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1. Einleitung

Bdsartige Neubildungen sind in Deutschland nach ldediovaskularen Erkrankungen seit
Jahren die zweithaufigste Todesursache. Laut tsatiem Bundesamt erlag im Jahr 2010
rund ein Viertel (25,5%) aller Verstorbenen (218 88lenschen) einem Krebsleiden
(STATISTISCHES BUNDESAMT 2010).

Maligne Neoplasien sind dabei weiterhin sehr schaweitherapieren, da die Faktoren und
molekularpathologischen Prozesse, die zur Tumdedniag und -progression fuhren, noch
nicht ausreichend bekannt bzw. verstanden sind ADigendung modernster molekulargene-
tischer Methoden in der medizinischen Forschung diedTatsache, dass bereits seit Uber
einem Jahrzehnt die vollstdndige Sequenz des hunfaaeoms zur Verfligung steht, tragen
zu einem raschen Wissenszuwachs Uber die beteil@gme, die Expression der zugehdrigen
Proteine und deren Regulation bei.

In letzter Zeit wird verstarkt an der Erforschurgyschiedener Gene und Proteine gearbeitet,
die in vielen Tumoren - im Vergleich zum Normalg®se vermehrt vorliegen. Insbesondere
erfahrt die Erforschung der Familie der humanerdespnalen Wachstumsfaktorrezeptoren
grol3es Interesse. Ein fur die Krebsentstehung beai®es und gut untersuchtes Gen bzw. das
dazugehdrige Protein i8BGFR / HER1, der Rezeptor Nummer eins des epidermalen Wachs-
tumsfaktors. Dieser spielt mit seinen nachgesdeait8ignaltransduktionswegen eine wichti-
ge Rolle bei der Tumorgenese und -progressionnindellproliferation und Apoptose sowie
Zellmotilitat, Zelladhasionsfahigkeit, Zelliberlebaind Angiogenese entscheidend beein-
flusst werden (WLLS 1999; WOODBURN 1999; GRUNWALD and HDALGO 2003).

Eine Uberexpression bzw. Genkopienzahlerh6hungB®RR wurde bereits bei einer Viel-
zahl von malignen Tumoren gefunden, z.B. beim Hibbinzelligen Bronchialkarzinom
(Suzuki et al. 2005; &oN et al. 2006), beim kolorektalen KarzinomgXG et al. 2007) und
beim Magenkarzinom (i et al. 2008a). Bei einigen dieser Tumoren wurde zusdtzio
Zusammenhang zwischen der Uberexpression von EGfReiner ungiinstigen Prognose
festgestellt (NCHOLSON et al. 2001).

Aktuelle Forschungen untersuchen die Rolle von E®ERder Entstehung und Progression
des Adenokarzinoms des gastroésophagealen Uberggpds(Barrett-Karzinom) (WNG et

al. 2007; MhRX et al. 2010; GRONIN et al. 2011). In der vorliegenden Arbeit wurde die Ex-
pression und exakte Genkopienzahl von EGFR in Taellen des primar resezierten Barrett-
Karzinoms bestimmt. Dabei wurde der Frage nachgeggrob diese Parameter mit klinisch-
pathologischen Parametern bzw. Uberlebensdaterelieven und damit als prognostische
Marker dienen koénnen.

Im Folgenden wird zunéchst das Barrett-Karzinonraktarisiert (Definition, Epidemiologie,
Pathologie, Klinik und Therapie) sowie die Rollesd&GFR und der zugehérigen
Signaltransduktionswege bei der Tumorgenese urmyrgssion naher beschrieben. Im An-
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schluss daran sind, nach einer Erlauterung dererataten Methoden, die konkreten Frage-
stellungen und Zielsetzungen dieser Arbeit dardjeste

1.1. Das Adenokarzinom des gastrodsophagealen &igsgryp | (AEG I) —
Definition, Epidemiologie, Pathologie, Klinik unch&rapie

1.1.1. Definition

Als Barrett-Karzinom bezeichnet man das Adenokarzindes gastroosophagealen Uber-
gangs Typ |. Die heute gebréauchliche AEG-Klasstfidtawurde zur besseren Stratifizierung
des chirurgischen Zugangsweges und des AusmalR&edektion von Siewert und Mitarbei-
tern im Jahr 1987 als topographisch anatomischesifikation der Adenokarzinome des
osophagogastralen Ubergangs vorgestelttwWBRT et al. 1987). Entsprechend dieser Klassi-
fikation werden die Adenokarzinome im Bereich desphagogastralen Ubergangs anhand
der Lage des Tumorzentrums (oder bei ausgedehnteoren der Lage der Haupttumormas-
se) zur anatomischen Kardia in Adenokarzinome d&saldn Osophagus (AEG-I-Tumoren),
eigentliche Kardiakarzinome (AEG-II-Tumoren) undkardiale Magenkarzinome (AEG-IlI-
Tumoren) eingeteilt (BN et al. 2003).

1.1.2. Epidemiologie

Das Osophaguskarzinom ist mittlerweile die achtigigté Krebsform weltweit. Die zwei his-
tologischen Haupttypen sind das Plattenepithelkami und das Adenokarzinom. Wahrend
die Inzidenz fir das Plattenepithelkarzinom ricktiist, steigt sie beim Adenokarzinom in
den letzten Jahren in westlichen Nationen rapideSan liegt jahrlich fir Manner in Europa
und den USA 10-20% uber der des Vorjahres, wobearidéfinf- bis zehnmal haufiger er-
kranken als Frauen (XcAiNO et al. 2002). Diese Zunahmenrate ubertrifft die allereaed
malignen epithelialen Tumoren des Gastrointestimletes (EVESA et al. 1998;
BoTTERWECKEt al. 2000; BoLLSCHWEILER et al. 2001; MzCAINO et al. 2002).

Der wichtigste pradisponierende Faktor fur die Eftsng eines Barrett-Karzinoms ist der
rezidivierende Reflux von Magen- und Duodenalsekreten Osophagus, worunter 40% der
westlichen Bevolkerung regelmalig leide@kE et al. 1997). Diese Regurgitation fuhrt zur
Entwicklung der gastroosophagealen Refluxkranki@at. 10% der Patienten mit chronischer
gastroosophagealer Refluxkrankheit bilden eine étMetaplasie, wovon wiederum ca.
10% ein Barrett-Karzinom bekommen (siehe AbbildahgSrein et al. 2000b). Patienten mit
Barrett-Metaplasie haben im Vergleich zur Normatidksrung ein 30-125fach erhdhtes Risi-
ko an einem O0sophagealen Adenokarzinom zu erkrarikas bedeutet, dass einer von 100-
200 Patienten mit Barrett-Schleimhaut tber ein Jag beobachtet ein Adenokarzinom be-
kommt (S4AHEEN et al. 2000; ANkowski et al. 2002). Die Wahrscheinlichkeit, mit einer
Barrett-Schleimhaut ein Barrett-Karzinom zu entwick ist vergleichbar mit dem Lungen-
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krebsrisiko fur starke Raucher oder dem Leberkrgilsrflr Patienten mit chronischer Hepa-
titis-B-Infektion (WILD and HARDIE 2003).

Weitere Risikofaktoren fiir das Auftreten des Baskatrzinoms sind Ubergewicht, frucht-
und gemisearme Erndhrung in Kombination mit Aufr@ahmron Nitrosaminen,
Nikotinabusus, Ubermaliger Alkoholgenuss, die Binma von Medikamenten wie z.B.
Anticholinergika und genetische Faktoreni(@/and HaRDIE 2003).

1.1.3. Pathologie

Die genauen molekularpathologischen Zusammenhangelzen Reflux und Karzinogenese
sind noch nicht vollstdndig geklart. Gesichert gass das Barrett-Karzinom auf dem Boden
einer intestinalen Metaplasie entsteht, die siathrangjahrigem gastroosophagealen Reflux
im distalen Osophagus entwickeln kann und bei nalaéien Barrett-Karzinomen nachzuwei-
sen ist. Der Einfluss von Magensaure auf die Osgyéschleimhaut wurde eingehend unter-
sucht. Studien haben gezeigt, dass Saure und Pejesidsophagusschleimhaut angreifen.
Das dadurch geschadigte Plattenepithel wird danchdatestinale Metaplasie ersetzogEY

et al. 2001; Koak and WINSLET 2002). Die Barrett-Metaplasie bezeichnet den Erdat im
distalen Osophagus normalerweise vorhandenen fgiteels durch spezialisierte intestina-
le Metaplasie, in der typischerweise Becherzellerkemmen (IAGERGRENet al. 1999). Aus
dieser intestinalen Metaplasie entsteht das Bafatzinom der Metaplasie-Dysplasie-
Karzinomsequenz folgend (siehe Abbildung I)g8 et al. 2000a).

Plattenepithel

- Anhaltende GERD .
o/
- Zusammensetzung der Refluxes +1 ﬂ fo

- ungeniigende antiazide Therapie

Spezialisierte ; o
intestinale S -
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Xn|jay J9jeabeydosooiisen
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. ¥ L ;«,
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Abbildung 1: Histologische Darstellung der fortsgitenden Entwicklung von Plattenepithelmucosa fites-
tinale Metaplasie und Dysplasie bis hin zum invasidenokarzinom des Osophagus. Wichtigster atistber
Faktor ist ein starker, langanhaltender gastroéesgghler Reflux. Das relative Risiko und potenti®Isikofak-
toren sind angegeben (Abbildung modifiziert nacte($ et al. 2000a)).
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Im Verlauf dieser Sequenz kommt es zur Akkumulatierschiedener genetischer und epige-
netischer Veranderungen, von denen viele erst beangeschrittener Dysplasie auftreten
(EADs et al. 2001; REGMAN et al. 2001; ENKINS et al. 2002). Durch die genetischen Altera-
tionen verlassen die Zellen den normalen Wachstykhsz Apoptosemechanismen, Signal-
transduktionswege und Gene, die die Zelladhasiguliexen, werden gestort. Protoonkogene
werden aktiviert und Tumorsuppressorgene inaktii€orpPoLA et al. 1999; BAN et al.
2000; RN et al. 2001; TSELEPISEet al. 2002; TSELEPISEt al. 2003). Diese genetischen Ver-
anderungen sind bis heute Gegenstand der Forschung.

1.1.4. Klinik

40% der Bevolkerung der westlichen Welt berichtbarigelegentlich auftretende, brennende
retrosternale Schmerzenhgart burn* = Sodbrennen), Luftaufstol3en, Schluckbeschwerden
und Regurgitation von Mageninhalt. 20% leiden mstdies einmal wochentlich unter diesen
Symptomen (bckE et al. 1997; QMERON et al. 2002). Bestehen diese Beschwerden, die
durch duodenogastralen Reflux hervorgerufen werdbar einen langeren Zeitraum, fuhren
sie zur gastroosophagealen Refluxkrankheit. Diesehmet sich durch erosive Osophagitis,
Strikturen und Ulzerationen des Osophagus aus.r@uioer Reflux ist auRerdem der wich-
tigste Risikofaktor fur die Entstehung einer Bdridetaplasie (OENRAAD et al. 1998;
FARROW et al. 2000).

Therapiert werden die Symptome der gastrodsophagéafluxkrankheit mit Protonenpum-
peninhibitoren, wobei noch unklar ist, ob eine Lagittherapie mit diesen Medikamenten das
Krebsrisiko senkt (WD and HARDIE 2003). Auch der duodenale Gallenreflux spielt eine
wichtige Rolle bei der Karzinogenese. Die Auswirgan von Galle auf die
Osophagusschleimhaut sind stark pH-abhangig. Mahdgvon aus, dass die Galle im basi-
schen Milieu leichter intrazellular kumuliert, waar Schadigung von mitochondrialer und
nuklearer DNS fuhren kann BMEESTER 2001). Die schleimhautprotektive Wirkung von
Protonenpumpeninhibitoren wird auf diese Weise stalageschwéacht. Dennoch ist die anti-
azide Medikation ein wichtiger Bestandteil der Tdpe der gastrodsophageale
Refluxkrankheit, da hiermit das gesamte Regurgitatrolumen und damit auch das des
bilidren Refluxes stark reduziert wird @MGEset al. 2001).

Nach Primardiagnose einer gastroosophagealen Redioikheit mit oder ohne intestinale
Metaplasie ist eine regelmaRige endoskopische UHmmang mit Biopsieentnahme notwen-
dig, um Patienten in einem frihen Tumorstadium tawtig einer geeigneten Therapie zuzu-
fuhren (FTzGERALD et al. 2001). Eine solche Friherkennung wirkt sich pestf die Pro-
gnose aus. Bei Patienten, die im frihen Tumorstadaiar subtotalen Osophagektomie zuge-
fihrt wurden, konnten fiinf-Jahres-Uberlebensratamhis zu 90% beobachtet werdemg®

et al. 2000c). Im Vergleich dazu ist bei Patienten deBanrett-Karzinom direkt (de novo)
diagnostiziert wurde ein kurativer Ansatz meist hhienehr moglich. Die funf-Jahres-
Uberlebensrate liegt hier bei 5-15%&owski et al. 1999). Insgesamt dhneln die zehn-



1. Einleitung

Jahres-Uberlebensraten des Barrett-Karzinoms mibo 4@enen des Magenkarzinoms
(SEEWERT 2007).

Die klinisch-pathologische Klassifikation des BdHi€arzinoms erfolgte nach den UICC-
Richtlinien von 1997 (finfte Auflage) ¢B8IN and EEMING 1997). Alle Tumore wurden der
pTNM-Klassifikation zugeordnet, wobei die Ausdehguihes Primartumors (pT) sowie das
Fehlen bzw. Vorhandensein von Lymphknoten (pN)-/oder Fernmetastasen (M) erfasst

wurde (siehe Tabellel).

Tabelle 1: TNM-Klassifikation, UICC-Stadieneintaily, und Grading des Barrett-Karzinoms nach UICC-

Richtlinien von 1997 (8BIN and EEMING 1997)

TNM-Klassifikation

Beschreibung

pTX
pTO
pTis
pT1l
pT2
pT3
pT4

pPNX
pNO
pN1

T-Primartumor

N-regionare Lymphknoten

M-Fernmetastasen

Primartumor nicht beurteilbar

Kein Anhalt fir Primartumor

Carcinoman situ

Infiltration der Lamina propria oder Submukosa
Infiltration der Muscularis propria

Infiltration in die Adventitia

Infiltration benachbarter Strukturen

Regionare Lymphknoten nicht beurteilbar
Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
Regionare Lymphknotenmetastasen

MX Fernmetastasen nicht beurteilbar
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fermetastasen
: 5-Jahres-

UICC-Stadium  TNM-System Uberlebensrate
0 Tis NO MO
I pT1l NO MO 67%
A pT2-3 NO MO 43%
1B pT1-2 N1 MO 26%
[l pT3 N1 MO 16%

pT4 Jedes N MO
v Jedes pT Jedes N M1 3%
Grading Gl G2 G3

Beschreibung

hoch differenziert

malig differenziert  wenig differenziert
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1.1.5. Therapie

Es gibt derzeit keine Therapie mit der eine Baikédtaplasie zur kompletten Remission ge-
bracht werden konnte. Der S&urereflux bzw. die rgasbphageale Refluxkrankheit kann
pharmakologisch gut mit Protonenpumpeninhibitofegrdpiert werden. Eine intensive anti-
azide Medikation fuhrt allerdings nicht zu einer dRildung der Barrett-Schleimhaut
und/oder einer Wiederherstellung des Platteneit(fedTERS et al. 1999). Bis heute ist die
chirurgische Therapie der medikamenttsen Uberlegenn man verhindern will, dass sich
eine Barrett-Metaplasie zum Adenokarzinom entwiclRRILLA et al. 2003).

Barrett-Karzinome der Kategorie pT1 und pT2 kénpamar operiert werden. Lokal fortge-
schrittene Tumore (pT3/pT4) werden in neoadjuvantaerapieprotokollen behandelt. Da
hier in Anbetracht der Tumorlokalisation eifiumor-Downstaging” nicht unbedingt notwen-
dig ist, erfolgt in der Regel eine alleinige Chehwyapie ohne Radiotherapie, die sowohl
Priméartumor als auch Metastasen erreichen soli{Set al. 2000c¢).

Da bei vielen epithelialen Tumoren eine Uberexpoesson EGFR gefunden wurde (siehe
Tabelle 2) (KARARI 2004), richtet sich die Aufmerksamkeit zunehmené z@Aelgerichtete
(,targeted”) Therapieansatze gegen EGFR. Zu einer solckengeted therapy” gegen EGFR
existieren aktuell zwei Hauptgruppen von WirkstoffeMonoklonale Antikorper (z.B.
Cetuximab), und Tyrosinkinaseinhibitoren (z.B. Eridp, Gefitinib), die im Folgenden kurz
vorgestellt werden.

1.1.5.1. Die Wirkung monoklonaler Antikdrper gede@FR

Die Wirkung des monoklonalen Antikdrpers Cetuximateine oder in Kombination mit
Chemotherapeutika wird seit einigen Jahren an khedenen Tumoren untersucht.
Cetuximab ist ein Maus-Mensch-chimérer Antikorper t§G1 Subklasse, der an die extra-
zellulare Domane des EGFR mit hoherer Affinitat dis natirlichen Liganden EGF und
TGF-a bindet, wodurch die Rezeptorphosphorylierung unkktivierung der Rezeptor-
Tyrosinkinase blockiert wird (GLDSTEIN et al. 1995). Aul3erdem wird die Internalisation von
EGFR stimuliert, wodurch dieser nicht mehr mit déganden interagieren kann ABELGA et

al. 1993).

Daten zur Wirksamkeit von Cetuximab liegen vorrallgir das kolorektale Karzinom und das
nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom vor. In prakischen Studien mit kolorektalen Karzi-
nomzelllinien verhinderte Cetuximab das Tumorwaaimstverkleinerte bereits bestehende
Tumoren und verlangerte das Uberleben von Versigchat mit EGFR-positiven Tumoren
(Wu et al. 1995; BASeELGA 2001). Bestatigt wurde dies in einer Studie amobecan-
resistenten Xenograft-Kolonkarzinomen, bei der n@bkrapie mit Cetuximab ein erneutes
Ansprechen auf Irinotecan gezeigt werden konnk=(TT et al. 2002). Verschiedene Pati-
entenstudien zeigten ein verbessertes AnsprecHe@hemmotherapeutika wenn zur Behand-
lung des metastasierten Kolonkarzinoms zusatzlicketuXdmab eingesetzt wurde
(CUNNINGHAM et al. 2004; FOLPRECHTEt al. 2008). Interessanterweise gibt es eine Studie, die
besagt, dass sowohl Patienten mit erhdhter als mitahormaler EGFR-Expression im meta-
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stasierten kolorektalen Karzinom von einer Antil@itperapie profitieren QUPAKIS et al.
2008).

Beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom zeigtels dass Patienten mit erhOhtEeGFR-
Genkopienzahl und -Expression von einer Kombinatioerapie aus konventioneller Chemo-
therapie und Cetuximab profitierten. Sie hattenegédper der Vergleichsgruppe eine drei
Monate langere Uberlebenszeit ohne Tumorprogressimhdas mediane Gesamtiiberleben
lag bei 15 statt sieben MonatenigBicH et al. 2008).

1.1.5.2. Die Wirkung von Tyrosinkinase-Inhibitorgagen EGFR

Der Tyrosinkinase-Inhibitor Erlotinib ist ein konmpge&ver Antagonist, der intrazellular mit
ATP (Adenosintriphosphat) um die Bindung an EGFRKkkoriert. Dadurch wird die Aktivie-
rung von EGFR verhindert und die tumorstimuliereidiekung abgeschwacht. Praklinische
Studien in vitro und in vivo haben gezeigt, dass antitumorése Wirkung zytotoxischer
Chemotherapeutika durch die Kombination mit Tyrksiase-Inhibitoren gesteigert werden
kann (GARDIELLO and TORTORA 2001). Dabei ist die Sensitivitat auf den Tyrosmalse-
Inhibitor Erlotinib beim nicht-kleinzelligen Broné&dkarzinom von Mutationen in der
Tyrosinkinasedomane des EGFR abhéngig, z.BuiA et al. 2011). Gleiche Beobachtungen
wurden auch an Osophaguskarzinomzellinien gemaih €t al. 2006). Praklinische Studi-
en zeigten des Weiteren, dass in Tumorzellen, dieTymosinkinase-Inhibitoren oder Anti-
korpern behandelt wurden, die MAPK- und Akt-Sigraisduktionswege massiv herunter
reguliert wurden, was zu einer Blockierung der idtion von Tumorzellen und Xeno-
grafttumoren in Nacktm&usen fuhrtesgir et al. 1997; QAvIOYE et al. 2000; KERBEL and
FoLKMAN 2002; MOTOYAMA et al. 2002).

