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Zusammenfassung

Das Zelladhasionsmolekul LI-Cadherin gehort zur Gruppe der 7D-Cadherine und wurde
initial in der Leber und im Darm der Ratte beschrieben. Beim Menschen wird es physio-
logischerweise zusammen mit E-Cadherin am Epithel des gesamten Darm hochgradig
exprimiert. Es konnte jedoch beim Menschen auch in Karzinomen des Magens, des
Pankreas und in hepatozellularen Karzinomen eine ektope Expression von LI-Cadherin
nachgewiesen werden. Insbesondere im Magenkarzinom wurde LI-Cadherin bei Ex-
pression bereits in der intestinalen Metaplasie als moglicher Biomarker vorgeschlagen.
Bei kolorektalen Karzinomen konnte eine verminderte LI-Cadherin Expression im Pri-

marius mit einem vermehrten nodalen Befall assoziiert werden.

In dieser Arbeit wurde mit Hilfe von Western Blot Analysen und Immunhistochemie die
Expression von LI-Cadherin in Gewebeproben von kolorektalen Karzinomen und deren
Metastasen, hepatozellularen Karzinomen, Cholangiokarzinomen und Lungenkarzino-

men von insgesamt 475 Patienten untersucht.

Dabei zeigte sich im Gegensatz zu E-Cadherin in kolorektalen Karzinomen eine hoch-
gradige Persistenz der Expression von LI-Cadherin auch bei fortgeschritteneren Tumo-
ren und in Fernmetastasen in Leber und Lunge. Insgesamt waren uber 95% aller kolo-
rektalen Primarkarzinome, uber 85% aller kolorektalen Lungenmetastasen und 100%
der kolorektalen Lebermetastasen LI-Cadherin positiv. Im Gegensatz dazu konnte eine
LI-Cadherin Expression entgegen der bislang bekannten Datenlage in hepatozellularen
Karzinomen nicht nachgewiesen werden. In primaren Lungenkarzinomen zeigte sich
lediglich in 7,4% der untersuchten Lungenadenokarzinome eine LI-Cadherin Expressi-
on. In Cholangiokarzinomen wurde in einem Kollektiv von 60 Patienten mit Klatskin-
Tumoren eine statistisch signifikante Assoziation von LI-Cadherin mit Infiltrationsgrad,
Differenzierungsgrad und Metastasierung im Rezidiv festgestellt. In einem weiteren Kol-
lektiv von 110 Patienten mit intrahepatischen Cholangiokarzinomen zeigte sich eine
statistisch signifikante negative Assoziation mit dem krankheitsfreien Uberleben der
Patienten.

LI-Cadherin ist somit ein potentieller zellularer Staging-Biomarker insbesondere fur die

Diskriminierung von kolorektalen Lungenmetastasen und Lungenadenokarzinomen mit



einer Sensitivitat von 88,9% und einer Spezifitat von 92,6%. Eine LI-Cadherin Expressi-
on in der Leber schliel3t ein hepatozellulares Karzinom aus. Zusatzlich hat LI-Cadherin
Potenzial als prognostischer Biomarker fur intrahepatische Cholangiokarzinome bezug-
lich des krankheitsfreien Uberlebens.

Abstract

The cell adhesion molecule LI-cadherin is a member of the cadherin subfamily of 7D-
cadherins. It was first described in the liver and intestine of rats. In humans, physiologi-
cal expression of LI-cadherin is limited to the epithelial tissue oft the gut where it is ex-
pressed on the lateral surface of enterocytes and co-expressed with E-cadherin. There
have been multiple reports of ectopic LI-cadherin expression in gastric carcinomas, in-
testinal metaplasia of the stomach, ductal pancreatic adenocarcinomas and hepatocel-
lular carcinomas. Reduced expression of LI-cadherin in colorectal carcinomas could be

associated with increased lymphnode.

In this work, tissue specimen of colorectal carcinomas and their metastases, hepatocel-
lular carcinomas, cholangiocarcinomas and lung carcinomas of alltogether 475 patients
were analyzed by western blot and immunohistochemistry regarding their Ll-cadherin

expression.