Die Wirkung von Cetuximab und Erlotinib beim Ademokinom des Osophagus wird am
Ende der Arbeit diskutiert.

1.2. Die Rolle von EGFR bei Tumorentstehung undgpssion

EGFR wird zur Subklasse | der Rezeptor-Tyrosinkenagezéahlt und hat ein Molekularge-
wicht von 170 kD. Die Familie der EGFR-Rezeptorenfasst auler EGFR (=ErbB1 oder
HER 1) die drei weiteren Mitglieder ErbB2/HER2, BBIHER3 und ErbB4/HERA4. All diese
Rezeptoren verfligen Uber eine extrazellulare Ligargindungsdoméne, eine
Transmembranregion und eine zytoplasmatische Thkgise-Bindedomane. Die Bindung
eines Liganden (z.B. EGF) an den passenden ReZéptorzur Bildung von Homo- und He-
terodimeren der vier Rezeptoruntereinheiten und 2ktivierung der intrinsischen
Kinasedomane  durch  Autophosphorylierung. Dadurch rdere intrazellulare
Signaltransduktionswege aktiviert. Zwei wichtigegi@lkaskaden sind der Raf/MEK/ERK-
und der PI3K/Akt-Signaltransduktionsweg LIKYIOYE et al. 2000; SHLESSINGER 2000;
Y ARDEN and Siwkowskl 2001). Eine Aktivierung des Raf/MEK/ERK-Signalwsdéhrt zu
Zellproliferation, Migration und Differenzierung Wweéend die Aktivierung des PI3K/Akt-
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Signalweges zur Inhibition von Apoptose und verreiein Ansprechen des Tumorgewebes
auf Radio- und Chemotherapie fuhrt. Endpunkt dgn&8ivege sind im Zellkern Transkripti-
onsfaktoren bzw. Protoonkogene sowie im Zytosolkddne, die zellregulatorische Enzyme
beeinflussen (XRDEN and Siwkowskl 2001).

EGFR wird sowohl von normalen als auch von maligaesformierten Zellen epithelialen
Ursprungs auf der Oberflache exprimiert und speit der Karzinogenese und Progression
vieler Tumoren wie z.B. dem nicht-kleinzelligen Bohialkarzinom, dem kolorektalen Kar-
zinom und dem Plattenepithelkarzinom des Kopf- ttadsbereiches eine wichtige Rolle
(SALTZ et al. 2004; THIENELT et al. 2005; BourHIs et al. 2006). Patienten mit Karzinomen,
welche Veranderungen oder Uberexpression der EdaBRoren aufweisen, haben oftmals
eine schlechtere Prognose und einen schlechteirgackien Verlauf als Patienten, deren Tu-
moren einen normalen Expressionsstatus aufweisemsftd and HNES 2004). Die intensive
Untersuchung des EGFR Rezeptors in verschiedenenorem brachte Deletionen und
Punktmutationen zu Tage, die zu einer Erh6hundkaeytischen Tyrosinkinaseaktivitat des
Rezeptors fuhren kénnen MPHREY et al. 1990). Die am haufigsten gefundene Mutation ist
EGFRVIII, bei der eine Deletion der Exons zwei bisben vorliegt, welche durch Gen-
Umlagerungen oder veranderteiRNA-Splicing entsteht(mRNA = messenger Ribonucleic
acid) (MALDEN et al. 1988).

Pathologische Verdnderungen in der Expressionsidtenttes EGFR begunstigen die maligne
Transformation gesunder Zellen. So kann eine d@ehamplifikation verursachte Uberex-
pression des EGFR den Zellzyklus oder die Zelldiffizierung stéren und zum Entstehen
eines Tumors beitragen. Im Fall eines bestehendemofs bedeutet die Uberexpression des
Rezeptors, vor allem wenn sie mit einer erhohterE&aression der Liganden assoziiert ist,
eine besonders ungunstige Prognose. Die StimuldesrEGFR fuhrt in diesem Falle zu ver-
starktem Tumorwachstum, Stimulation von Metastasigr Angiogenese und Gefal3invasion
sowie Apoptoseinhibition (\&LLS 1999; WOODBURN 1999; GRUNWALD and HDALGO 2003).
Tumoren verschiedensten Ursprungs konnen eine ki@ssion des EGFR aufweisen (siehe
Tabelle 2).
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Tabelle 2: Verschiedene Tumoren mit EGFR-Uberexgines(HARARI 2004)

Tumortyp Prozent der Tumoren
mit Uberexpression von EGFR

Blase 31-48

Brust 14-91

Zervix/Uterus 90

Kolon 25-77

Osophagus 43-89

Magen 4-33

Gliazelltumor 40-63

Kopf und Halsbereich 80-100

Ovarial 35-70

Pankreas 30-89

Prostata 40-80

Nierenzell 50-90

Nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinon 40-80

Ein Uberblick tiber mehr als 200 Studien der Jahyga®85 bis 2000 mit insgesamt mehr als
20000 Krebspatienten, die sich mit der Korrelatimnschen EGFR-Expression verschiedener
Karzinomformen und Gesamt- bzw. rezidivfreiem Ubledn befasste, brachte zu Tage, dass
beim Plattenepithelkarzinom des Kopf- und Halsloéres, dem Ovarial-, Zervikal-, Harnbla-
sen- und Osophaguskarzinom eine starke Korrelatidachen EGFR-Proteinexpression und
Uberlebensdaten besteht. Beim Magen-, Mamma-, Eatfarm- und kolorektalen Karzinom
war der EGFR-Expressionsstatus prognostisch weaiggsagekraftig. Die schwachste Asso-
ziation wies das nicht-kleinzellige Bronchialkamm auf (NCHOLSON et al. 2001).

1.3. Bedeutung der PI3K/pAkt- und Raf/MEK/ERK-Sigrensduktionswege
fur Tumorentstehung und -progression

1.3.1. Rolle des PI3K/pAkt-Signaltransduktionswegé®i Tumorentstehung und -
progression

Aktiviertes Akt (pAkt) reguliert grundlegende Zelifktionen, wie Zellzyklus und Uberleben
(DATTA et al. 1999; Mvanco and 3WYERS 2002). Die Aktivierung erfolgt Gber den PI3K-
Akt-Signaltransduktionsweg. Eine Bindung von Waahsifaktoren an eine Rezeptor-
Tyrosinkinase fuhrt Gber ein G-Protein (Ras) zuospiorylierung von PI3K. Diese PI3K
wandelt Phosphatidylinositol-4-5-Biphosphonat (F8jR2) in Phosphatidylinositol-3-4-5-
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Triphosphat (PI1(3,4,5)P3) um, wahrend PTENosphatase and tensin homolog) diesen Vor-
gang ruckgéngig macht. Akt gelangt zur Zellmemhrad interagiert Uber seine PH-Doméne
mit PI(3,4,5)P3. Zusatzlich wird Akt an zwei Resdu durch PDK 1, PDK 2
(phosphoinositide-dependent kinase) und ILK (integrin-linked kinase) phosphoryliert und
damit aktiviert (siehe Abbildung 2) &k et al. 2004).

Ligand

Rezeptortyrosinkinase

extrazellular

G-Protein
Ras

PI(3,4,5)P3

beeinflusst Zellzyklus
und Zelliiberleben

intratrazelluldr

| inaktive Akt |

Abbildung 2: Schematische Darstellung des PI3K/8lgnaltransduktionsweges (Abbildung modifiziert Imac
(OsAkI et al. 2004)).

Durch eine Vielzahl zellularer Stimuli oder toxigch Einflisse wird dieser
Signaltransduktionsweg aktiviert und regelt so gtegende zellulare Funktionen wie Trans-
kription, Translation, Proliferation, Zellwachstumnd Uberleben (BTTA et al. 1999;
VIVANCO and 3WYERS 2002). Ist der PI3K-Akt-Signaltransduktionsweg tgeskommt es
deshalb zu unkontrollierter Zellproliferation §37A and B:LLAcOsA 2001; HLL and
HEMMINGS 2002; MvaNco and SWwWYERS 2002). AulRerdem fuhrt eine vermehrte Expression
von Akt zur Inhibition von Apoptose A0 and OPER 1995). Die Serin/Threonin-Kinase
Akt ist die entscheidende Kinase in diesem Wege Kjastorte Aktivierung des PI3K-Akt-
Weges wurde mit der Entwicklung verschiedener Khnailen wie Diabetes mellitus, Auto-
immunerkrankungen und Krebs in Zusammenhang gebi(@hCRISTOFANO et al. 1999;
TESTA and BeLLACOSA 2001; HLL and HEMMINGS 2002; NCHOLSON and ANDERSON 2002;
VIVANCO and SWwyYERS 2002). Bei menschlichen Krebserkrankungen spiatiset
Signaltransduktionsweg nicht nur eine wichtige Rddei der Aufrechterhaltung des Gleich-
gewichts zwischen Zellproliferation und kontroltem Zelltod, sondern ist auch bei einem
potentiellen Ansprechen eines Tumors auf versched@ebsbehandlungen beteiligt4ki

et al. 2004).

Einige Studien an Tumoren verschiedener Geneséenemyn eine Uberexpression von Akt-
Isoformen, z.B. beim Kolon- & et al. 2002), Mamma- (WANCO and 3WwyYERS 2002),
Pankreas- (ATOMARE et al. 2002) und Gallengangskarzinom ANO et al. 2004).
Immunhistochemische Studien mit Antikdrpern gegaa dn Serin 473 phosphorylierte Akt
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fanden beim Pankreas- AMAMOTO et al. 2004), Magen- (Nm et al. 2003), und
Mammakarzinom (BREzTENORIO and SAL 2002) eine erhdhte Expression des Proteins,
welche mit einer schlechteren Prognose assoziiart Aul3erdem verringerte eine erhthte
Aktivitat von pAkt im Gallengangs- @WNO et al. 2004) und Mammakarzinom (ERK et al.
2002) sowie im nicht-kleinzelligen BronchialkarzmdBROGNARD et al. 2001) die Sensibili-
tat auf Radio- und Chemotherapie.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Expressiortastaon pAkt bestimmt und mit klinisch-
pathologischen Parametern sowie Uberlebensdatealieot. Damit wurde der Frage nachge-
gangen, ob der pAkt-Signaltransduktionsweg aucBamett-Karzinom an Tumorentstehung,
-progression und klinischem Verlauf beteiligt ist.

1.3.2. Rolle des ERK 1/2- bzw. p44/42-MAPK-Sigrafisduktionsweges bei
Tumorentstehung und -progression

Die mitogen aktivierten Proteinkinasen (p42/p44-MAR ERK 1/2) sind das Kernsttick ei-
nes Signaltransduktionsnetzwerkes, welches Pratiter, Differenzierung und zellulares
Uberleben steuert gRRsoN et al. 2001). Im Folgenden wird zur besseren Verstankiith
eine einheitliche Terminologie gewahlt: Raf fir M&khase-Kinase-Kinase, MEK 1/2 flr
MAP-Kinase-Kinase eins und zwei und ERK 1/2 fur jp42MAPK. Die MAPK-
Signaltransduktion besteht nun aus einer KaskadeProteinphosphorylierungen, die diese
drei entscheidende Kinasen einschlief3t: Raf, MEK uid ERK 1/2 (siehe Abbildung 3)
(HILGER et al. 2002).

Liganden wie EGF binden an eine Rezeptor-Tyrosemsen wie z.B. EGFR und fihren damit
zur Autophosphorylierung und Aktivierung des RepegtUber das G-Protein Ras wird nun
unter Rekrutierung von GrbZs(owth factor receptor-bound protein 2) und Sos $on of
sevenless) Raf phosphoryliert und aktiviert. Raf phosphaeyiund aktiviert daraufhin MEK
1/2, welches schlie3lich ERK 1/2 phosphoryliert watlurch aktiviert (siehe Abbildung 3)
(HILGER et al. 2002).
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Ligand
z.B. EGF

extrazellular é

Rezeptor z.B. EGFR

G-Protein
z.B. Ras

intratrazelluldr

p42/pad MAPK
=ERK

regulatorische
Enzyme

Transkriptionsfaktoren > Gene

Zellkern

Abbildung 3: Schematische Darstellung der der 8ggn MAPK-Proteinkinase-Kaskade (Abbildung modifi-
ziert nach (KoLcH 2000)).

Durch Erforschung der Ras-vermittelten Wachstunmsdey stellte sich heraus, dass die
MAPK-Signaltransduktion eine entscheidende und eafl kritische Verbindung zwischen
membrangebundenem Ras (G-Protein) und dem Zeldamnstellt. Die Phosphorylierung von
ERK fuhrt zu seiner Konformationsdnderung und zolfen enzymatischen Aktivitat. Auch
ermdglicht sie die Dimerbildung dieser Kinase, fiieeine Wanderung in den Zellkern notig
ist (CANAGARAJAH et al. 1997; KHOKHLATCHEYV et al. 1998). ERK 1/2 kann eine Vielzahl von
Enzymen phosphorylieren, welche wiederum Proteage4itoskeletts, des Zellmetabolismus
und einige Transkriptionsfaktoren regulierero@fsoN and BB 1997; DHANASEKARAN
and RREMKUMAR REDDY 1998; $HAEFFERand WEBER 1999).

Ras und Raf sind Protoonkogene, die bei UbermalSgerulation bzw. Aktivierung zur
Krebsentstehung beitragen konnemiiaD et al. 2002). Viele Hormone, Wachstumsfaktoren
sowie kanzerogene Substanzen greifen in dieseral8igg ein. Die meisten dieser Stimuli
aktivieren Ras indem sie den Austausch von GDP 1@sia-5-diphosphat) durch GTP
(Guanosintriphosphat) herbeifihren, wodurch eseinesaktive Form uberfiihrt wird. Akti-
viertes Ras stimuliert primér drei Hauptklassen vBffektorproteinen, Raf-Kinasen,
PI3K/Akt und RalGEFs, wobei Raf die hdochste Potrur Storung des Zellzyklus zugeord-
net wird (HAMAD et al. 2002). Ras ist ein G-Protein, welches mit hohdinkét an Raf-
Kinasen bindet, wodurch diese an die Zellmembratagert werden, wo Raf aktiviert wird
(Moobie and WOLFMAN 1994). Das einzige Substrat fur Raf ist MEK 1/ZH{&EFFER and
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WEBER 1999). MEK 1/2 wird durch Phosphorylierung an z8erin-Enden aktiviert und ak-
tiviert nun wiederum ERK 1/2 durch Phosphorylierugiger Threonin-Glutamin-Threonin-
Sequenz. ERK hat als Serin/Threonin-Kinase mehb@lSubstrate @wis et al. 1998) und
ist in sehr wichtige grundlegende zellulare Funiio wie Genexpression, Zellzyklusregula-
tion, Apoptoseregulation, Zellmetabolismus, -bewsdddeit und -Uberleben involviert
(PEARSON et al. 2001). Dem ausgepragten mitogenen Effekt von ERKIliggen mehrere
Mechanismen zugrunde, wie die Stimulation der Notitisynthese, die Rekrutierung von
Ribosomen durch Phosphorylierung von Translatidtefan, die Phosphorylierung und Ak-
tivierung von Transkriptionsfaktoren und die Phaspherung von Chromatin (KRIAKIS
and A/RUCH 2001; HRAMEK 2002). In Endothelzellen bewirkt ERK 1/2 eine dnsbEXx-
pression von VEGF véascular endothelial growth factor), welcher wiederum flr
Angiogenese, Migration und ebenfalls fir eine MARKtvierung und Zellproliferation ver-
antwortlich ist (KRoLL and WALTENBERGER 1997; BRRA et al. 2000; KroLL and
WALTENBERGER 2000; RAGES et al. 2000). Die antiapoptotische Wirkung der p42/p44 RKA
im Rahmen von Proliferation und Migration erscheaimnvoll, da normalerweise Zellen, die
sich aus dem Zellverband und von der extrazellaldatrix 16sen, einen programmierten
Zelltod erleiden (BRRA et al. 2000; Gio and KLEMKE 2000). Metastasierung ist die Hauptur-
sache flr Todesfalle durch Krebs und Zellbewegsghgin wichtiger Bestandteil dieses Pro-
zesses. Zusatzlich zu seiner Rolle bei der Regmigeder Zellproliferation und des Zelluber-
lebens scheint der ERK-Signalweg bei invasivem Waeh und Metastasierung eine bedeu-
tende Rolle zu spielen ERDY et al. 2003; MALA and PUYSSEGUR2004). Mit Mutanten der
Effektordoméane von Ras, die hergestellt wurden pezifische Molekile entlang der Ras-
Kaskade zu aktivieren (Raf, PI3K), wurde gezeigasd eine Aktivierung des ERK-
Signaltransduktionsweges zur Bildung von Lungenstaten in Nacktméausen fihrte £2@

et al. 1998). Obwohl der PI3K- Signaltransduktionsweg wben beschrieben, eine wichtige
Rolle bei der Regulation der Zellmotilitat spidigben einige Studien gezeigt, dass der ERK-
Signaltransduktionsweg einen direkten Einfluss Zelffmotilitdt und die Migration von Tu-
morzellen hat (VaLA and PUYSSEGUR2004). Die Hemmung von ERK kodnnte also ein Weg
sein, um invasives Wachstum, Metastasierung, Tuetleiiberleben und -proliferation zu
unterbinden.

Bei einigen Studien an verschiedenen Tumoren faoridesne Korrelation zwischen ERK 1/2-
Proteinexpression und klinisch-pathologischen Patam sowie Uberlebensdaten, so zum
Beispiel beim nicht-kleinzelligen BronchialkarzinofZHANG et al. 2005) und beim
hepatozellularen Karzinom (MHNH et al. 2003).

Es ist damit offensichtlich, dass die ERK-Signakeake eine wichtige Rolle bei der Krebspa-
thogenese spielt, weshalb auch in der vorliegendidreit die Zusammenhéange zwischen
ERK 1/2 Expression und klinisch-pathologischen Remi@rn sowie Uberlebensdaten von
Patienten mit Adenokarzinom des distalen Osophagtersucht wurden. Im positiven Falle
kénnte der ERK 1/2 Proteinexpressionsstatus algnastischer Marker aber auch zur Thera-
pie- und Risikostratifizierung eingesetzt werdemsDVeiteren konnte ERK 1/2 als Ziel fur
eine AntikOrpertherapie genutzt werden.
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1.4. Fluoreszenin situ Hybridisierung (FISH)

Eine etablierte Methode zum Nachweis strukturelle numerischer chromosomaler Veréan-
derungen in Zellen oder Geweben ist die Fluoresmes#zu Hybridisierung (FISH). Dien
situ  Hybridisierung ist eine sensitive  molekularbiokghe  Technik  um
Nukleinsauresequenzen mit Sonden direkt in Metagdtaemosomen und Interphasekernen
nachzuweisen und somit chromosomale Aberrationam#ersuchen (€ay et al. 1994). Die
Besonderheit dieser Methode beruht auf der Dawstglider Zielsequenz im biologischen
Praparain situ, d.h. in Geweben (Gewebeschnitten), Zellen, Zatlee oder in Chromoso-
men. Das Prinzip der FISH beruht auf der Ausbildvng DNS Doppelstrangen aus DNS
Einzelstrangen, die so genannte Hybridisierung.eDaklfolgt die Detektion einer DNS Ziel-
sequenz durch eine spezifische Rekombination méneimoglichst homologen DNS Einzel-
strang, der DNS Sonde. Fir eine Hybridisierung, Alesbildung eines Doppelstranges aus
DNS Zielsequenz und DNS Sonde, mussen sowohl disetjuenzen im Gewebe als auch die
DNS Sonden denaturiert, d.h. als Einzelstrangdjegam. Dies ist ein reversibler Prozess,
dessen Reassoziationskinetik sich igiesitu-Hybridisierung zunutze macht. Die verhaltnis-
mafig kurze DNS Sonde hybridisiert relativ schnatl der Zielsequenz und zwar bevor sich
aus den einzelnen Strangen des Chromosoms wied&ogipelstrang bildet. Bei einer Hyb-
ridisierung eines Gens mit einer DNS Sonde kanrsdereu gebildete Doppelstrang anhand
einer Markierung der DNS Sonde sichtbar gemacht&rerErfolgt die Signalgebung durch
Fluoreszenzfarbstoffe spricht man von der Fluomesne situ Hybridisierung. Im Allgemei-
nen erfolgt die Untersuchung von DNS Sequenzenakitsspezifischen DNS Sonden. Ziel-
strukturen der FISH konnen beispielsweise repetitisequenzen, Genome und
Einzelkopiesequenzen sein. Als Untersuchungsmateiienen unter anderem Einzelzellen
(z.B. Blut- und Knochenmarkzellen) oder Gewebedthnerwendet werden. Gewebeschnitte
mussen besonders vorbehandelt werden damit eimibgeesh der DNS Sonden in die Zellker-
ne erreicht werden kann. Dieser Schritt dient adehVermeidung unspezifischer Hybridisie-
rungen mit anderen Sequenzen, z.B. mit RNA, undvdemeidung von Wechselwirkungen
mit Bestandteilen des Nukleo-plasmas, wie z.B.dfen (RAY et al. 1994). Repetitive Se-
guenzen, z.B. alpha Satelliten Sequenzen der Zastregionen, wurden als eine der ersten
mit derin situ Hybridisierung nachgewiesen ABMAN et al. 1980; INKEL et al. 1986; GRAY

et al. 1994). Sie dienen vor allem dem Nachweis von Aledig bei bestimmten Chromo-
somen. Der Nachweis von Einzelkopiesequenzen & eieitere wichtige Anwendung der
FISH. Mittlerweile lassen sich DNS-Sequenzen vamigein zehn Kilobasenpaaren Lange
lokalisieren. Neben numerischen chromosomalen Aberren kbnnen auch strukturelle Ver-
anderungen aufgedeckt werden. Bei numerischen afbi@men kénnen nur durch die Kombi-
nation einer Zentromersonde und einer lokusspebiis DNS Sonde die Kopienzahlen der
Gene interpretiert und beispielsweise als Ampliiidia gewertet werden. Wird z.B. eine lo-
kusspezifische Sequenz mehrfach mit der FISH iemiZellkern nachgewiesen, muss erst
ausgeschlossen werden, dass dieser Genzahlverrgefiolm eine Aneuploidie des Chromo-
soms, auf dem die spezifische Sequenz sich befimdgtunde liegt. Erst wenn das Gen hau-
figer vorzufinden ist als das Chromosom kann varerealleinigen Vermehrung dieses Gens
ausgegangen werdevafi DEKKEN and BAUMAN 1988; WALCH et al. 2000).
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1.5. Dreidimensionale FISH-Signalerfassung B&FR-Genkopien mit dem
ApoTome Imaging System

In dieser Studie wurden die FISH-Signale \E®BFR und Zentromer 7 in 16 um dicken Ge-
webeschnitten mittels ApoTome Imaging System dnegdlisional erfasst und einzelbildba-
siert ausgewertet. Vergleichbar mit einer compatadgraphischen Untersuchung wurde ein
Bilderstapel durch die Gewebeproben gelegt. Dieedimen Bilder wurden von oben bis unten
,durchgescrollt‘, wodurch das Problem der Uberlager einzelner Zellkerne umgangen
wurde. Aul3erdem lagen in den 16 um dicken Gewebdseh die Zellkerne, welche einen

durchschnittlichen Durchmesser von acht bis zehnhatven, nicht angeschnitten vor. So
konnten pro Zellkern alle Genkopien in exakter Arizsestimmt werden.

Ein grof3er Vorteil gegeniliber vorherigen Studiemiareu 16 pm Gewebeschnitten, in denen
auch mehrere Fokusebenen pro Blickfeld als Bildpedt angelegt wurden (JBELE et al.
1997; MalIERHOFEREt al. 2003; R\USER et al. 2007), lag darin, dass man vor dem Starten des
Experiments eine grof3e Anzahl von Blickfeldern nmeheinstellen und speichern konnte.
Das ApoTome Imaging System fuhr nach dem StartenEdk@eriments die einzelnen Blick-
felder nacheinander automatisch an, legte eineteBitapel durch die verschiedenen Areale
und speicherte die Daten automatisch. Das zeitaufige erneute Einstellen eines neuen
Blickfeldes nach jedem Durchlauf konnte dadurchmieden werden.

1.6. Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist ein etabliertes Verfahzan Quantifizierung einzelner Proteine in
Geweben. Die Proteine (=Antigene) werden mittete®ispezifischen Antikorpers markiert,
welcher wiederum mit einem Detektionssystem geklbjpgte wodurch er im Préparat sichtbar
gemacht werden kann.

Man bezeichnet den Antikorper, der gegen das gésugpitop gerichtet ist, als Primaranti-
korper. Er sollte sich durch hohe Spezifitat undiriit auszeichnen und keine Kreuzreakti-
onen mit ahnlichen Epitopen eingehen. Zur Sichtlaimang des Antigen-Antikdrper-

Komplexes werden verschiedene Verfahren untersehiéslehe Material-Methoden Teil).

In situ Methoden wie die Immunhistochemie haben den Vodass sie an Gewebeschnitten
(Paraffin- oder Frischmaterial) durchgefihrt werdé&dnnen und somit auch eine
intratumorale Heterogenitat erfassbar wird. Vorsdma Hintergrund wird derzeit der
immunhistochemische Nachweis von EGFR als wictgigdethode zur Bestimmung des
EGFR-Expressionsstatus betrachtet.

Die Immunhistochemie birgt allerdings auch methclésSchwierigkeiten. Ein Problem liegt
in der fehlenden Standardisierung der immunhistoédehen Farbung und der Quantifizie-
rung der Ergebnisse. Fur EGFR wurde in der Vergamgié eine Vielzahl von
immunhistochemischenS;ores* postuliert. Dies ist letztendlich auch als Schiv@e@iniger
publizierter Studien einzustufen. Durch die fehkerfstandardisierung und die Intra- und
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Interobservervariabilitat bei der Bewertung des régpionsstatus sind die Ergebnisse von
Studien, die den Expressionsstatus von EGFR umieesy! nicht immer vergleichbar €D
Tos and ELIs 2005). Darluber hinaus wurden in den Studien vézdeime Antikorper ver-
wendet, wodurch zum Teil Unterschiede in den Erggsem auftreten. Ob dies mit unter-
schiedlichen Vorbehandlungsprotokollen, einer diéfieenden Gewebevorbehandlung oder
variierenden Antikorpersensitivitaten beziehungseeiAntikdrperspezifitdten zusammen-
hangt ist derzeit noch nicht hinreichend geklaergleichende Daten von Sauter et al. an ei-
ner Vielzahl von Tumoren weisen aber darauf hissddie Klarung dieser Frage in der Zu-
kunft eine sehr wichtige Rolle spielen wird. So ktendiese Arbeitsgruppe zeigen, dass bei
einzelnen Tumorarten antikbrperabhangige Expressaten von bis zu 50% Unterschied
auftraten (8UTER et al. 2003).

1.7. Problemstellung

Ziel dieser Arbeit war es zu ermitteln, ob molekp&thologische Parameter mit klinischen
Parametern korreliert sind und daher als progrosidarker fir das Barett-Karzinom ver-
wendet werden kdonnen. Dazu wurden die genauen @arkaahlen vorEGFR zusammen
mit Zentromer 7 mittels dreidimensionaler FISH-Silgmfassung sowie der Expressionsstatus
von EGFR, pEGFR, pAkt und pMAPK mittels Immunhidtemie im primar resezierten Bar-
rett-Karzinom gemessen. Anschlielend wurden diedfationen zwischen diesen moleku-
larpathologischen und klinisch-pathologischen Patam berechnet.

Folgende Fragen wurden dabei im Einzelnen untetsuch

- Wie sind EGFR-Genkopienzahlbereiche mit klinischen Parametem Aausdehnung
des Primartumors, Auftreten von Lymphknoten- undfoBernmetastasen, Resekti-
onsstatus, Grading und UICC-Stadium korreliert?

- Besteht ein Zusammenhang zwischen Ausmald der Regpression von EGFR,
pPEGFR, pAkt und pMAPK und den genannten kliniscthpbbgischen Parametern?

- Besteht nach der univariaten Analyse ein Zusammenhawischen EGFR-
Genkopienzahl sowie EGFR-, pEGFR-, pAkt- und pMAHKeteinexpression und
dem Gesamt- und/oder rezidivfreien Uberleben. Bitdee dieser Variablen nach der
multivariaten Analyse einen unabh&ngigen ParanmterAbschéatzung der Prognose
sowie dem Zeitraum bis zum Auftreten eines Rezitlivs

- Besteht eine Korrelation zwischen GenkopienzahlRradeinexpression von EGFR?

- Wie hoch ist der Anteil der Tumoren mit erhdhterFEGExpression? Kénnte EGFR
auch im Barrett-Karzinom als Antigen fir eine zezightete Antikorpertherapie die-
nen?



2. Material und Methoden 17

2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Patientenauswahl und Gewebeproben

Die Gewebeproben dieser Studie stammen von insge$ag Patienten (n = 118) mit
Adenokarzinomen des gastroosophagealen Ubergamgs Das Durchschnittsalter der Pati-
enten bei Resektion betrug 63,6 Jahre (zwischenn@®383 Jahren) wobei neun Patienten
weiblichen und 109 Patienten mannlichen Geschleshten. 47 Tumoren entsprachen dem
UICC Stadium |, 18 dem Stadium llA, 16 dem StadiliBy 28 dem Stadium Ill und acht
dem Stadium IV. Bei 65 Fallen gab es keine Lymphénmetastasen (pNOMO), bei 51 Fallen
waren diese vorhanden (pN1M1). Der mediane Bedbaghzeitraum fir das Gesamtuber-
leben betrug 33 Monate (zwischen 0,8 und 164 Manafér das rezidivireie Uberleben 31
Monate (zwischen 1,6 und 164 Monaten).

Alle Barrett-Karzinome waren mit histologisch gésder Barrett-Mukosa assoziiert und
primar, ohne adjuvante Chemo- oder Strahlentherapseziert worden. Die Operationen
wurden in der chirurgischen Klinik und Polikliniled Klinikums Rechts der Isar der Techni-
schen Universitat Minchen vorgenommen. Postopenatirden die Gewebeproben in Forma-
lin fixiert und in Paraffin eingebettet. Die klimis-pathologischen Daten der Patienten wurden
unter der Einwilligung des Ethikkomitees der Teskthen Universitat Minchen erhoben.

2.1.2. Sonden fur die Fluoreszenz situ Hybridisierung (FISH) und Antikdrper fur die
Immunhistochemie

Es wurde eine Sondenkombination verwendet, diedasitersuchende GeBGFR) und das
Zentromer des entsprechenden Chromosoms 7 (CERchweist (siehe Tabelle 3). Die
EGFR Sonde ist spezifisch fur eine 300 kb langeu8er, welche daBGFR-Gen beinhaltet.
Die Zentromersonde ¢éntromere enumeration probe’, CEP) ist spezifisch flr hochrepetitive
Sequenzen @ipha satellite DNA”), die im Zentromer des Chromosoms 7 liegen.

Tabelle 3: Sondenkombination LS| EGFR SO/CEP 7 SA[Probe

Bezeichnung der Zielsequenzen Region Fluorochrom Bezugsquelle
Sondenkombination

LSI EGFR SO/CEP 7 | EGFR-Gen 7pl2 Spectrum Orange  Vysis/Abbott

Inc., Donwners
SG DNA Probe Zentromer des ’
Chromosom 7 (CEP 7) 7pl1,1-gq11,1 Spectrum Green Grove, IL USA
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Die immunhistochemische Farbung der Proteine EGIHGFR, pAkt und pMAPK erfolgte
mit folgenden Antikorpern (siehe Tabelle 4):

Tabelle 4: Zur immunhistochemischen Farbung von EGIEGFR, pAkt und pMAPK verwendete Antikdrper

Antikorper Isotyp Verwendung/ Bezugsquelle
Konzentration

EGFR Maus Aus pharmDx™ | DAKO, Glostrup, Danemark

monoklonal | Kit Bestellnummer: K1492
phospho-EGFR (Tyr Kaninchen 1:100 Zymed Laboratories Inc., San Francisco,
1086) polyklonal CA/USA (Uber Invitrogen, Karlsruhe)
phospho-Akt (Ser473) Kaninchen | 1:250 Cell Signaling Technology, Beverly,

polyklonal MA/USA (Uber NEB, Frankfurt am Main)
phospho-p44/42 MAPK | Kaninchen 1:100 Cell Signaling Technology, Beverly,
(Thr202/Tyr204) polyklonal MA/USA (Uber NEB, Frankfurt am Main)

2.1.3. Geréte, Materialien, Software, ChemikallReagenzien und Losungen

Zur Durchfiihrung der Untersuchungen wurden in diégbeit folgende Geréte, Materialien,
Chemikalien, Reagenzien, Losungen und Software eetet (siehe Tabellen 5-7):

Tabelle 5: Gerate, Materialien und Software

Fluoreszenzmikroskop Axio Imager Z1 von Zeiss Mieraging GmbH, Géttingen,
Deutschland

Brutschrank Trockenschrank Heraeus Modell T6060

Heizplatte Stork Préazitherm Typ PZ 281

Mikrowelle Bauknecht

Objekttrager Chemmate Slides, 75Xm (7x72) Dako, blang, Deutschland

Deckglaschen Menzel Glaser

AxioVision Release 4.5 Carl Zeiss Imaging Soluti@rebH, Miinchen, Deutschland

SAS, Statistical Analysis Softwar¢  SAS Institute.]@ary, NC, USA
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Tabelle 6: Chemikalien und Reagenzien

Zitronensauremonohydrat

Merck, Darmstadt, Deutschla

Tris Base Ultrapure Pulver

USB, Cleveland, OhioAUS

Xylol Merck, Darmstadt, Deutschland

Isopropanol Merck, Darmstadt, Deutschland
Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland
Pronase E Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumcitrat

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Nonidet P 40 (NP 40)

SIGMA/ Igepal CA-360, Tauékien, , Deutschland

Fixogun?’

Marabu GmbH, Tamm, Deutschland

Vectashiel@

Mounting Medium H-1000, Vector Laboratories, tbardris,
Wertheim, Deutschland

Hoechst-Stammlésung

Molecular Probes, Eugene, Oregon/USA

REAL-Detection Systems DAB-Kit
Rabbit/Mouse

DAKO, Hamburg, Deutschland; (# K-500111)

REAL-Antibody-Diluent 250ml

DAKO, Hamburg, Deutselnld; (#S-2022)

Goat Serum Normal

DAKO, Hamburg, Deutschland; (#3010

EGFR pharmDx Kit for Manual use

DAKO, Hamburg, Dsaltland; (# K-149211)

Avidin/Biotin Blocking Kit

Vector, Uber Linaris, Wi¢heim, Deutschland; (#SP-2001)

Hamalaun Farbe-Kit nach Mayer

Roth, Karlsruhe, Behliand
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Tabelle 7: Allgemeine Lésungen

PBS, 80 mM NaHPQ, x 2H,0 + 15 mM KHPQO, + 1,35 M NaCl + 30 mM KCI
pH 7,0 Fur Gebrauch 1:10 verdinnen
Citratpuffer fur FISH | 18 ml 0,1 M Zitronensaure ( = 21,01gHgO;xH,0 in 1000 ml Aqua dest) +
pH 6,0 82 ml 0,1 M Natriumcitrat ( = 29,41gs850,,H,0 in 1000 ml Aqua dest)
ad 1000 ml
Citratpuffer 10 mM | 2,19 Zitronensauremonohydrat in 920 ml Aqua désen. Mit 2N Natronlauge auf
fur IHC pH 6,0 einstellen. Aufbewahrung im Kihlschrank
Trispuffer 0,5 M 60,5 g Tris Base Ultrapure in 700 ml Agua destefisvit 2N HCI auf pH 7,6
pH 7,6 einstellen, ad 1000 ml Aqua dest. Darin 90 g N&8éh und in Flaschen fillen.
' Aufbewahrung bei Raumtemperatur
SSC,pH 5,3 3 M NacCl + 0,3 M Na-Citrat, auf 250mit H,0 auffiillen
Pronase E 0,05 % 50 mg Pronase in 100 ml PBS
Hoechst- 7,5 ug/ml PBS

Gebrauchslésung

2.2. Methoden

2.2.1. Anfertigung der Schnitte vdmssue-Microarray (TMA) Blocken

Der Microarray bietet die Moglichkeit eine Vielzahl von Proberrsahiedener Gewebe auf
einem Objekttrager zu vereinen. Dazu werden die gbewn Paraffin eingebettet (Spender-
blécke). Aus diesen werden Zylinder ausgestanztinginen leeren Paraffinblock (Empfan-
gerblock) eingesetzt. Von dem Empfangerblock werSennitte mit Hilfe desParaffin Aid
Sectioning Systems” angefertigt. So kann ein Experiment Daten Ubkr Broben liefern, die
auf dem Array vertreten sind. Dabei kbnnen mehneralert Gewebe in einem Array organi-
siert werden, wodurch auch sichergestellt ist, ddles Proben auf einem Objekttrager die
identischen Versuchsbedingungen durchlaufepngNEN et al. 1998).

In diesem Fall wurden auf dem Objekttrager jewdisi Stanzen (je ein mm Durchmesser)
pro Fall aufgebracht. Beim Schneiden wurde ein &$¢teifen (window tape’) auf die
Anschnittseite des Blockes geklebt und zusammenemém 16um dicken Schnitt wieder
vom Block geschnitten. Klebestreifen und Schnittdem mit einem Handroller auf einen mit
Klebstoff beschichteten Objekttrager aufgerollt.cNaPolymerisierung dieses Klebstoffes
unter ultraviolettem Licht kann der Klebestreifeit dsungsmittel (JPC-Solvent”) wieder
entfernt werden. Der Schnitt haftet fest auf deme&thrager und ist bei 4°C haltbar. Hier-
durch ist gewdhrleistet, dass die Stanzen auclmbéifacher Verwendung nicht abschwim-
men und dass durch die Mikrowellenbehandlung kedtte¥al verloren geht.
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2.2.2. Fluoreszenn situ Hybridisierung (FISH) deMicroarrays

1) Entparaffinierung und Vorbehandlung der Paratfimitte

Die Entparaffinierung der TMA-Schnitte erfolgte fenvei mal 20 Minuten in Xylol und fir
funf Minuten in Isopropanol. AnschlielBend erfolgtke Rehydrierung in absteigender
Ethanolreihe (100% Ethanol, 90% Ethanol, 70% Ethgeweils funf Minuten), worauf mit
PBS bei Raumtemperatur gesptlt wurde. Nach zwanazigigem Kochen in Citratpuffer (pH
6,0) bei 350 W in der Mikrowelle wurden die Schaithit PBS gespult und anschliel3end flunf
Minuten in 0,05% Pronase E bei 37°C inkubiert. &gte die Dehydrierung in aufsteigender
Ethanolreihe (je funf Minuten 70%, 90%, 100%) benus 20°C sowie das Lufttrocknen der
Gewebeproben.

2) Denaturierung und Hybridisierung

Nach Aufbringen von 15 pul der fertigen Sondenlésand) einen Objekttrager wurde das
Deckglas (24 mm mal 24 mm) aufgelegt und mit Fixaguersiegelt. Nach Trocknen im
Dunkeln erfolgte die simultane Denaturierung dendgound des Gewebes flur acht Minuten
bei 75°C auf der Heizplatte. AnschlieRend erfolgt ldybridisierung in feuchter Kammer bei
37°C fur mindestens 16 Stunden.