LI-cadherin was highly expressed even in advanced stages of colorectal carcinoma and
its metastases contrasting the previously described expression of E-cadherin in these
tissues. More than 95% of specimen with primary colorectal carcinomas revealed an LI-
cadherin expression just like all analyzed colorectal carcinoma metastases to the liver
and more than 85% of colorectal lung metastases. Surprisingly, none of the analyzed
hepatocellular carcinomas showed any LIl-cadherin expression, contradicting the current
published data. In the lung, 7,4% of patients with lung adenocarcinoma had LI-cadherin
positive tumors. In a cohort of 60 patients who underwent surgery for ductal cholangio-
carcinomas LI-cadherin expression could be correlated significantly with depth of infilt-
ration, differentiation and metastases in recurrence. A further cohort of 110 patients with
intrahepatic cholangiocarcinoma showed a statistically significant negative correlation

with disease free survival after undergoing surgery.



Thus, Ll-cadherin can serve as cellular staging biomarker for discriminating primary
lung adenocarcinomas from colorectal lung metastases with a sensitivity of 88,9% and
a specificity of 92,6%. It can exclude hepatocellular carcinoma if expressed in liver
tissue. Furthermore Ll-cadherin is a prognostic cellular biomarker for intrahepatic cho-

langiocarcinomas regarding disease free survival.



1 Einleitung

1.1 Epidemiologie von Krebserkrankungen

Krebserkrankungen stellen eine der grof3ten Herausforderung an die moderne Medizin
dar. Im Jahre 2008 litten schatzungsweise 12,7 Millionen Menschen weltweit an einer
Krebserkrankung. In Deutschland erkrankten im selben Jahr etwa 470.000 Menschen
an Krebs. Trotz sich standig verbessernder diagnostischer Mallnhahmen und Therapien
starben im selben Jahr weltweit etwa 7,6 Millionen Menschen und in Deutschland
215.000 Menschen an den Folgen einer Krebserkrankung [1, 2]. Zunachst werden in
den folgenden Kapiteln die fur diese Arbeit relevanten Tumorentitaten vorgestellt — das
kolorektale Karzinom sowie die wichtigsten primaren malignen Leber- und Lungentumo-

re.

1.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren von kolorektalen Karzinomen

Im Jahr 2008 erkrankten weltweit 1,2 Millionen Menschen an einem kolorektalen Karzi-
nom und mehr als 600.000 starben an dieser Erkrankung. Damit war das kolorektale
Karzinom die vierthaufigste Krebserkrankung weltweit und die dritthaufigste Ursache fur
einen krebsassoziierten Tod [1]. Die Rate an Erkrankten war in Industrielandern wie
schon in den vorangegangenen Jahren hoher als in Entwicklungslandern. So betrug die
Inzidenz fur Manner fur ein kolorektales Karzinom zwischen 1998 und 2002 in Teilen
Indiens 4,1 pro 100.000 und fur Frauen 3,6 pro 100.000 [3], wahrend in Deutschland im
selben Zeitraum 63,0 pro 100.000 Manner und 39,4 pro 100.000 Frauen erkrankten [4].
Insgesamt lag die 5-Jahres-Pravalenz fur kolorektale Karzinome in Deutschland im Jah-
re 2008 bei 190.000 bei mehr als 26.000 Sterbefallen im selben Jahr [2]. Verantwortlich
hierfur werden vor allem Unterschiede in den Lebens- und vor allem Ernahrungsge-
wohnheiten gemacht. So scheinen korperliche Inaktivitat, Ubergewicht, Stammfettsucht
und eine westliche Diat einen Einfluss auf die Zahl der an einem kolorektalen Karzinom
erkrankten zu haben [5]. Dies wird durch die Beobachtung gestutzt, dass die Inzidenz-
raten der Patienten mit einem kolorektalen Karzinom in den letzten Jahrzehnten in Lan-
dern gestiegen sind, in denen sich ein zunehmend westlicher Lebensstil durchgesetzt
hat, wie z.B. in Japan [3].



1.1.2 Epidemiologie, Einteilung und Risikofaktoren von primaren Leberkrebser-

krankungen

Primar maligne Lebertumore sind weltweit die funfthaufigsten Krebserkrankungen bei
Mannern und die siebthaufigsten bei Frauen. Demgegenuber stehen Leberkrebserkran-
kungen in der Mortalitatsstatistik bei Mannern an zweiter und bei Frauen an funfter Stel-
le. Insgesamt erkrankten 2008 weltweit 748.300 Menschen an einer Krebserkrankung
der Leber und 695.900 Menschen starben daran [1].