Durch die Denaturierung wird die doppelstrangige®IN zwei Einzelstrange getrennt, weil
die Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den Nuosdeirebasen der hohen Temperatur
nicht standhalten konnen. Bei der Hybridisierungintanan sich zu Nutze, dass denaturierte
Einzelstrange wieder mit dem Einzelstrang, derkdimplementare Nukleinsdureabfolge hat,
renaturieren bzw. hybridisieren. Es entsteht smeuner Doppelstrang, der aus einem Einzel-
strang mit Sonden-DNS und einem Einzelstrang mitZiel-DNS besteht. Bei der Hybridi-
sierung wahlt man eine Temperatur unterhalb desn8lapunktes der Doppelhelix. Dieser
Temperatur kbnnen falsch gepaarte Sequenzen aufdGhwer schwachen Bindungskrafte
nicht standhalten, die Bindungen zwischen richégagarten Sequenzen bleiben stabil.

3) Waschen und Gegenfarben

Nach Entfernung des Fixogums wurde kurz in 2 x 88% NP40 bei RT inkubiert, wobei
sich auch das Deckglas I6ste. Anschlie3end wurdese dunspezifischen Bindungen durch
zweiminttiges Inkubieren in 2 x SSC/0,3% NP40 imsé&bad bei 73 °C ausgewaschen. Es
folgte die Kerngegenfarbung fur zwei min in HoeeB3842 Losung (7,5 pg/ml) bei RT im
Dunkeln. Nach abgedunkeltem Lufttrocknen folgteEiledeckelung in 36 pul Vectashield.

Die Durchfihrung der Fluoreszenzsitu Hybridisierung erfolgte in der Abteilung fir Analy-
tische Pathologigles Helmholzzentrums Minchen in Zusammenarbeitderitmedizinisch
technischen Assistentin Ulrike Buchholz sowie mit 2r. nat. Sandra Rauser.
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2.2.3. Mikroskopie, Versuchsaufbau und Auswertuagkluoreszenm situ Hybridisierung
von EGFR und Zentromer 7

2.2.3.1. Mikroskopie

Die Aufnahmen wurden mit dem ApoTome Imaging System Zeiss vorgenommen. Dieses
besteht aus folgenden Komponenten

1) Fluoreszenzmikroskop Axio Imager Z1:

Der Axio Imager ist ein Fluoreszenzmikroskop mitneen schnellen motorisierten
Reflektorrevolver, der bis zu zehn Filtermoduleraiimen kann. Damit kbnnen ohne Zeitver-
lust und unnotiges Ausbleichen der Gewebe Mehrkafilsdhmen gemacht werden. Aul3er-
dem ist ein praziser, von hochsensiblen Schrittrest@ngetriebener Scanningtisch montiert.
Dieser ermdglicht das punktgenaue Ansteuern voiti®osn in x-, y- und z- Richtung und
damit eine hohe Reproduzierbarkeit. Folgende Riltenden verwendet (siehe Tabelle 8):

Tabelle 8: Im Axio Imager Z1 verwendete Filter

Fluoreszenzfarbstoff Anregungsfilter Farbteiler Sperrfilter
Bandpassfilter [nm] Langpassfilter
[nm] [nm]

SGFP Green fluorescent protein) /

. : 450-490 510 520

FITC (Fluoresceinisothiocyanat)

DsRed 546 580 590

DAPI 365 395 397

2) Software AxioVision: Release 4.5

Als Software wurde Axio Vision Release 4.5 verwdndabei sind vor allem die beiden
Module ,MosaiX* und ,Mark & Find“ von Bedeutung. Mdem Modul ,MosaiX* und dem
motorisierten xyz-Tisch kann der gesamte TMA dasjikswerden. Er wird grof3flachig
abgescannt, um ein grol3es zusammengesetztes Bideugen. Dieses elektronisch erzielte
Praparatbild dient als Orientierungshilfe zur Natign auf dem Objekttrager.

Das Modul ,Mark & Find“ dient der Aufzeichnung, Spleerung und dem automatischen
Wiederfinden verschiedener Positionen auf dem Eib&groarray.

3) ApoTome Mikroskopeinschub und Kontrollbox

Im ApoTome Modus wird eine Gitterstruktur in die dfle der Leuchtfeldblende des
Auflichtstrahlengangs eingebracht. Die Gitterstamktird in der Objektebene scharf abgebil-
det - deutlich sichtbar beim Blick durch das Okuwlad im Livebild. Im zweiten Schritt sorgt
ein hochgenauer Scanning-Mechanismus fir einemidgn Versatz der Gitterstruktur in
der Praparatebene. Als nachstes werden in jedar@isition drei Bilder aufgenommen. Da-
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raufhin werden diese drei Rohbilder zu einem Ergglal verrechnet. Als Resultat bekommt
man einen prazisen optischen Schnitt durch dasaRaimdem die Information einer Schnitt-
ebene der Gewebeprobe aufgenommen wurde (sieh&Abgi4).

Abbildung 4: Darstellung des Lichtweges im im Apaoie Trifft das Anregungslicht auf die Glasplattaydv
die Gitterstruktur in den Anregungsstrahlengangdepragt" und in die Fokusebene des verwendeteek®lg
projiziert. Abbildung aus TERNETLINK_1).

Mithilfe des ApoTome Imaging Systems ist es moghenschiedene Fokusebenen eines Pra-
parates als Bilderstapel (Z-Stapel) anzulegen. Bdwdkann auch von dicken Gewebeproben
durch Verrechnung der Einzelbilder eine 3D Ansgpberiert werden.

2.2.3.2. Versuchsaufbau und Ablauf des Experiments

Zunachst erfolgte die Kalibrierung der Nullpositiam x-, y-, und z-Richtung auf dem
Scanningtisch mit Hilfe eines Kalibrierungsslideésnschlielend wurde mit dem Modul
.MosaiX" in 2,5-facher Vergrol3erung ein Mosaikbittes TMAs angefertigt, auf dem die
Stanzen des gesamten Objekttragers abgebildet waaem wurden pro Tumor 3-7 Blickfel-
der ausgesucht, in denen mit Sicherheit hauptsdchivasives Karzinom zu sehen war. Die-
se Positionen wurden in x- und y- Position in clelogischer Reihenfolge im Modul ,Mark
& Find“ gespeichert. Es folgte die Einstellung @slichtungszeiten fur die drei verwendeten
Kanale und die Bestimmung der Mitte der z-Ebeneetlezelnen Blickfelder. Hierzu wurden
im DAPI Kanal die einzelnen Positionen in 63-fach€ergrof3erung in z-Richtung
~2durchfokussiert”. Die Mitte in der z-Ebene wurde“Mark & Find* automatisch angezeigt
und manuell in die Positionsliste eingetragen. Bliokfeld wurden dadurch nicht so viele
Einzelbilder angefertigt, was Festplattenspeiclazpsparte. Zuletzt wurde die Zahl (ca. 50)
und Dicke (0,6 um) der Einzelbilder pro Positiostfelegt und das Experiment gestartet.
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Das System fuhr nun mit dem 63x/NA 1,2 Wasser-Ghjeke einzelnen Positionen in chro-
nologischer Reihenfolge an. Pro Blickfeld wurde Bilderstapel angelegt, wobei jedes Ein-
zelbild durch jeden der drei Kanéle belichtet uadads ein Gesamtbild errechnet wurde.

2.2.3.3. Auswertung, Signalinterpretation und Kolhn

Die Signalauszahlung erfolgte bildbasiert mit Hiffer AxioVision-Software, indem pro Tu-
mor 50 Zellen ausgezahlt wurden. In jeder Zelledeardie Anzahl der roten SignalEGFR)
und der grinen Signale (Zentromer 7) gezéhlt. Bessliph, indem die einzelnen Zellen in
den optischen Schichten in der AxioVision Softwdtgchgescrollt wurden. Somit war eine
genauere Zahlung als in der konventionellen 2DHAD&rstellung maglich.

Erfasst wurden nur durch die DAPI Kernfarbung maotpgisch abgrenzbare Tumorzellen,
welche mit Hilfe der 3D Auflésung als einzelne 2Zellerkennbar waren. Fur die Signaleva-
luierung wurden die von Hopman et al. etabliertenteien angewendet @GPmAN et al.
1988): (a) die ausgewerteten Zellkerne sollten sicht Giberschneiden, bzw. klar voneinan-
der abzutrennen sein, (b) die Zellen sollten natlnich Zytoplasma uberlagert sein, (c) die
Fluoreszenzsignale sollten eine weitgehend homodi@easitat haben, (d) fluoreszierende
Flecken, welche kleiner sind als die eigentliché®H-Signale, sollen nicht gewertet werden,
(e) nur FISH Signale, die voneinander getrennt,ssotlen gewertet werden und (f) Signale,
die als Paare angeordnet sind und sich berihrespdliene Signale), sollen als ein Signal
gewertet werden. Unter Berucksichtigung dieserdfien werden untersucherabhangige Ab-
weichungen als minimal angesehen. Ferner wurdenZelien gezahlt, die mindestens ein
Signal enthielten.

Die Signalinterpretation wurde nachA(8ER et al. 1993a; WALCH et al. 2001) durchgefihrt
(siehe Abbildung 5). Ein Normalbefund wird bei FI&hebnissen mit einem Verhéltnis von
Zentromer und lokusspezifischer Sonde von 1.1 wglezch< 2 Signale fir die Sonde pro
Zelle erhoben. Genkopienzahlen ve2 bis< 4 und < 4 bis< 6 wurden demlpw-copy* Be-
reich zugeordnet. Ein Gen wurde als amplifizienvgeet, wenn doppelt so viele aber min-
destens> 6 lokusspezifische Signale wie Zentromer Signalehanden waren (Ratis 2).
Um starke Amplifikation handelt es sich, wenn malsrzehn genspezifische Signale vorhan-
den sind, die sich einzeln oder als so genanntst&luarstellen (\LcH et al. 2001). Die
Signale dieser Cluster sind optisch nicht trennivett somit nicht genau evaluierbar und wur-
den deshalb in der Statistik als 20 Signale gew@ggaikawA et al. 1997).
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& = Zentromersorde

@ = Locus-spezifische Sonde

Dizsomie Poysomie Deletion

Amplifilcation Cluster-dmplifikation

Abbildung 5: Schematische Darstellung der quantgat Auswertungskriterien der Fluoreszeénzitu Hybridi-
sierung (modifiziert nach (& TER et al. 1993b))

Als interne Kontrolle der Effektivitat der Hybridegsung wurden Zellkerne von Stromazellen
(Lymphozyten und Fibrozyten), die in der Umgebumrg @umorzellen vorlagen, zum Ver-
gleich herangezogen.

Mikroskopie und Auswertung der Fluoreszenz situ Hybridisierung von EGFR und
Zentromer 7 erfolgten durch den Doktoranden Bothbet

2.2.4. LSAB-Methode der Immunhistochemie

In dieser Arbeit wurde die LSAB (Labeled Strept @w Biotin)-Methode der
Immunhistochemie angewendet. Hierbei bindet sichbaébtinylierter Briickenantikérper an
den Fc-Teil des Erstantikbrpers. Dem Fc-Teil det Biotin gekoppelten Zweitantikorpers
lagert sich Streptavidin an, an das die Peroxidas&t gebunden ist. Durch die direkte Anla-
gerung bleiben alle vier Bindungsstellen des Sanadins fir das am Briickenantikdrper vor-
handene Biotin frei. Die Peroxidase ruft durch Kersiwon des Chromogens Diaminobenzidin
(DAB) eine Braunfarbung hervor. Die Braunfarbung tiberall dort auf, wo sich der spezifi-
sche Erstantikérper an die antigene Struktur detefis gebunden hat.

2.2.4.1. Die immunhistochemische Farbung von EGFR

Die immunhistochemische Féarbung von EGFR wurdedaih EGFR pharmDx™ Kit for
Manual Use vomAKO durchgefuhrt.

2.2.4.2. Die immunhistochemische Farbung von pEGIARt und pMAPK

1) Vorbehandlung der Schnitte:
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Zur Vorbereitung wurden die Schnitte Gber Nacht@m Brutschrank bei 37°C gestellt. Es
folgte die Entparaffinierung fur je zwei mal zehnnMten in Xylol und anschliel3end fir zwei

Minuten in Isopropanol. Als nachstes wurde in agsteder Ethanolreihe (jeweils funf Minu-

ten in 96%, 70% Ethanol) rehydriert. Mit destiltean Wasser wurden zuletzt die Alkoholres-
te entfernt.

Hierauf erfolgte die Antigendemaskierung, um didarengegangene Immunreaktivitat, der
in paraffineingebetteten Gewebe teilweise wiederdmsellen. Durch die Fixierung der Ge-
webeproben in Paraffin werden Proteine in Zellem ZLeil miteinander quervernetzt. Da-
durch kdénnen einige Epitope von dem zugehdrigenkarger nicht mehr erkannt werden.
Die "Antigenitat" des Proteins wird durch den Fiyiegsprozess also geschéadigt. Die Quer-
vernetzungen (Maskierungen) kdnnen durch die Antigenaskierung zum Teil wieder rick-
gangig gemacht werden.

Zur Demaskierung der Praparate fur die immunhistogeche Farbung von pEGFR wurden
die Objekttrager fur zwei mal zehn Minuten in 10n@ratpuffer (pH 6,0) bei 900W in der
Mikrowelle gekocht. Die Demaskierung fur pAkt unMAPK erfolgte im Schnellkochtopf
fur sieben Minuten in 20mM Citratpuffer (pH 6,0)adh Abkihlen und Spulen aller Praparate
mit Trispuffer erfolgte die Blockierung der endogarPeroxidase in 3%, fur 15 Minuten
Nach erneutem Spulen mit Trispuffer wurde mit demd/Biotin-Blockierungs-Kit fur
jeweils 15 Minuten bei RT inkubiert, um endogenhandenes Biotin zu blockieren. Um un-
spezifischen Bindungen vorzubeugen, wurde das Rrigann in 5% Ziegenserum, gelost in
Antikdrperverdiinnungslosung von DAKO fiir 60 Minutesi Raumtemperatur geblockt.

2) Antigen-Antikorperreaktion

Mit der Mischung aus Primarantikorper und Antikgysrdinnungslésung von DAKO
(PEGFR 1:100, pAkt 1:250, pMAPK 1:100) wurde funeiStunde inkubiert und anschlie-
Rend mit Trispuffer gespdult.

3) Antikdrpernachweis und Farbereaktion mit REAL-KI®nvDAKO:

Mit dem biotinylierten Zweitantikdrper (Bottle Aua dem REAL-Detection-Kit wurde fiir 30
Minuten bei RT inkubiert. Nach Spulen mit Trispuffeurde die Streptavidinperoxidase
(Bottle B) aus dem REAL-Detection-Kit fir 30 Minutdoei RT aufgebracht. Auf erneutes
Spulen mit Trispuffer folgte die DAB-Farbung ausrd®eal-Kit fir sieben Minuten bei RT
und erneutes Spilen mit Trispuffer.

4) Gegenfarbung:

Die Gegenfarbung der Praparate erfolgte mit Haaimalér eine Minuten bei RT woraufhin
mit Leitungswasser gespult wurde bis das Wassemida. Danach durchliefen die Objekttra-
ger die Alkoholreihe in aufsteigender Reihenfolge wurden eingedeckelt.

Die immunhistochemische Farbung von EGFR, pEGFRst pd pMAPK erfolgte durch
Mitarbeiter der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. rer..rirgit Luber am Institut fir Allgemeine
Pathologie und pathologische Anatomie der Techeisdbniversitat Minchen.
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2.2.4.3. Auswertung der Immunhistochemie

EGFR

Die membranstandige Farbung von EGFR wurde folgenal@en ausgewertet (siehe Abbil-
dung 9):

Score 0:  keine membranstandige Farbung
Score 1+: schwache membranstandige Farbung
Score 2+: moderate membranstandige Farbung

Score 3+: starke membranstandige Farbung

PEGFR

Bei pEGFR wurde das Farbeverhalten der Zytoplasmeren und des Zytoplasmas unter-
sucht, da der verwendete Antikorper Tyr 1086 deasphorylierten/aktivierten, und damit
auch im Zytoplasma lokalisierten Rezeptor nachwgsiDoH et al. 2009; NaNNINI et al.
2011). Die membranstandige und/oder zytoplasmatisénbung wurde folgendermal3en aus-
gewertet (siehe Abbildung 10):

Score 0:  keine membranstandige und/oder zytoplkasrha Farbung
Score 1+: schwache membranstandige und/oder zgtoplssche Farbung
Score 2+: moderate membranstandige und/oder zgioplasche Farbung

Score 3+: starke membranstandige und/oder zytoplésthe Farbung

PAKT

Die Auswertung der zytoplasmatischen und/oder réukle Farbung von pAkt in neoplasti-
schen Zellen erfolgte nach einem von Freitas atabeschriebenen ScoringsysterRERFAS
et al. 2003) (siehe Abbildung 11):

Score 0:  keine zytoplasmatische und/oder nuklearkbung
Score 1+: schwache zytoplasmatische und/oder mekkgirbung
Score 2+: moderate zytoplasmatische und/oder niekfegrbung
Score 3+: starke zytoplasmatische und/oder nukledrbung

Zum Zwecke der statistischen Analyse wurden FalteSaore 0 und 1+ als pAkt-negativ und
Falle mit Score 2+ und 3+ als pAkt-positiv zusamgefasst.
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PMAPK

Die zytoplasmatische und/oder nukleare FarbungpAPK in neoplastischen Zellen wurde
folgendermal3en ausgewertet (siehe Abbildung 12):

Score 0:  keine zytoplasmatische und/oder nuklearkbung
Score 1+: schwache zytoplasmatische und/oder mekkgirbung
Score 2+: moderate zytoplasmatische und/oder niekfegrbung
Score 3+: starke zytoplasmatische und/oder nukEdreung

Zum Zwecke der statistischen Analyse wurden FalteStore 0 und 1+ als pMAPK-negativ
und Falle mit Score 2+ und 3+ als pMAPK-positivamsnengefasst.

Allgemein wurde bei heterogenen Farbebildern diestdnksten ausgepragte Tumorkompo-
nente als Grundlage fur die Klassifikation verwendds positiv-Kontrollen dienten fur alle
vier Antikorper histologische Schnitte eines primggezierten Magenkarzinoms. Als negativ-
Kontrollen dienten Schnitte des Barrett-Karzinomigktivs, welchen kein Antikérper zuge-
fugt worden war.

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbunglgtd durch den Doktoranden Botho
Hilber nach ausfiihrlicher Einarbeitung durch Pif. med. Axel Walch, Leiter der Abtei-
lung fur Analytische Pathologie des HelmholtzzemsuMinchen

2.2.5. Statistik

Die Korrelationen zwischen den Variablen wurde Hilfe des Spearmanschen Rangkorrela-
tionskoeffizienten ermittelt. Der zugehérige p-Wentscheidet, ob die errechnete Korrelation
statistisch signifikant ist. Bei einem p < 0,05dst¢s der Fall.

Der Einfluss der molekularpathologischen Parametel klinisch-pathologischen Parameter
auf Uberlebensdaten wurde mit Hilfe der Kaplan-Mé&leerlebensanalyse ermittelt. Die Er-
gebnisse wurden mit Hilfe des Log-Rank-Tests maeder verglichen. Ein statistisch signifi-
kanter Unterschied bestand bei p < 0,05.

Der Einfluss der klinisch-pathologischen Paramatérdas Gesamt- bzw. rezidivfreie Uber-
leben wurde mithilfe des univariaten Cox-Regressioodells berechnet. Auch die multiva-
riaten Analysen wurden mit dem Cox-Regressions-Mdgechnet. Dabei wurden die signi-
fikanten Variablen der univariaten Analyse in dasdéll eingeschlossen, wobei die Variab-
len berlcksichtigt wurden, die einen p Wert v00,10 haben. Sowohl bei uni- als auch bei
multivariater Analyse wurden p- Werte von < 0,08 sthtistisch signifikant gewertet.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels SP$%&cldl den Doktoranden Botho Hilber in
Kooperation mit den Mathematikern Frau Uta Juttikiggarbeiterin des Instituts fur Bioma-
thematik und Biometrie des Helmholtzzentrums Mumnckewie Herbert Braselmann, Mitar-
beiter der Abteilung fur Strahlenzytogenetik desnieltzzentrums Munchen.
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3. Ergebnisse

3.1. Bestimmung der Genkopienzahlen MBBFR und Zentromer 7 durch
dreidimensionale Fluoreszenesitu Hybridisierung im Barrtt-Karzinom

3.1.1. Haufigkeitsverteilung deEGFR-Genkopienzahlen (< 2,5 bis 6) in der TNM-
Klassifikation

Am haufigsten, namlich in 47,5% der Falle, weisemm®ren durchschnittlick 2,5 - < 4,0
EGFR-Genkopien von pro Zelle auf, was auch in den Katieg pT1 (58,7%), pT2 (44,0%),
pNO (50,8%), pN1 (43,6%) und MO (50,0%) der Fall Am zweithaufigsten sind Tumoren
mit > 4,0 - < 6,0 Genkopien (30,5%). Auffallend ist, slas der Kategorie pT3, also bei fort-
geschrittener Ausdehnung des Primartumors, am dsiafi (42,6%) 4,0 - < 6,0EGFR-
Genkopien vorkommen, und dass die mit Abstand eristumoren (62,5%), die schon fern-
metastasiert haben (Klasse M1) die erhdhte Genkpaid von> 4,0 - < 6,0 EGFR-
Genkopien aufweisen. Insgesamt weisen nur wenigeofen> 6,0 Genkopien (7,6%) (siehe
Abbildung 6) odek 2,5 Genkopien (14,4%) pro Zelle auf (siehe Tab@)le

Tabelle 9: Ergebnisse der Fluoreszémzitu Hybridisierung vorEGFR an 16um dicken Gewebeschnitten mit
dreidimensionaler Signalerfassung und einzelbilaisees Auswertung. Darstellung der Resultate i Geup-
pen (< 2,52> 2,5 bis < 4,02 4,0 bis < 6,02 6,0) und deren Verteilung in der TNM-Klassifikatio

Durchschnittliche EGFR-Genkopienzahl

Genkopienzahl <25 >25-<4,0 >4,0-<6,0 >6,0 total

Anzahl der Patienter 17 56 36 9 11¢

(%) (14,4%) (47,5%) (30,5%) (7,6%)

Ausdehnung des Primartumors

pT1l 6 27 9 4 46
(13,0%) (58,7%) (19,6%) (8,7%)

pT2 6 11 7 1 25
(24,0%) (44,0%) (28,0%) (4,0%)

pT3 5 18 20 4 47
(10,6%) (38,3%) (42,6%) (8,5%)

Lymphknotenmetastasen

pNO 9 32 16 6 63
(14,3%) (50,8%) (25,4%) (9,5%)

pN1 8 24 20 3 55
(14,5% (43,6%) (36,4% (5,5%

Fernmetastasen

MO 16 55 31 8 110
(14,5%) (50,0%) (28,2%) (7,3%)

M1 1 1 5 1 8
(12,5%) (12,5%) (62,5%) (12,5%)
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Abbildung 6: Dreidimensionale Projektion eines m#&opisch generierten Bilderstapels von einem Blick

des Falles # 395. Es zeigt sich eine Polysomiedimchschnittlich 9,24&GFR-(rot)- und 7,06 Zentromer 7-
(grain)-Signalen pro Zelle. Die im Barrett-Karzindvéufig vorkommende Anordnung der Tumorzellen indem

Drisenform ist gut zu erkennen.

3.1.2. Haufigkeitsverteilung der Zentromer 7-Genkopahlen (< 2,5 big 6) in der TNM-
Klassifikation

Am haufigsten, namlich in 51,3% der Falle, weis@& Bumoren durchschnittlick 2,5 - <
4,0 Zentromer 7-Genkopien pro Zelle auf, was aurcldaen Kategorien pT1l (52,2%), pT2
(64,0%), pT3 (43,5%) sowie pNO (50,8%), pN1 (51,986 MO (54,1%) der Fall ist. Einzig
die Tumoren, die schon fernmetastasiert haben (Mabpen am héaufigsten 4,0 - < 6,0
Zentromer 7- Genkopien pro Zelle (62,5%). Auffallsg aul3erdem, dass in pT3 im Vergleich
zu den anderen Kategorien der TNM-Klassifikation hmd=alle (8,7%) mit erhohter
Genkopienzahl zu finden sind (siehe Tabelle 10).
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Tabelle 10: Ergebnisse der Fluoreszamgtu Hybridisierung von Zentromer 7 an Lfh dicken Gewebeschnit-
ten bei dreidimensionaler Signalerfassung und #ildbasierter Auswertung. Darstellung der Resaliatvier
Gruppen (< 2,5z 2,5 bis < 4,02 4,0 bis < 6,02 6,0) und deren Verteilung in der TNM-Klassifikatio

Durchschnittliche Zentromer 7-Genkopienzahl

Genkopienzahl <25 >25-<40 =>4,0-<6,0 >6,0 total

Anzahl der Patienten 21 60 31 5 117

(%) (17,9% (51,3%) (26,5% (4,3%

Ausdehnung des Primartumors

pT1 8 24 13 1 46
(17,4%) (52,2%) (28,3%) (2,2%)

pT2 5 16 4 0 25
(20,0%) (64,0%) (16,0%) (0,0%)

pT3 8 20 14 4 46
(17,4% (43,5%) (30,4%, (8,7%)

Lymphknotenmetastasen

pNO 11 32 18 2 63
(17,5%) (50,8%) (28,6%) (3,2%)

pN1 10 28 13 3 54
(18,5%) (51,9%) (24,1%) (5,6%)

Fernmetastasen

MO 19 59 26 5 10¢
(17,4%) (54,1%) (23,9%) (4,6%)

M1 2 1 5 0 8
(25,0%) (12,5%) (62,5%) (0,0%)

3.1.3. Haufigkeitsverteilung der Ratio aH&FR- und Zentromer 7-Genkopienzahl in der
TNM-Klassifikation

Die Ratio entspricht dem Quotient aus der Anzahl BEFR- und der Zentromer 7-
Genkopienzahlen. Ist diese gleich eins entspricht die Anzahl der Genkopien. Ist sie gro-
Ber eins, liegen melGFR- als Zentromer 7-Genkopien vor, ist sie kleing@isdiegen weni-
ger EGFR- als Zentromer 7-Genkopien vor. Aus der Ratio gebiit hervor, ob es sich um
einen diploiden oder polyploiden Chromosomensatmél. So gibt es Falle in denen pro
Zelle zum Beispiel jeweils fUrEGFR- und Zentromer 7-Genkopien vorliegen und vieldg=al
in denen zwei Signale beider Genloki zu finden gsidhe Abbildung 7). Die Ratio macht
eine Aussage dartber, ob ein Ungleichgewicht zweisatben Genkopienzahlen vorliegt, ob
mehr EGFR-Signale als Zentromer 7-Signale vorliegen oder ekefrt. Sie gibt allerdings
keine Auskunft Gber die genaue Signalzahl. EinaoRabn > 2,0 wurde als Amplifikation
gewertet.

In diesem Patientenkollektiv liegen die meisterid=aei einer Ratio von < 1,1 (77,8%). Auch
in der gesamten TNM-Klassifikation haben die meisteimoren diese Ratio. Nur in pT3
zeigen sich groRere Genkopienzahl-UnregelmalRigkekiger haben im Vergleich zu den
anderen Kategorien der TNM-Klassifikation prozehtoeehr Félle eine Ratio vor 1,1
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(19,6% mit Ratio> 1,1 - < 1,5, 8,7% mit Rati® 1,5 - < 2,0und 4,3% mit Ratie 2,0) (siehe
Tabelle 11). Eine Clusteramplifikation mit >>HGFR-Genkopien pro Zellkern kommt im

gesamten Kollektiv nur einmal vor (siehe Abbildué und B).

Tabelle 11: Ergebnisse der Ratio &6FR-/Zentromer 7-Genkopienzahl in vier Gruppen (<4 /1,1 bis < 1,5,
> 1,5 bis < 2,0> 2,0) und deren Verteilung in der TNM-KlassifikaticEine Ratio> 2,0 wurden als Amplifika-

tion gewertet.

Durchschnittliche Ratio ausEGFR und Zentromer 7

Ratio <11 >11-<15 >15-<20 >2,0 total

Zahl der Patienten 91 17 6 3 117

(%) (77,8%) (14,5% (5,1% (2,6%

Ausdehnung des Primartumors

pT1 38 7 0 1 46
(82,6%) (15,2% (0,0% (2,2%

pT2 22 1 2 0 25
(88,0%) (4,0%) (8,0%) (0,0%)

pT3 31 9 4 2 46
(67,4%) (19,6%) (8,7%) (4,3%)

Lymphknotenmetastasen

pNO 51 9 2 1 63
(81,0%) (14,3%) (3,2%) (1,6%)

pN1 4C 8 4 2 54
(74,1%) (14,8%) (7,4%) (3,7%)

Fernmetastasen

MO 86 15 6 2 10¢
(78,9%) (13,8%) (5,5%) (1,8%)

M1 5 2 0 1 8
(62,5%) (25,0%) (0,0%) (12,5%)
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Abbildung 7: Dreidimensionale Projektion eines ro#kopisch generierten Bilderstapels von einem Blick

des Falles # 415. Es zeigt sich eine Disomie mithischnittlich zweilEGFR-(rot)- und zwei Zentromer 7-
(griin)-Signalen pro Zelle (Ratio = 1).

Abbildung 8 A: Dreidimensionale Projektion eineskmiskopisch generierten Bilderstapels von einernkiid

des Falles # 376. Es zeigt sich die in diesem Kbtllenur einmal vorkommende Clusteramplifikationtmi>10
EGFR-(rot)-Signalen pro Zelle. Die Zentromer 7-Signalad zur besseren Darstellbarkeit ausgeblendet. Die
optisch nicht trennbareBGFR-Signale bilden Cluster und wurden in der Auswegtais 20 Signale pro Zelle
gewertet. In der Abbildung ist erkennbar, dassggsamte Gewebeschnitt mit einer Dicke von 16 passtfist.
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Abbildung 8 B: Dreidimensionale Projektion einekraskopisch generierten Bilderstapels von einerokiéid
des Falles # 376. Es zeigt sich die in diesem Ktllenur einmal vorkommende Clusteramplifikationtm>10
EGFR-(rot)-Signalen pro Zelle. Die Zentromer 7-Signsiled zur besseren Darstellbarkeit ausgeblendet. Die
optisch nicht trennbardBGFR-Signale bilden Cluster und wurden in der Auswegtals 20 Signale pro Zelle
gewertet. Abbildung 8B zeigt dasselbe Blickfeld Wigbildung 8A aber aus der Sicht von vorne oben.

3.2. Haufigkeitsverteilung des Expressionsstatus #GFR, pEGFR, pAkt
und pMAPK in der TNM-Klassifikation

3.2.1. Haufigkeitsverteilung des ExpressionsstatusEGFR in der TNM-Klassifikation

Die Proteinexpression von EGFR wurde per Immunbistmie (IHC) bei 111 Fallen gemes-

sen und ausgewertet. Dabei wurde jedem Tumor eprelSgionsscore zugeordnet (Score 0,
1+, 2+, 3+) (siehe Abbildung 9). Die meisten Tunmobaben einen IHC-Score 0 (80,2%).

Auch in allen Kategorien der TNM-Klassifikation rebdie meisten Tumoren den IHC-Score
0. Allerdings ist auffallig, dass in pT3 jeweils18 der Falle einen mit IHC-Score von 2+ und
3+ haben, und dass 21,3% der Félle den IHC-Scarel¥aaufweisen. Von den Tumoren mit

Lympknotenmetastasierung haben 5,5% den IHC-Samé&y und 3+ und 25% der Tumoren

mit Fernmetastasen haben den IHC-Score 3+ (siehell€a?2).
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Tabelle 12: Ergebnisse der immunhistochemischehur@y von EGFR (aufgeteilt in Expressionsscores+), 1
2+, 3+) und deren Verteilung in der TNM-Klassifilat

Durchschnittlicher Proteinexpressions-Score von EGR

Score 0 1+ 2+ 3+ total

Ausdehnung des Primartumors

Lymphknotenmetastasen

Fernmetastasen
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Abbildung 9: vier exemplarische Blickfelder fiir ERfExpressionsscores 0, 1+, 2+, 3+. Die Aufnahmen wu
den mit einem Durchlichtmikroskop bei 63-facher ¢éf3erung angefertigt.

3.2.2. Haufigkeitsverteilung des ExpressionsstatuspEGFR in der TNM-Klassifikation

Die Auswertung erfolgte an insgesamt 98 Fallerfabt allen Kategorien der TNM Klassifi-
kation haben die meisten Tumoren einen Expressionss/on 0. Nur in pT1(46,9%) und
pNO (53,3%)entspricht die grof3te Gruppe Score 1+ (siehe Tali€llund Abbildung 10).
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Tabelle 13: Ergebnisse der immunhistochemischehur@yr von pEGFR (aufgeteilt in Expressionsscoreb+),
2+, 3+) und deren Korrelation zu den Parameterrp@&iM-Klassifikation

Durchschnittlicher Proteinexpressions-Score von pEER

Score 0 1+ 2+ 3+ total

Ausdehnung des Primartumors

Lymphknotenmetastasen

Fernmetastasen
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Abbildung 10: vier exemplarische Blickfelder furedpEGFR-Expressionsscores von 0, 1+, 2+, 3+. Die Au
nahmen wurden mit einem Durchlichtmikroskop beif&&ier VergroRerung angefertigt.

3.2.3. Haufigkeitsverteilung des ExpressionsstatuspAkt in der TNM-Klassifikation

Bei den insgesamt 102 ausgewerteten Barrett-Karmmofallt auf, dass die Tumoren im
Vergleich zu EGFR und pEGFR mehr pAkt exprimier®a.haben 45,1% der Tumoren einen
IHC-Score von 2+ und 9,8% einen Score von 3+. Ifh paben 63,6% einen IHC-Score von
2+. 50,2% aus pT2 und 19 aus 42,2% aus pT3 wurdereSl+ zugeordnet. Tumore, die
noch keine Lymphknotenmetastasen abgesetzt hdtwmen in der Mehrzahl der Falle
(53,1%) einen Score von 2+ und sowohl die Félle atst auch ohne Fernmetastasen haben in
der Mehrzahl der Falle einen Score von 2+ (MO 43,880 62,5%) (Siehe Tabelle 14 und
Abbildung 11).
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Tabelle 14: Ergebnisse der immunhistochemischehur@ von pAkt (aufgeteilt in vier Scores: 0, 1+, 3+#)
und deren Korrelation zu den Parametern der pTN&s&ifikation.

Durchschnittlicher Proteinexpressions-Score von pAk

Score 0 1+ 2+ 3+ total

Anzahl der Patienten 8 38 46 10 102

(%) (7,8%) (37,3%) (45,1%) (9,8%)

Ausdehnung des Primartumors

pT1l 2 7 21 3 33
(6,1%) (21,2%) (63,6%) (9,1%)

pT2 1 12 9 2 24
(4,2%) (50,0%) (37,5%) (8,3%)

pT3 5 19 16 5 45
(11,1%) (42,2%) (35,6%) (11,1%)

Lymphknotenmetastasen

pNO 4 14 26 5 49
(8,2%) (28,6%) (53,1%) (10,2%)

pN1 4 24 20 5 53
(7,5%) (45,3%) (37,7%) (9,4%)

Fernmetastasen

MO 8 35 41 10 94
(8,5%) (37,2%) (43,6%) (10,6%)

M1 0 3 5 0 8
(0,0%) (37,5%) (62,5%) (0,0%)

Abbildung 11: Beispiele fur ein pAkt-negatives (8@ und 1+) und ein pAkt-positives (Score 2+ undl Bar-
rett-Karzinom (entsprechend der Darstellung in #@aplan-Maier-Kurven siehe Abbildung 18 und 19). Die
Aufnahmen wurden mit einem Durchlichtmikroskop B+facher VergréRerung angefertigt.
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3.2.4. Haufigkeitsverteilung des ExpressionsstatuspMAPK in der TNM-Klassifikation

In den insgesamt 100 ausgewerteten Fallen wirgpBiAPK-Expression in allen Kategorien
der pTNM-Klassifikation am h&aufigsten Score 1+ zaugmet (siehe Tabelle 15 und Abbil-
dung 12).

Tabelle 15: Ergebnisse der immunhistochemischeburé@y von pMAPK (aufgeteilt in Expressionsscored-g,
2+, 3+) in Korrelation zu den Parametern der pTNMssifikation.

Durchschnittlicher Proteinexpressions-Score von pMRK

Score 0 1+ 2+ 3+ total

Anzahl der Patien- 31 46 18 5 100

(%) (31,0%) (46,0%) (18,0%) (5,0%)

Ausdehnung des Primartumors

pT1l 10 12 10 1 33
(30,3%) (36,4%) (30,3%) (3,0%)

pT2 6 11 3 2 22
(27,3%) (50,0%) (13,6%) (9,1%)

pT3 15 23 5 2 45
(33,3%) (51,1%) (11,1%) (4,4%)

Lymphknotenmetastasen

pNO 14 22 10 2 48
(29,2%) (45,8%) (20,8%) (4,2%)

pN1 17 24 8 3 52
(32,7%) (46,2%) (15,4%) (5,8%)

Fernmetastasen

MO 30 40 17 5 92
(32,6%) (43,5%) (18,5%) (5,4%)

M1 1 6 1 0 8
(12,5%) (75,0%) (12,5%) (0,0%)
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Abbildung 12: Beispiele fur ein pMAPK-positives ueih pMAPK-negatives Barrett-Karzinom. Die Aufnah-
men wurden mit einem Durchlichtmikroskop in 63-facNergréRerung angefertigt.
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3.3. Korrelationen zwischen molekularpathologischeand  klinisch-
pathologischen Parametern

3.3.1. Korrelationen vorEGFR- und Zentromer 7-Genkopienzahlen sowie der Raéip d
beiden mit klinisch-pathologischen Parametern

Es zeigt sich eine signifikante Korrelation zwischaer EGFR-Genkopienzahl und der Aus-
dehnung des Primartumors (p = 0,0193), dem Aufireten Fernmetastasen (p = 0,0058) und
dem Resektionsstatus (p = 0,0177) (siehe Tabe)leJdémehEGFR-Genkopienzahlen dem-
nach durchschnittlich pro Tumorzelle zu finden sidesto weiter war das Karzinom in seiner
Ausdehnung vorangeschritten, hatte mit erh6hterréédieinlichkeit fernmetastasiert und war
haufiger nicht RO reseziert worden. Kein Zusammaghdesteht zwischerEGFR-
Genkopienzahlen und dem Auftreten von Lymphknotdastasen, dem Differenzierungs-
grad des Tumors (Grading) und der UICC Klassifikati

Zwischen der Anzahl der Zentromer 7-Genkopienzabtehklinisch-pathologischen Parame-
tern besteht keine Korrelation (siehe Tabelle 16).

Eine signifikante Korrelation besteht zwischen datio ausEGFR- und Zentromer 7-
Genkopienzahlen und dem Auftreten von Fernmetastgse= 0,0014) sowie dem Resekti-
onsstatus (p = 0,0211). Patienten, deren PrimamemeineEGFR/Zentromer 7-Ratio von
>1,1 aufweisen, hatten demnach mit grof3erer Wabnslthkeit schon Fernmetastasen abge-
setzt und waren mit gré3erer WahrscheinlichkeibtinRO reseziert worden (siehe Tabelle 16).
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Tabelle 16: Korrelationen zwischen GenkopienzaklemEGFR und Zentromer 7 und deren Ratio mit klinisch-
pathologischen Parametern

CC = Korrelationskoeffizient EGFR Zentromer 7 Ratio

p = p-Wert EGFR/Zentromer 7

Ausdehnung des Primartumors

pT CC 0,21516 0,12041 0,15001
p 0,0193 0,1959 0,1064

Lymphknotenmetastasen

pN CC 0,10381 -0,00496 0,12429
p 0,2633 0,9577 0,1818

Fernmetastasen

M CC 0,23247 0,01161 0,29254
p 0,0058 0,9011 0,0014

Resektionsstatus

R CC 0,21893 0,03001 0,21393
p 0,0177 0,7491 0,0211

Grading

G CC -0,02537 0,02154 -0,04355
p 0,7860 0,8184 0,6425

UICC Stadium

uicc CC 0,1799 0,03847 0,17981
p 0,0512 0,6805 0,0524

3.3.2. Korrelationen zwischen der Proteinexpressmm EGFR, pEGFR, pMAPK und pAkt
und klinisch-pathologischen Parametern

Eine signifikante positive Korrelation ergibt sizivischen der EGFR-Proteinexpression und
der Ausdehnung des Priméartumors (p = 0,0009), deftréten von Lymphknotenmetastasen
(p = 0,0318), dem Auftreten von Fernmetastasen (§0858), dem Resektionsstatus (p <
0,0001) und dem UICC-Stadium (p = 0,0055). Einzigdem Grad der Differenzierung des

Gewebes besteht keine Korrelation (p=0,2372) (sietielle 17).

Weder die Proteinexpression von pEGFR, noch vont gakfgeteilt in Score 0, 1+, 2+, 3+)
oder pMAPK korreliert mit einem der klinisch-patbglschen Parameter.
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Tabelle 17: Korrelation zwischen EGFR-, pEGFR-, pAknd pMAPK-Proteinexpression und klinisch-
pathologischen Parametern

CC = Korrelationskoeffizient EGFR pEGFR pAkt PMAPK

p = p-Wert

Ausdehnung des Primartumors

pT cC 0,31142 -0,17349 -0,15883 -0,10518
P 0,0009 0,0876 0,112 0,2976

Lymphknotenmetastasen

pN CC 0,20492 -0,18499 -0,10496 -0,03472
p 0,0318 0,0682 0,2938 0,7316

Fernmetastasen

M CcC 0,26135 0,05227 0,02126 0,01066
P 0,0058 0,6093 0,832 0,9162

Resektionsstatus

R CC 0,44896 -0,04492 0,0715 0,01079
p < 0,0001 0,6622 0,4774 0,9156

Grading

G CcC 0,11415 0,04977 -0,00323 0,11473
P 0,2372 0,6283 0,9744 0,2582

uiccC

Stadium

uicc CcC 0,26299 -0,15881 -0,09577 -0,0386
Y 0,0055 0,1183 0,3383 0,703

3.3.3. Korrelationen von pAkt-Proteinexpressionen twei Gruppen mit Kklinisch-
pathologischen Parametern

Als Berechnungsgrundlage dienten hier die Expressimores von pAkt in zwei Gruppen.
pAkt negativ (Gruppe 1) entspricht den IHC-Scores @ und 1+ und pAkt positiv (Gruppe
2) entspricht den IHC-Scores 2+ und 3+. Bei di€Seteilung ergibt sich eine negative Kor-
relation zwischen pAkt-Expression und der Ausdelgndes Primartumors (p = 0,0277) (sie-
he Tabelle 18). Ein Tumor mit geringer Tumorausdeignexprimiert demnach mehr pAkt,
als einer, der in seiner Ausdehnung schon weirtgdschritten ist.
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Tabelle 18: Korrelation von pAkt-Proteinexpressianzwei Gruppen (Gruppe 1: Score 0 und 1+; Gruppe 2
Score 2+ und 3+) mit klinisch-pathologischen Paranme

CC = Korrelationskoeffizient pAkt-IHC

p = p-Wert

Ausdehnung des Primartumors Resektionsstatus

pT CcC -0,21801 R CC 0,02862
p 0,0277 p 0,7763

Lymphknotenmetastasen Grading

pN CcC -0,16161 G CcC -0,05755
p 0,1046 p 0,5676

Fernmetastasen UICC Stadium

M CcC 0,04455 uicC CC -0,14115
p 0,6566 p 0,1571

3.3.4. Korrelationen der klinisch-pathologischemaRgeter untereinander

Es liegt eine Korrelation der einzelnen klinisclimdogischen Parameter untereinander vor.
Einzig der Grad der Tumordifferenzierung (G) undtfaten von Fernmetastasen (M) korre-
lieren nicht miteinander (p = 0,2479) (siehe TabéB).
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Tabelle 19: Korrelation der klinisch-pathologischeerameter untereinander.
CC = Korrelationskoeffizient
pT pN M R G uicC
p = p-Wert
Ausdehnung des Primartumors
pT CC 0,62719 0,22616 0,48540 0,34295 0,72040
p : <0,0001 0,0051 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Lymphknotenmetastasen
pN CcC 0,62719 0,27872 0,35335 0,32020 0,92165
p < 0,0001 : 0,0005 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Fernmetastasen
M CC 0,22616  0,27872 0,34740 0,09492 0,51961
p 0,0051 0,0005 : <0,0001 0,2479 <0,0001
Resektionsstatus
R CcC 0,48540 0,35335 0,34740 0,22247  0,42906
p <0,0001 <0,0001 <0,0001 : 0,0064 < 0,0001
Grading
G CC 0,34295 0,32020 0,09492 0,22247 0,33621
p <0,0001 <0,0001 0,2479 0,0064 : < 0,0001
UICC Stadium
uiccC CcC 0,72040 0,92165 0,51961 0,42906 0,33621
p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 _

3.3.5. Korrelationen der Paramet&GFR-Genkopienzahl, Zentromer 7-Genkopienzahl,

EGFR-, pPEGFR-, pAkt- und pMAPK-Proteinexpressiotenginander

Die Genkopienzahlen voBGFR korrelieren mit den Zahlen von Zentromer 7 (p €001),
der Ratio au&€GFR und Zentromer 7 (p < 0,0001) sowie dem Expressianss von EGFR
(p < 0,0001). Die Ratio ausGFR und Zentromer 7 korreliert mit der Expression HBFR
(p < 0,0001) und pEGFR (p = 0,0450) (siehe Talidle

Zwischen der Expression von EGFR und der Express@machgeschalteten Proteine liegt
einzig eine negative Korrelation zu pAkt vor (p A@8). Allerdings besteht ein Zusammen-
hang zwischen pEGFR und pAkt (p = 0,0013) sowie fMAp < 0,0001). Auch die Expres-

sionen von pAkt und pMAPK (p < 0,0001) korrelieraiteinander (siehe Tabelle 20).
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Tabelle 20: Korrelation der molekularpathologisclamameter untereinander
Ec?ef?i;g;:e'at'ons' CEP 7- EEEF;/ pAkt-  pMAPK- pEGFR- EGFR- EGFR-
FISH IHC IHC IHC IHC FISH

p = p-Wert FISH
CEP 7-FISH cC -0,17886 0,05712 0,06429 -0,11675 0,08254 0,45483

p 0,0537 0,5705 0,5272 0,2548 0,3958 < 0,0001
EGFR/CEP 7- CC | -0,17886 -0,08876 -0,02674 0,20403 0,42313 0,78303
FISH p 0,0537 0,3774 0,7928 0,0450 <0,0001 <0,0001
pAkt-IHC CC | 0,05712 -0,08876 0,46018 0,32244 -0,20211  -0,02883

p 0,5705 0,3774 <0,0001 0,0013 0,0448n.K. 0,7736
pPMAPK-IHC CC | 0,06429 -0,02674 0,46018 0,41997 -0,01406  0,0233y

p 0,5272 0,7928 < 0,0001 <0,0001 0,8907 0,8175
pEGFR-IHC  CC |-0,11675 0,20403 0,32244 0,41997 0,07992 0,13319

p 0,2548  0,0450 0,0013 < 0,0001 0,4389 0,1911
EGFR-IHC CC | 0,08254 0,42313 -0,20211 -0,01406  0,07992 0,46428

p 0,3958 <0,0001 0,0448n.K 0,8907 0,4389 < 0,0001
EGFR-FISH CC | 0,45483 0,78303 -0,02883 0,02337 0,13319 0,46428

p | <0,0001 <0,0001 0,7736 0,8175 0,1911 <0,0001

n.K. = negative Korrelation

3.4. Uni- und multivariate Analyse bezuglich desflisses von klinisch- und
molekular-pathologischen Parametern auf das Ubenleler Patienten

3.4.1. Einfluss auf das Gesamtiiberleben der Patient

Gemal der univariaten Analyse korrelieren die Abedag des Primartumors (p < 0,0001),
das Auftreten von Lymphknotenmetastasen (p < 0,)0afds Auftreten von Fernmetastasen
(p = 0,0016), der Resektionsstatus (p < 0,000B),WWCC-Klassifikation (p < 0,0001), die
pAkt-Proteinexpression (p = 0,0329) sowie die EGQFRteinexpression (p < 0,0001) mit
dem Gesamtuberleben der Patienten. Gemal der aridten Analyse sind neben der UICC-
Klassifikation (p < 0,0001) auch EGFR-Proteinexpras (p < 0,0001) undEGFR-
Genkopienzahlen (p = 0,0180) unabhangige VariablenAbschatzung des Gesamtuberle-
bens (siehe Tabelle 21).

3.4.2. Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben Blatienten

Gemald der univariaten Analyse korrelieren die Abedag des Primartumors (p <0,0001),
das Auftreten von Lymphknotenmetastasen (p < 0,)0Qfds Auftreten von Fernmetastasen
(p < 0,0008), der Resektionsstatus (p < 0,000B),WWCC-Klassifikation (p < 0,0001), die
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pAkt-Proteinexpression (p = 0,0274) sowie die EGHRBRteinexpression (p < 0,0001) mit
dem rezidivfreiem Uberleben der Patienten. GemaRddtivariaten Analyse ist neben der
UICC-Klassifikation (p < 0,0001) auch die EGFR-Rinexpression (p = 0,002) eine unab-
hangige Variable zur Abschatzung des rezidivirditberlebens der Patienten. DESFR-
Genkopienzahl zeigt grenzwertige Signifikanz bemiglder Dienlichkeit als unabhéngige
Variable zur Abschatzung des rezidivfreien Ubentebép = 0,06) (siehe Tabelle 21). Die
identischen klinisch-pathologischen Parameter lleisgen demnach sowohl das Gesamt-, als
auch das rezidivfreie Uberleben der Patienten.

Tabelle 21: Einfluss von klinisch-pathologischenradPaetern der TNM-Klassifikation, Genkopienzahl von
EGFR und Zentromer 7 sowie des Expressionsstatus vdfREGEGFR, pMAPK und pAkt auf das Uberleben
der Patienten

Univariate Analyse
Rezidivfreies Uberleben Gesamtuberleben
Variable p-Wert HR 95% CI p-Wert HR 95% ClI
pT <0,0001 2,0 1,5-2,7 <0,0001 21 1,5-2,8
pN <0,0001 3,5 2,1-5,9 <0,0001 3,6 2,1-6,0
M <0,0008 4,1 1,8-9,2 0,0016 3,7 1,6-8,2
G 0,0762 1,5 1,0-2,4 0,0834 1,5 0,9-2,4
R <0,0001 3,8 2,2-6,6 <0,0001 4,2 2,4-7,2
uicC <0,0001 2,0 1,5-2,5 <0,0001 1,9 1,5-2,5
EGFR-FISH 0,5156 1,0 0,9-1,2 0,7792 1,0 0,9-1,2
CEP 7 0,6019 0,9 0,8-1,2 0,3499 0,9 0,7-1,1
EGFR/CEP 7 0,1976 1,2 0,9-1,5 0,2486 11 0,9-14
pAkt-IHC 0,0274 0,6 0,3-0,9 0,0329 0,6 0,3-1,0
pPMAPK-IHC 0,4673 0,8 0,4-1,5 0,2120 0,6 0,3-1,3
pPEGFR-IHC 0,9303 1,0 0,5-1,9 0,9474 1,0 0,5-2,0
EGFR-IHC <0,0001 2,3 1,6-3,2 <0,0001 2,1 1,5-3,0
Multivariate Analyse
Variable p-Wert HR 95% ClI p-Wert HR 95% Cl
uicC <0,0001 1,9 1,5-2,5 <0,0001 2,0 1,5-2,6
EGFR-IHC 0,002 1,8 1,3-2,6 <0,0001 2,4 1,6-3,6
EGFR-FISH 0,06 0,9 0,8-1,0 0,0180 0,9 0,8-1,0

3.5. Einfluss von EGFR-Genkopienzahl, EGFR-, pAkt- sowie pEGFR-
Proteinexpression auf das Uberleben der PatieKt@sian Meier-Analyse

Mit Kaplan Meier-Uberlebensanalysen wurden die Aus&nhinge zwischefEGFR-,
Zentromer 7 Genkopienzahl, EGFR-, pAkt-, pMAPK- soWwEGFR- Proteinexpression mit
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dem GesamtiiberleberOyerall survival time (OS)) und dm rezidivfreien Uberlebe
(Disease free survival time (DFS)) untersucht. Relevantergebnisse sind mittelKaplan-
Meier-Kurven aufgefuhrt.

3.5.1. Korrelation zwischenEGFR-Genkopienzahlen und Gesambzw. rezidivfreiern
Uberleben

Es ergibt sich &ne Korrelation sich zwischen Genkopienzahl unda@dtberleben (siel
Abbildung 13).

Bei Patientermit durchschnittlic > 6 EGFR-Genkopienpro Tumorzelle dauerte es pose-

rativ am langsten bis zum Auftreten eines Rez. Bei Patienten mitlurchschnittlich> 4 -

< 6 EGFR-Genkopierpro Zelle dauerte es am kirzesten bis zum Rezidivauft. In der Mit-

te beziglich der Dauer bis zum Auftre eines Rezidivs liegt die Grpp mit< 4 Genkopien
(siehe Abbildung 14)Damit ist der -Wert von 0,0302 aus Abbildung 14 ohne Klinisches-

sagekratft.
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Abbildung 13: Kaplan-Meietdberlebenskurve zur Darstellung der Korrela von EGFR-Genkopienzahl und
Gesamtlberleben
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Abbildung 14: Kaplan-Meietiberlebenskurve zur Darstellung der Korrela von EGFR-Genkopienzahl und
rezidivfreiem Uberleben

3.5.2. Korrelation zwischen EGFR- und pAkt-Proteinexpressiomit Gesamt- bzw.
rezidivfreiem Uberlebe

3.5.2.1. EGFRRroteinexpression korreliert eng mit Ges- und rezidivfreiem Uberlebe
der Patienten

Es besteht ein engelusammenhang zwischeder Proteinexpressiomon EGFF und dem
Gesamt- (p < 0,0001)zw. rezidivfreien(p < 0,0001) UberleberSo hatte Patienten, deren
Tumor kein EGFR exprimiert (Score die beste Prognosé&s folgt die Gruppe der Erink-
ten, deren Tumoren EGFR ger exprimieren (Score 1+). Patienten, deren Tumceine
starke EGFR-Expressidiscore 3+ aufwiesen, lebten postoperatm kirzesten. Gleichi-
tig trat bei einem Score von 3ein Rezidiv in der kirzesten Zeit adfast parallel dazu r-
lauft die Kurve der denkxpression-Score 2+ zugeordneten Patientlhr postoperativer
Verlauf war fast identiscmit dem de Patienten mit Score 3+ (sieAbbilduncen 15 und 16).
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3.5.2.2. Patienten mit starker ProteinexpressianpAkt haben eine bessere Prognose als
Patienten mit geringer pAkt-Proteinexpression

Ein signifikanter Zusammenhang bestand zwischen gékt-Proteinexpressionscore und
dem Gesamt- (p = 0,0305) bzw. dem rezidivfreienrlgben (p = 0,0246) (siehe Abbildun-
gen 17 und 18). Es zeigte sich, dass die Patiedegrn Tumoren eine vermehrte Expression
von pAkt (Score 2+ und 3+) aufwiesen, eine besBeognose hatten als diejenigen mit ge-
ringer Expression (Score 0 und 1+).
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Abbildung 17: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve zur Deltang des Zusammenhangs von pAkt-
Proteinexpression - in zwei Gruppen aufgeteiltd Gesamtiberleben
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Abbildung 18: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve zur Dellang des Zusammenhangs von pAkt-
Proteinexpression - in zwei Gruppen aufgeteiltd tezidivfreiem Uberleben
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden im Barrett-Kaaim die genauen Genkopienzahlen von
EGFR und Zentromer 7 mittels Fluoreszenesitu Hybridisierung bei dreidimensionaler-
Signalzahlerfassung bestimmt. Die Genkopienzahlewies die Ratio ausEGFR und
Zentromer 7 wurden mit klinisch-pathologischen dhaten der TNM-Klassifikation sowie
Uberlebensdaten korreliert.

Des Weiteren wurde die Proteinexpression von EGHEGFR, pAkt und pMAPK mittels
Immunhistochemie bestimmt und in vier Scores aeijetScore 0, 1+, 2+, 3+). Anschlie-
Rend wurden die Expressionsscores der vier Probeinklinisch-pathologischen Parametern
der TNM-Klassifikation sowie Uberlebensdaten kaem!

Aulerdem wurden die Genkopienzahlen \EBGFR und Zentromer 7 sowie die Protein-
expression von EGFR, pEGFR, pAkt und pMAPK unteaeder korreliert.

Im Folgenden wird zuerst auf die Vorteile der diiensionalen FISH-Signalzahlerfassung
gegenuber der zweidimensionalen FISH-SignalerfagsienEGFR-Genkopien eingegangen.
Daraufhin werden die Ergebnisse der vorliegendetetrdnchung mit den Resultaten ahnli-
cher Studien verglichen. Am Ende wird die klinigmthologische Relevanz der Ergebnisse
diskutiert.

4.1. Etablierung und Optimierung der dreidimensiema FISH-
Signalerfassung voBGFR in Gewebeproben des Barrett-Karzinoms

Ein Nachteil der zweidimensionalen gegentber deiddnensionalen-FISH-Signalerfassung
liegt darin, dass nur Aufnahmen von vier um dicamnitten gemacht werden kénnen. In
diesen dinnen Praparaten liegen Zellkerne, derechskthnittlicher Kerndurchmesser acht
bis zehn um betragt, angeschnitten vor, wodurctieinZellkernperipherie gelegene Signale
der Erfassung entgehen konnen. Des Weiteren isbaufd der Uberlagerung der Zellen und
Zellkerne in  der zweidimensionalen Auswertung keirexakte Bestimmung der
Genkopienzahlen mdglich. Vielmehr wird nur festgstob ein Gen stark vermehrt, das
hei3t amplifiziert vorliegt oder nicht. Schwankunge niedrigen Genkopienzahlbereich sind
auf diese Weise nicht zu detektieren. Ob der jegeeiTumor durchschnittlich drei, vier oder
sechs Genkopien pro Zelle aufweist, oder ob inesieg ow-copy-number“-Bereich ein hete-
rogenes Bild vorliegt, kann mit dieser Methode nifdstgestellt werden. Rauser et al. ver-
deutlichten diesen methodischen Nachteil, indemnsitels dreidimensionaler Signalerfas-
sung und einzelbildbasierter Auswertung von HER2/ae 16 pum dicken Gewebeschnitten
des Barrett-Karzinoms eine klinisch-pathologisdevante Gruppe mit durchschnittliech2,5

— < 4 Genkopien pro Zelle fanden, die mittels zuwe&hsionaler Signalerfassung an vier pm
dicken Schnitten nicht abzugrenzen wasyReR et al. 2007).
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Auf Grund dieser Ergebnisse wurden in der vorliegenArbeit die FISH-Signale vdeGFR
dreidimensional erfasst und ausgewertet. Ziel \gaaueh hier, klinisch-pathologisch relevan-
te Genkopienzahlgruppen (auch im niedrigen Genkaaielbereich) zu finden. Des Weiteren
stellte sich die Frage, ob bei einer exakten Bastimg delEGFR-Genkopienzahlen eine bes-
sere Korrelation zu klinisch-pathologischen Parametind Uberlebensdaten vorlage als bei
Untersuchungen mittels zweidimensionaler Signa&régsung an vier um Gewebeschnitten.

4.2. Die Genkopienzahl voBEGFR in Tumorzellen des Barrett-Karzinoms
korreliert mit klinischen Daten der Patienten

Die exakteEGFR-Genkopienzahl in Tumorzellen des primar resezieBarrett-Karzinoms
korreliert mit der Ausdehnung des Primartumors, deafireten von Fernmetastasen, und
dem Resektionsstatus (siehe Tabelle 16). Eine Arafach der Kaplan-Meier-Methode er-
brachte einen signifikanten Zusammenhang zwiscrek@ienzahl und rezidivfreiem Uber-
leben (siehe Abbildung 14). Gemal’ der multivariddealyse ist dieEGFR-Genkopienzahl
ein unabhangiger Parameter zur Abschéatzung desn@@sarlebens der Patienten mit Ten-
denz zum signifikanten Zusammenhang zum rezidnfréiberleben (siehe Tabelle 21). Die
Ratio ausEGFR und Zentromer 7 korreliert mit dem Auftreten voarfimetastasen und dem
Resektionsstatus (siehe Tabelle 16).

Eine Amplifikation vonEGFR mit einer Ratio aus EGFR und Zentromer 7 von >u2de nur
bei drei Fallen (2,6%), gefunden (siehe Tabelle dvbpei bei diesen drei Fallen keine Korre-
lation mit einer Proteintberexpression besteht.

Aktuell existieren keine weiteren Studien, die dieidimensional erfassteEGFR-
Genkopienzahl im Barrett-Karzinom mit klinisch-palibgischen Variablen korreliert. Aller-
dings gibt es eine Studie aus dem Jahr 2010 arBafdr2tt-Karzinomen in der vier pum dicke
Gewebeschnitte auf das Auftreten von Amplifikation untersucht wurden. Dabei wurde bei
sieben (6,25%) der Falle ei®SFR Amplifikation festgestellt, welche mit der Ausdeimy
des Primartumors, dem Auftreten von Lymphknotenstaten und einer schlechten Progno-
se assoziiert war. Von einer Amplifikation wurdeethiab einer Ratio auEGFR und
Zentromer 7 von > 3 von ausgegangemiM et al. 2010).

Andere Studien, die die Zusammenhange zwiscB&kR-Genkopienzahl und Kklinisch-
pathologischen Variablen bei anderen Tumoren wntlten, erbrachten weniger Korrelatio-
nen als in der vorliegenden Arbeit. Suzuki et ahden beim Adenokarzinom der Lunge eine
Korrelation zwischerEGFR-Amplifikation und dem Auftreten von Lymphknotenrastasen
sowie der Ausdehnung des Priméartumongz(&i et al. 2005). Eine andere Studie zeigte am
Plattenepithelkarzinom der Lunge einen ZusammenbwamgchenEGFR-Genkopienzahl und
geringerem Gesamtiuberleben. Diese Korrelation bédt@im Adenokarzinom nicht. Korre-
lationen zu klinisch-pathologischen Parametern emrdicht gefunden gEbN et al. 2006).
Auch Hirsch et al. konnten beim nicht kleinzelligBronchialkarzinom weder Korrelationen
mit klinisch-pathologischen Parametern noch mit liéieensdaten aufzeigen I@$cH et al.
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2003). Auch beim kolorektalen KarzinomgdG et al. 2007) und beim hepatozellularen Kar-
zinom bestanden keine Korrelationeru(LEY et al. 2008). Beim Magenkarzinom fand sich
eine Korrelation zum Auftreten von Lymphknotenmg&tasn (8zuki et al. 2005; Kim et al.
2008b) und beim Plattenepithelkarzinom des Kopfi tialsbereiches korrelierte di€6sFR-
Genkopienzahl mit dem Gesamt- und rezidivfreien déiben der Patienten {ONG et al.
2006).

Zusammengefasst wurden bei anderen Studien zwaginzeft Korrelationen zwischen
EGFR-Genkopienzahl und klinisch-pathologischen Parametmd Uberlebensdaten gefun-
den, in der vorliegenden Arbeit jedoch korreliedie EGFR-Genkopienzahl mit mehr kli-
nisch-pathologischen Variablen. Des Weiteren ishnder multivariaten Analyse die exakte
EGFR-Genkopienzahl als unabhangiger Parameter zur Ateehg der Prognose zu werten.

Diese unterschiedlichen Ergebnisse kdnnen sichediicch die andersartige Molekularbiolo-
gie der verschiedenen Tumoren und durch die metbhben Nachteile der zweidimensionalen
gegeniber der dreidimensionalen FISH-Signalerfag®riklart werden. In den Studien, in
denen die herkdbmmliche FISH an vier bis sechs peckedi Schnitten durchgeftihrt wurde,
wurden meist nur die Genkopienzahlgruppen Disoiinispmie, héhergradige Polysomie und
Amplifikation zur Kategorisierung verwendet it$cH et al. 2003; &oN et al. 2006). Die
Genkopienzahlen im niedrigen Genkopienzahlberearinten im Vergleich zu der vorliegen-
den Untersuchung nicht genau quantifiziert werd®ie. wenig exakte Quantifizierung der
Genkopien konnte ein Grund fur fehlende Korrelatiozu klinisch-pathologischen Parame-
tern und Uberlebensdaten sein. Rauser et al. famderlilfe der dreidimensionalen FISH-
Signalerfassung der HER2/neu-Genkopien im Barratzhom eine Kohorte von Tumoren
mit> 2,5 - <4 Genkopienzahlen pro Zelle. Diese leichémkopienzahlvermehrung kam hau-
fig vor und die Patienten hatten in Bezug auf desdivireie Uberleben eine vergleichbar
schlechte Prognose wie jene mit ausgepragter HER2®Benkopienzahlvermehrung. Die
meisten der Tumoren mit einer durchschnittlichemkapienzahl vorr 2,5 - < 4 Kopien pro
Zelle waren jedoch mit der herkdbmmlichen Methodehnhidentifizierbar gewesen und des-
halb als normal eingestuft wordena(lseER et al. 2007).

4.3. Der Expressionsstatus von EGFR in Tumorzealles Barrett-Karzinoms
korreliert mit klinischen Daten sowie mit d&GFR-Genkopienzahlen

Die EGFR-Proteinexpression korreliert — genauso aweEGFR-Genkopienzahl — mit der
Ausdehnung des Primartumors, dem Vorhandensein Femmetastasen und dem
Resektionsstatus allerdings zusatzlich mit dem r&tégh von Lymphknotenmetastasen und
dem UICC-Stadium (siehe Tabelle 17). Die Analysehnder Kaplan-Meier-Methode besta-
tigt nicht nur den Zusammenhang mit dem rezidieineiUberleben (wie bei den
Genkopienzahlen) sondern auch mit dem Gesamtiuleerlehehe Abbildungen 15 und 16).
Und neben der multivariaten Analyse (wie bei demKepienzahlen) beweist auch die
univariate Analyse einen Zusammenhang zwischen EBfRessionsstatus und
rezidivfreien bzw. Gesamtiberleben der Patienteiehés Tabelle 21). Die EGFR-
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Proteinexpression kénnte demnach ein valider umahgér Marker zur Abschatzung der
Prognose sowie des klinischen Verlaufes der Paiesein.

Es gibt einige Studien, die die EGFR-ExpressionPiiatenepithelkarzinom des Osophagus
untersuchen (rwA et al. 1989; MUKAIDA et al. 1991; YANO et al. 1991; HCKEY et al.
1994; TAKURA et al. 1994; KTAGAWA et al. 1996; AOoIA et al. 2001; GBAULT et al. 2005),
aber nur wenige, die sich mit der Rolle von EGFRnbaAdenokarzinom des Osophagus be-
schéftigen (Mcous et al. 1997; GBSON et al. 2003; WLKINSON €t al. 2004; WANG €t al.
2007). Wang et al. fanden bei 33 von 103 Adenokarnen des gastroosophagealen Uber-
gangs EGFR-Positivitat. Dabei wurde von einer pasit EGFR-Expression ausgegangen
wenn >5% der Tumorzellen EGFR exprimierten (veddibar mit Score 2+ und 3+ nach
(BHARGAVA et al. 2005)). Wenn weniger als 5% der Zellen EGFR Fagbaumfwiesen, wur-
den die Tumoren als EGFR negativ gewertet (vergbsc mit Score 0 und 1+ nach
(BHARGAVA et al. 2005)). Hier korrelierte die EGFR-Proteinexpressmit der Ausdehnung
des Priméartumors, dem Auftreten von Lymphknotend lernmetastasen sowie in der
univariaten Analyse mit dem Gesamt- und rezidigineiUberleben. Im Gegensatz zur vorlie-
genden Arbeit war die EGFR-Expression allerdingshrder multivariaten Analyse kein un-
abhangiger prognostischer Parameten@/et al. 2007). In einer Studie an 38 Patienten mit
Adenokarzinom des Osophagus, von welchen einige méoadjuvante Radiochemotherapie
erhalten hatten, war die EGFR-Expression mit stidecGewebedifferenzierung, aber nicht
mit Uberlebensdaten korreliert (MWINSON et al. 2004). In einer anderen Studie war die
EGFR-Expression nur bei Patienten im UICC-Stadiumit kiirzerem Gesamttberleben kor-
reliert (YAcous et al. 1997). Gibson et al. zeigte, dass bei Patientieneithe neoadjuvante
Radiochemotherapie erhalten hatten, die EGFR-Egjesnit einer schlechteren Prognose
korreliert war (@soN et al. 2003).

Studien, die oben genannte Korrelationen bei and€uenoren untersuchten fanden weniger
Zusammenhange zwischen EGFR-Proteinexpression lumsick-pathologischen Parametern
sowie Uberlebensdaten. Suzuki et al. fanden beicht+kieinzelligen Bronchialkarzinom
zwar einen hdheren Prozentsatz von Tumoren mikest&fGFR-Expression als in der vorlie-
genden Studie am Barrett-Karzinom (nicht-kleinpgelé Bronchialkarzinom: 34%), allerdings
korrelierte diese Expression nur mit d86FR-Genkopienzahl, dem Auftreten von Lymph-
knotenmetastasen sowie einer fortgeschrittenen Tausdehnung (&uki et al. 2005). Zwei
andere Studien am nicht-kleinzelligen Bronchialkeom fanden auch einen erhdhten Pro-
zentsatz an Tumoren mit EGFR-Uberexpression, wetoree mit derEGFR-Genkopienzabhl,
allerdings weder mit Uberlebensdaten noch mit &tihipathologischen Parametern assoziiert
war (HRscHet al. 2003; Eon et al. 2006). Auch die von Nakamura et al. durchgefliNtée
taanalyse an achtzehn Studien mit insgesamt 29%fénRa mit nicht-kleinzelligem Bronchi-
alkarzinom kam zu dem Ergebnis, dass kein Zusamamgnhwischen EGFR-Expression und
Gesamtiuberleben bestehea@MuRrRA et al. 2006). Laut Arteaga et al. ist die EGFR-
Uberexpression beim kolorektalen Karzinom mit eisenlechteren Prognose im Sinne eines
kurzeren rezidivfreien und Gesamtiberlebens verbufdrTEAGA 2002). Dem widerspricht
eine Untersuchung an 150 Patienten mit kolorektakarzinom, in der bei 118 Patienten
(80%) eine erhdhte EGFR-Expression gefunden wuige,auch mit der Ausdehnung des
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Primartumors assoziiert war. Allerdings korrelieder Grad der Expression nicht mit dem
Gesamtuberleben &8N0 et al. 2005). Im Magenkarzinom besteht laut Kim et ateeKorre-
lation zwischen EGFR-ExpressioBGFR-Genkopienzahl und UberlebenigKet al. 2008b).
Anders verhalt es sich beim hepatozellularen KarninDie Mehrzahl der Falle zeigt eine
starke Uberexpression von EGFR. Allerdings bedteht signifikanter Zusammenhang zwi-
schen EGFR-Expression, Genkopienzahl und Uberlé®eokLEY et al. 2008).

Nicolson et al. verschaffte sich 2001 in einer Metlyse einen Uberblick tiber mehr als 200
Studien der Jahrgange 1985 bis 2000 mit insgesasht als 20 000 Krebspatienten, die sich
mit der Korrelation zwischen der EGFR-Expressiorsgkiedener Karzinomformen und dem
Gesamt- bzw. rezidivfreien Uberleben befasste. Aleeit zeigte, dass beim Plattenepithel-
karzinom des Kopf- und Halsbereiches, dem Ovaridervikal-, Harnblasen- und
Osophaguskarzinom eine starke Korrelation zwisdB&fFR Proteinexpression und Uberle-
bensdaten besteht. Bei diesen Krebsformen war % 7®3/74) der Studien die erhohte
EGFR-Expression mit erniedrigtem Gesamt- und refrigiem Uberleben assoziiert. Beim
Magen-, Mamma-, Endometrium- und kolorektalen Kaomn war der EGFR-
Expressionsstatus prognostisch weniger aussagekrafi fanden sich nur bei 52% (13/25)
der Studien schlechtere Uberlebensdaten bei Paienit erhohter EGFR-Expression. Bei
dem nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom war dissdziation am schwachsten. Nur 30%
(3/10) Studien zeigten hier diesen Zusammenhanghdion relativiert allerdings seine Er-
gebnisse indem er erwahnt, dass bei allen Unteusigeim immer alle Rezeptoren der epider-
malen Wachstumsfaktoren (EGFR) und nicht nur digvigkten Rezeptoren gemessen wur-
den, und dass die Patientenpopulationen und EGRRABaungsmethoden nicht standardi-
siert waren. Die prognostische Signifikanz konnemdach um einiges hoher liegen.
(NicHOLSONEet al. 2001).

4.4. EGFR-Genkopienzahl korreliert mit EGFR-Proteinexpressio

EGFR-Proteinexpression unBGFR-Genkopienzahl korrelieren nicht nur mit klinisch-
pathologischen Parametern und Uberlebensdatenesoadich untereinander (siehe Tabelle
20). Tumoren mit geringen Genkopienzahlen hattenndeh wenig, Tumoren mit erhdhten
Genkopienzahlen viel EGFR exprimiert. Es kann sangenommen werden, dass im Bar-
rett-Karzinom auch in malignen Zellen beim Vorliageon partieller oder vollstandiger
Polysomie die Translation grof3tenteils stattfindets dem Vorliegen der signifikanten Kor-
relation kann aber nicht geschlossen werden, @as&chlich jede Genkopie translatiert wird
und dass alle Translationsvorgange fehlerfrei dbrauTeile oder Anteile der Rezeptoren
kénnten fehlerhaft ausgebildet bzw. mutiert seiollt& einige EGF-Rezeptoren fehlerhaft
gebildet werden, kdnnte dies eine tumorstimulieeekidirkung ausiben. Dies kdnnte auch
erklaren, warum die EGFR-Proteinexpression mit mdmisch-pathologischen Variablen
korreliert, als diEEGFR-Genkopienzahl.

Normalerweise werden EGFR-Rezeptoren rasch in Emdes inkorporiert und zu
Lysosomen transportiert, wo sie abgebaut werderiekie EGFR-Proteine wandern dagegen
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nur langsam in Endosomen. Anstelle des Abbaus sodégmen kommt es zum Recycling der
Rezeptorkomponenten mit Wiedereinbau in die Zellimam (YARDEN 2005). Das unter-
schiedliche Schicksal vaaGFR und seinen Mutanten in der Zelle wird durch dastdnpro-
dukt des c-Cbl-Protoonkogens beeinflusst (Cbl =tassb-lineage lymphoma) @RDEN
2005). Das c-Chl-Protein bindet an den phosphatgiieEGFR und fuhrt ihn damit der
Ubiquitinierung zu. Ein so markiertes Protein winddas Endosom transportiert und danach
im Lysosom selektiv durch ubiquitinabhangige Pre¢gadegradiert. Ist diese Ubiquitinierung
von EGFR, die in normalen Zellen sehr schnell ablauft geéskbommt es zum vermehrten
Einbau vonEGFR in die Zellmembran und damit zu einer vermehri@mdrstimulierenden
Wirkung (YARDEN 2005). Eine Inhibition der Ubiquitinierung und Dadation findet durch
den Austausch eines Tyrosinrests BHBFR durch Phenylalanin statt. Dadurch werden die
Bindung des c-Cbl-Proteins an den Rezeptor und aechlielende Abbau verhindert
(VoLDBORG et al. 1997). Haufig sind auch Deletionen im Bereich dJdEGFR-
Ligandenbindungsstelle, wie bei EGFRVIII. Diesertientie Rezeptor ist durch eine standig
aktivierte Tyrosinkinase trotz fehlender Ligandetthing charakterisiert (MSCATELLO et al.
1998; EDERSENet al. 2001). Weitere Mutationen betreffen die Tyrosirlga-Domane des
EGFR, die bei nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinemnachgewiesen wurdenyflcH et al.
2004; REez et al. 2004). Es handelt sich in der Regel um Punktnartatt mit Deletionen
oder Austausch nur einer Aminosaure, durch diereams die Aktivitdt der Tyrosinkinase
verstarkt wird und andererseits die Sensitivitat Bgrosinkinase gegenuber Tyrosinkinase-
Inhibitoren wie Gefitinib oder Erlotinib erhdht wii{PaEz et al. 2004).

Die beschriebenen Mutationen auf Genom- und Prelieine sind im Adenokarzinom des
Osophagus bislang nicht nachgewiesen worden. br &tudie wurden die Exons 19 und 21,
die fur die Rezeptor-Tyrosinkinase des Epiderm&l&achstumsfaktors kodieren, im Barrett-
Karzinom untersucht. Dabei fand man nur eine Matatm Exon 19 von Adenin zu Guanin
im Codon 754. Eine solche Mutation, die im nichetkkelligen Bronchialkarzinom zu einer
besseren Sensitivitdt gegentber Gefitinib fihrjrike beim Barrett-Karzinom nicht nachge-
wiesen werden (BHRINGER-OPPERMANN et al. 2007). Weitere Studien, die Mutationen von
EGFR im Barrett-Karzinom auf Genom- und Proteingbantersuchen sind notwendig, um
mehr Klarheit Gber die tumorstimulierende Wirkuran¥EGFR zu erlangen.

4.5. pAkt-Proteinexpression Kkorreliert invers miterd Ausdehnung des
Primartumors sowie Uberlebensdaten

Aktiviertes Akt (pAkt) reguliert grundlegende Zelttktionen wie Transkription, Translation,
Proliferation, Wachstum und ApoptoseADA et al. 1999; Mvanco and SWwyYERS 2002).
Ist der PI3K-Akt-Signaltransduktionsweg gestortirkot es deshalb zu unkontrollierter Zell-
proliferation (TESTA and BeLLAcosA 2001; HLL and HEMMINGS 2002; Mvanco and
SAWYERS 2002).

In dieser Arbeit wurde die Expression von pAkt gese. Hierbei stellte sich die Frage, ob
die pAkt-Expression mit klinisch-pathologischen &aetern und Uberlebensdaten der Patien-
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ten mit Barrett-Karzinom korreliert ist und ob gekkt-Expressionsstatus damit als prognos-
tischer Marker zu verwenden ist.

Es zeigt sich, dass der Expressionsstatus von p#kts mit der Ausdehnung des Primartu-
mors korreliert ist. Tumoren im Stadium pT1 expenen demnach mehr pAkt als Karzino-
me, die schon in die Adventitia eingewachsen w&pdiB) (siehe Tabelle 18). Gleichzeitig
haben nach der Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse endimivariaten Analyse Patienten mit
vermehrter pAkt-Expression eine bessere Progndseofche mit geringer pAkt-Expression
(siehe Abbildungen 17 und 18 und Tabelle 21). Ad&er korreliert die Protein-Expression
von pAkt mit der Expression von pEGFR und pMAPKe(& Tabelle 20).

Ahnliches fanden Dai et al. in einer Studie an B8anomen in verschiedenen Stadien. Hier
stieg zwar im Gegensatz zur aktuellen Arbeit di&tpBxpression parallel zu Wachstumstiefe
und Stadium des Melanoms stark an, allerdings malite Patienten mit pAkt-Uberexpression
eine gunstigere Prognose als die Vergleichsgruppegennger pAkt-Expression (@ et al.
2005). Auch in einer Studie am nicht-kleinzelligéronchialkarzinom im Stadium I-Illa war
die pAkt-Uberexpression (gemessen mit einem Wesat) mit einer giinstigen Prognose
korreliert. Mittels Immunhistochemie konnte diesussammenhang nicht gezeigt werden
(SHAH et al. 2005).

Beim Cholangiokarzinom korrelierte die Uberexpression nicht phosphoryliertem Akt mit
einer verbesserten Prognose, gleichzeitig korteleauch die Expression von Akt und pAkt
(JAVLE et al. 2006).

Dem wiedersprechen Ergebnisse von Lim et al., édieFatienten mit nicht-kleinzelligem
Bronchialkarzinom im Stadium IV zeigten, dass solwpkkt-Uberexpression und/oder
PTEN (hosphatase and tensin homolog) Unterexpression (PTEN = Inhibitor des PI3K/Akt-
Signalweges) mit einer ungiinstigen Prognose beshigiesamt- und rezidivfreiem Uberle-
ben korreliert ist (v et al. 2007). Auch beim Weichteilsarkom wurde pAkt algunstiger
prognostischer Faktor beziiglich Gesamt- und refzielam Uberleben identifiziert @GmiTAa

et al. 2006). Gleiches zeigte sich beim duktalen Pankegasiom (YAMAMOTO et al. 2004)
und beim Magenkarzinom (MRAKAMI et al. 2007).

Was konnten nun die Ursachen flr die inverse Katia sein? Bei einigen Tumoren fand
man eine Assoziation zwischen erhéhter pAkt-Expoesand gut differenziertem Tumorge-
webe (MUKOHARA et al. 2003; $1AH et al. 2005). Diese Befunde legen nahe, dass die Tumo-
ren mit einer hohen pAkt-Expression gut differerzideiben und langsamer wachsen, wobei
solche, die unabhéngig von Akt-Aktivitat wachseshlecht differenziertes Tumorgewebe mit
einer erhdhten Proliferationsrate bilden. Zwar seéi@ige Studien Akt als wichtigen Faktor
des Wachstumszyklus (8 et al. 1999; LANG et al. 2002), aber bei Untersuchungen an
menschlichen Tumoren besteht keine Korrelation @wea Akt und den Substraten des Zell-
zyklus (ERMOIAN et al. 2002; EREZTENORIO and SAL 2002). Dartber hinaus wirkt sich
eine geringe Expression von Akt weniger auf dieukithn des Zellzyklus, als auf den Zelltod
aus (V\ENG et al. 2001). Daher besteht die Mdglichkeit, dass eif@leie Akt-Aktivitat zu
verringertem zellularem Wachstum fihren konnter@2-TENORIO and SAL 2002).
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Welche klinische Relevanz konnten nun die vorlieggnErgebnisse haben? Tumoren hatten
in pT1 mehr pAkt exprimiert als in pT3. Gleichzgithatten Patienten mit vermehrter pAkt-
Expression eine bessere postoperative Prognosé.ki#tkte demnach praoperativ bestimmt
werden, um Patienten zu selektieren, die geradgdraiger Ausdehnung des Primartumors
von einer Operation beziglich der postoperativeagRose profitieren kdnnten. Gleichzeitig
kbnnte eine Aussage Uber die Aggressivitat des Tgeweebes getroffen werden, da Tumo-
ren mit wenig pAkt-Expression in ihrer Ausdehnuigan weiter fortgeschritten waren, was
den Ruckschluss zuldsst, dass pAkt-negative Tumoreasiver wachsen. Warum pAkt-
Proteinexpression in diesem Zusammenhang nicht auictveiteren prognostisch wichtigen
klinisch-pathologischen Parametern wie Auftretem \\ymphknoten- und Fernmetastasen,
sowie UICC-Stadium korreliert bleibt unklar.

4.6. pMAPK-Expressionsstatus korreliert nicht mitnisch-pathologischen
Parametern und Uberlebensdaten

Die aktivierte MAPK (pMAPK, ERK 2) erfuhr in letateZeit grol3es Interesse in der Tumor-
forschung, da sie eine wichtige Rolle bei der Ragoh der Zellproliferation und des Zell-
Uberlebens spielt @rLocH et al. 2008). Des Weiteren moduliert der MAPK-
Signaltransduktionsweg Embryonalentwicklung unddi#érenzierung, sodass die Substrate
dieses Signalweges ideale Kandidaten fir neuaaingmeoplastische Chemotherapie bieten
(Lee and McCuBREY 2002). In dieser Studie wurde die Expression idAPK mit klinisch-
pathologischen Parametern und Uberlebensdatenlikotréabei stellte sich die Frage, ob
pPMAPK &hnlich wie EGFR als prognostischer Markeinb8arrett-Karzinom einsetzbar wa-
re.

Allerdings finden sich in der vorliegenden Arbeieikke Korrelationen von pMAPK-
Expression mit klinisch-pathologischen Parameteter dJberlebensdaten (siehe Tabelle 17
und 21). Es besteht allerdings ein signifikantesafumenhang zwischen pMAPK-Expression
und Expression von pEGFR und pAkt (siehe Tabel)e 20

Bei anderen Tumoren fanden sich unterschiedliclyelifrisse. So korrelierte in einer Studie
an Patienten mit nicht-kleinzelligem Bronchialkaain die Expression von ERK1/MAPK
mit den Kategorien der TNM-Klassifikation &ANG et al. 2005). In resezierten Pankreas-
Karzinomen fand sich eine ausgepragte Proteinesioresion EGFR, pMAPK und pAkt,
wobei hier die Expression von pMAPK und pAkt mitgamt- und rezidivfreien Uberleben
korrelierte (B1ADHA et al. 2006). In einer Studie an nasopharyngealen Kamzémokorrelierte
die pMAPK-Uberexpression mit schlechterem Gesam¢+ nezidivfreiem Uberleben und mit
EGFR Uberexpression (MG et al. 2006). Mawrin et al. fanden eine signifikante Kabation
zwischen pMAPK-Expression und Uberleben von Paiermit Glioblastoma multiforme
(MAWRIN et al. 2003).

Im Gegensatz zu anderen Tumoren, in denen eineeldtion zwischen pMAPK-Expression
und klinisch-pathologischen Parametern sowie Uberiedaten gefunden wurde, eignet sich
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nach der vorliegenden Datenlage pMAPK nicht alsgpostischer Marker im Barrett-
Karzinom. Das liegt sicherlich auch daran, dassuisgriingliche Konzept einer Kaskade als
einem einfachen linearen Weg von den Plasma-Merrdsaoziierten Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen bis in den Zellkern nicht mit der Realiiereinstimmt, da offensichtlich signifikant
viele andere Moleklle anderer zum Teil noch unbeteanSignalkaskaden interagieren und
dabei verschiedene noch unbekannte Effekte inderzier

Gleichzeitig sind verschiedene Substrate diesesaBignsduktionsweges Zielmolekile fir
zielgerichtete Krebstherapien. Jede dieser KindBaf, MEK 1/2, ERK 1/2) ertffnet nun
neue therapeutische Mdglichkeiten fir die Entwiaglantitumoraler Substanzen, die als spe-
zifische Enzyminhibitoren mdglicherweise wenigexisch als konventionelle zytotoxische
Chemotherapeutika sind. Eine Anzahl von Inhibitdi@mRas, Raf und MEK befinden sich in
der klinischen Prifung (HGER et al. 2002).

4.7. Zielgerichtete Therapie gegen EGFR bei veeslgmen Tumoren

Von den 111 Tumoren, die auf EGFR-Proteinexpreskianuntersucht wurden, weisen je-
weils drei einen Score von 2+ und 3+ auf (sieheellald2). Es stellt sich die Frage, ob Pati-
enten mit Barrett-Karzinom von zielgerichteten Epeeansatzen gegen EGFR profitieren
koénnten. Dies ist derzeit Inhalt einiger Studieie,ith Folgenden kurz vorgestellt werden

4.7.1. Cetuximab in der Therapie des 6sophagodmstia@rzinoms

Es existieren Phase Il Studien, in welchen die Witk des monoklonalen Antikérpers
Cetuximab alleine oder in Kombination mit Chemo#pee bei Patienten mit metastasiertem
Adenokarzinom des Osophagus untersucht wurde nir éintersuchung an 55 Patienten, in
der, nach einem Regime Chemotherapie Cetuximaimali#ngesetzt wurde, lag das mittlere
Gesamtiuberleben bei vier Monaten und nur drei Riatiezeigten ein teilweises Ansprechen,
weshalb eine alleinige Therapie mit Cetuximab n@tpfohlen wird (@LD et al. 2010). In
einer weiteren Studie an acht Irinotecan/Cispleginaktéren Patienten zeigte bei einer zu-
satzlichen Therapie mit Cetuximab nur ein Patiant teilweises Ansprechen (&.. Ku
2008). Vielversprechender sind die Ergebnisse tiadién, die die Wirkung von Cetuximab
in Kombination mit Chemotherapie untersuchen.

Da beim Plattenepithelkarzinom des Kopf- und Halsiohes (\eRMORKEN et al. 2008), so-
wie beim kolorektalen Karzinom (XEMEYER et al. 2009) die Wirkung platin-basierter
Chemotherapie durch die zuséatzliche Gabe von Qeakxiverbessert werden konnte, und da
im Magenkarzinom héaufig eine Uberexpression von EGBrliegt (GAMBOA-DOMINGUEZ et

al. 2004; DrRAGOVICH €t al. 2006), wurde in einer Studie die Wirkung von Céaneb in
Kombination mit platin-basierter Chemotherapie bégh Patienten mit fortgeschrittenem
Magenkarzinom untersucht @eDICK et al. 2010). Hierbei zeigte sich eine Ansprechrate von
65% (CI 95%: 50 — 79%), wobei bei vier Patientemeekomplette Remission auftrat, was
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einer deutlichen klinischen Verbesserung gegenid®gr alleinigen Therapie mit platin-
basierter Chemotherapie entsprichbDicK et al. 2005).

Diese Ergebnisse reihen sich in die Resultate andgtudien ein, die die Wirkung von
Cetuximab in Kombination mit Radiochemotherapie nbeilokal fortgeschrittenen
Osophaguskarzinomen bzw. in Kombination mit Iricet®5-Fluoruracil beim nicht
resektablen bzw. metastasierten Magenkarzinomsutbten (RTO et al. 2007). Eine neue-
re Phase Il Studie der- selben Autoren, in defTharapie des fortgeschrittenen Magenkarzi-
noms Cetuximab in Kombination mit Cisplatin und [Btaxel eingesetzt wurde erbrachte eine
Ansprechrate von 41% (Cl 95%: 29% - 53%), wobeirdezliane Zeit bis zum Fortschritt der
Erkrankung bei 8 Monaten lagi{Ro et al. 2009). Diese mediane progressionsfreie Zeit war
l&anger als bei Studien mit Irinotecan und 5-Floaairalleine (®zzo et al. 2004; DaNK et al.
2008). In der aktuellen Studie von Lordick et alg ldie mediane progressionsfreie Uberle-
benszeit bei 7,6 Monaten (Cl 95%: 5,0 — 10,1 Mon&me Uberexpression von EGFR wur-
de hier bei 60% gefunden, wobei sich keine Korr@tezxwischen EGFR-Expression und The-
rapieansprechen ergab. EIK&AS-Mutation, die im kolorektalen Karzinom die Sensttt
gegen EGFR-Antikdrpertherapie herabsetzi4Bo et al. 2008; KARAPETIS et al. 2008),
wurde nur bei einem Fall gefundernogbick et al. 2010). Auch in anderen Studien wurde bei
Magenkarzinomen nur selten eikBAS Mutation gefunden (K1 et al. 2003; LEE et al. 2003;
ZHAO et al. 2004). Auf Grund der oben genannten Ergebnisse_votick et al. aus dem Jah-
re 2010 wurde von der Arbeitsgemeinschaft inteisgber Onkokogie (AlO) eine Phase Il
Studie zur Untersuchung des monoklonalen Antik@& fgbitux in Kombination mit der Vor-
stufe von 5-Floururacil (Xeloda) und Cisplatin zdrherapie des fortgeschrittenen
0sophagogastralen Karzinoms initiiert, deren Ergeenin Kiirze veroffentlicht werden.

4.7.2. Erlotinib in der Therapie des 6sophagealdendkarzinoms

Es gibt desweiteren Studien, die die Wirkung deso3ipkinaseinhibitors Erlotinib beim
metastasierten Adenokarzinom des Osophagus uniéesudn einer klinischen Studie wur-
den 27 Chemotherapie- refraktare Patienten mit stetgertem Adenokarzinom des Osopha-
gus nach nur einem Zyklus Chemotherapie mit 500Gefitinib (Erlotinib) pro Tag behan-
delt. Das mediane Gesamtuberleben der Patientengb4t5 Monate und das progressions-
freie Uberleben 1,9 Monate. 11% der Patienten wasgtielle Responder und bei 26% der
Patienten stabilisierte sich die ErkrankungKRY et al. 2007). In einer anderen Studie an 46
Patienten mit Adenokarzinomen des distalen Osophagigten unter Monotherapie mit
Erlotinib vier Patienten ein teilweises und eini®at ein volles Ansprechen AGOVICH et

al. 2006). In praklinischen Studien hemmte Erlotinibasd Wachstum von
Osophaguskarzinomzellinien (sowohl Plattenepitals-auch Adenokarzinom) in vitro und in
vivo (SUTTER et al. 2006).

Allgemein ist es laut Dragovich et al. von Noterglekularpathologische Marker zu identifi-
zieren, die eine bessere Aussage Uber die Seti#titivles gastroOsophagealen
Adenokarzinoms gegen EGFR-Antikorper (alleine adeKombination mit Chemotherapie)
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ermdglichen und damit die Therapiestratifizierumglnglich klinischem Benefits fir die Pati-
enten verbessern facovicH and QMPEN 2009).

4.8. Welche Rolle konnten EGFR-Genkopienzahl und EGFR-
Expressionsstatus in der klinischen Praxis einnafPme

Die ausgepragte Korrelation des Expressionsstatdsder Genkopienzahlen von EGFR mit
klinisch-pathologischen Parametern sowie Uberleti@es konnten sie als molekularpatho-
logische Marker fir die klinische Praxis interegsaachen.

Je weiter der Tumor in seiner Ausdehnung voranggsan war desto mehr EGFR hatte er
exprimiert und desto meltGFR-Genkopien waren in seinen Tumorzellen zu findeehés
Tabellen 16 und 17). Ein Tumor, der schon in digeéditia (pT3) oder in benachbarte Struk-
turen (pT4) ein gewachsen war, war auch schwiefRfezu resezieren gewesen. Gleichzeitig
wurden bei fortgeschrittener Tumorausdehnung Lymaphbn und Blutgefal3e infiltriert, was
lymphogen zur Bildung von Lymphknotenmetastasenlfpid hdmatogen zur Bildung von
Fernmetastasen (pM1) fiihrte. Diese klinischen Zusanhdnge werden durch die Korrela-
tionen der einzelnen Parameter der TNM-Klassiftkatverdeutlicht (siehe Tabelle 19). Pati-
enten, deren Tumor praoperativ in seiner Ausdehraghgn weit vorangeschritten war und
bei welchen Fernmetastasen diagnostiziert wordeerwaurden seltener RO reseziert, beka-
men postoperativ schneller ein Rezidiv und hatiee schlechtere Prognose (siehe Tabelle
21).

Die enge Korrelation der EGFR- Proteinexpressioth @enkopienzahlen mit den Parametern
der TNM-Klassifikation, UICC-Stadium und Gesamt-wbzrezidivfreiem Uberleben spre-
chen, vor allem nach im vorherigen Absatz genanpnfémderen klinische Relevanz (siehe
Tabelle 16, 17, 21).

Die Bestimmung des immunhistochemischen Scoresoded/der genauen Genkopienzahl
aus praoperativ bioptisch, intra- oder postopergiwonnenem Gewebe kdnnte also helfen,
den Zeitraum bis zum Auftreten eines Rezidivs sadigePrognose der Patienten mit Barrett-
Karzinom besser abzuschatzen. Damit konnte dierBeaing von EGFR- Proteinexpression
und/oder genauer -Genkopienzahl auch zur praoperafl herapiestratifizierung beziglich
konservativ palliativem und operativem Procedeligdugen.

Fur die tagliche Routine ware die exakte Genkombhmestimmung wohl zu aufwendig,
denn neben der im Vergleich zur Immunhistochemfevandigeren Fluoreszena situ Hyb-
ridisierung nimmt die exakte dreidimensionale Sigallauswertung viel Zeit und Arbeitska-
pazitat in Anspruch. Schneller durchfiihrbar undnden Daten der vorliegenden Arbeit auch
von vorrangiger klinischer Relevanz wére die immstdthemische Bestimmung der EGFR-
Expression im Adenokarzinom des gastrodsophagéiiengangs Typ |.
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Zur besseren Therapiestratifizierung bezuglich Eiesatzes von monoklonalen Antikdrpern
oder Tyrosinkinaseinhibitoren gegen EGFR scheiat @enkopienzahl und/oder Proteinex-
pression von EGFR nach der aktuellen Studienlagj# beizutragen.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde in Tumorzellen gesnar resezierten Adenokarzinoms des
gastroosophagealen Ubergangs Typ | die genaue @iemzahl vorEGFR an 16 pm dicken
Gewebeschnitten mittels Fluoreszeimzsitu Hybridisierung bei dreidimensionaler Signal-
zahlauswertung erfasst. Des Weiteren wurde in dereB-Karzinomen die Proteinexpression
von EGFR, pEGFR, pAKT und pMAPK mittels Immunhidtemie gemessen. DIEGFR-
Genkopienzahl sowie die Proteinexpression von EGIHGFR, pAKT und pMAPK wurden
mit klinisch-pathologischen Parametern sowie umeareler korreliert. Dabei wurde der Fra-
ge nachgegangen, welche Kklinisch-pathologische ladg der Rezeptor des epidermalen
Wachstumsfaktors mit seinen nachgeschalteten Svggein flr das Barrett-Karzinom hat.

Die genaudeGFR-Genkopienzahl korreliert mit der Ausdehnung des\&rtumors, dem Auf-
treten von Fernmetastasen und dem Resektionssikédak. der multivariaten Uberlebensana-
lyse erweist sich dieEGFR-Genkopienzahl als unabhangiger prognostischerokakei ande-
ren Studien an epithelialen Tumoren, die die Gemgahl vonEGFR an vier um dicken
Gewebeschnitten bei zweidimensionaler Signalzahlaang erfassten, wurden weniger
Korrelationen zu klinisch-pathologischen Parametgiunden, weshalb die dreidimensionale
Bestimmung delEGFR-Genkopienzahl der zweidimensionalen Bestimmundidiezh Kli-
nisch-pathologischer Relevanz iberlegen scheinthAdie EGFR-Proteinexpression korre-
liert mit der Ausdehnung des Primartumors, dem retdih von Fernmetastasen, dem Resek-
tionsstatus und dem Gesamt- und rezidivfreien ében, allerdings (im Vergleich zu den
Genkopienzahlen) zusatzlich mit dem Auftreten voymphknotenmetastasen und dem
UICC-Stadium. Die EGFR-Proteinexpression erweish sh der multivariaten Uberlebens-
analyse als unabhéngiger Prognosefaktor und alshéngige Variable zur Abschéatzung des
Zeitraums bis zum RezidivauftreteEEGFR-Genkopienzahl und EGFR-Proteinexpression
korrelieren miteinander. Zusétzlich besteht eirgnifkante inverse Korrelation zwischen
pAkt-Proteinexpression und der Ausdehnung des Primidrs sowie dem Uberleben. Eine
vermehrte EGFR-Proteinexpression von EGFR (Scorerizit+3+) lag bei 5,4% der Tumoren
vor.

Nach oben genannten Ergebnissen konntelc@ieR-Genkopienzahl und -Proteinexpression
sowie die pAkt-Proteinexpression als molekulare Réarfur die klinische Praxis zu einer

verbesserten Abschatzung der postoperativen Pregnowl dem Zeitraum bis zum

Rezidivauftreten dienlich sein. Damit konnten sielaals Marker zur Therapiestratifizierung
bezuglich konservativ palliativem oder operativehefapieansatz dienen.

Zur besseren Therapiestratifizierung bezlglich Eiesatzes von monoklonalen Antikorpern
oder Tyrosinkinaseinhibitoren gegen EGFR scheiat @enkopienzahl und/oder Proteinex-
pression von EGFR nach der aktuellen Studienlaget fieizutragen. Aktuelle Studien be-
schaftigen sich damit, molekularpathologische Marke identifizieren, die die Entschei-

dungsfindung zum Einsatz von monoklonalen Antikémpeder Tyrosinkinaseinhibitoren

gegen EGFR erleichtern.
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