Die wichtigsten primaren malignen Tumore der Leber sind das hepatozellulare Karzi-
nom und das Cholangiokarzinom. Hepatozellulare Karzinome treten hierbei mit 75-90%
der primaren Leberkrebserkrankungen deutlich haufiger auf als Cholangiokarzinome
[6].

Hepatozellulare Karzinome treten in 80% aller Falle in ostasiatischen Landern und Lan-
dern sudlich der Sahara auf. In bis zu 90% der Falle entsteht ein hepatozellulares Kar-
zinom auf dem Boden einer chronischen Lebererkrankung. Wahrend in Asien und Afri-
ka vor allem chronische Hepatitis-B-Infektionen fur die Entstehung von hepatozellularen
Karzinomen verantwortlich sind, stehen in Industrielandern die Leberzirrhosen auf dem
Boden chronischer Hepatitis-C-Virus Infektionen und chronischer Alkoholerkrankungen
an erster Stelle [7].

Das Cholangiokarzinom ist der zweithaufigste primare Lebertumor. Tumore dieser Enti-
tat haben ihren Ursprung in den Gallengangsepithelien, wohingegen hepatozellulare
Karzinome ihren Ursprung in den Leberzellen nehmen. Cholangiokarzinome werden
heute ob der unterschiedlichen therapeutischen Konsequenzen in intrahepatische Cho-
langiokarzinome, Karzinome der Hepatikusgabel (Klatskin-Tumore) und extrahepati-
sche Cholangiokarzinome unterteilt [8]. Auch beim Cholangiokarzinom zeigen sich aus-
gepragte Unterschiede in der weltweiten Haufung. Dies liegt unter anderem an regiona-
len Unterschieden der Parasiten Opisthorchis viverrini und Chlonorchis sinensis, die in
Thailand bzw. Korea vermehrt auftreten und dort mit erhdhten Raten an Cholangiokar-
zinomen assoziiert werden konnten. Weitere etablierte Risikofaktoren sind die primar
sklerosierende Cholangitis, die Hepatolithiasis und Choledochuszysten. Als mogliche



Risikofaktoren fur die Entwicklung eines Cholangiokarzinom gelten chronisch virale He-

patitiden, Cholangitiden und die Leberzirrhose [9].

1.1.3 Epidemiologie, Einteilung und Risikofaktoren von primaren Lungenkrebser-

krankungen

Lungenkrebserkrankungen waren 2008 weltweit fur 13% aller Krebserkrankungen und
18% aller Krebstodesfalle verantwortlich. Lungenkrebserkrankungen sind weltweit die
haufigste krebsassoziierte Todesursache bei Mannern und die zweithaufigste bei Frau-
en [1]. In Deutschland erkrankten 2008 49.000 Menschen an einem Lungenkarzinom
und 42.000 starben daran [2]. Anhand des histopathologischen Befundes werden Lun-
genkarzinome in kleinzellige (small cell lung cancer — SCLC) und nicht-kleinzellige (non
small cell lung cancer — NSCLC) Karzinome unterteilt [10]. Dabei umfasst die Gruppe
der NSCLC mehrere Entitaten: Plattenepithelkarzinome, Adenokarzinome, grof3zellige
Karzinome und nicht anders klassifizierbare NSCLC (NSCLC-NOS). Adenokarzinome
sind mit nahezu 40% und Plattenepithelkarzinome mit 25-40% aller Lungenkrebsfalle in
den USA die haufigsten Lungentumore [10]. SCLC machen etwa 13% aller Falle aus
[11]. Rauchen ist der wichtigste Risikofaktor fur die Entwicklung eines Lungenkarzi-
noms. In den USA konnte eine klare Korrelationen zwischen Ruckgang der Zahl der
Raucher und Ruckgang der Inzidenz an Lungenkarzinomen gezeigt werden [10]. Weite-
re Risikofaktoren beinhalten die Inhalation von kanzerogenen Noxen wie Asbest oder
Dieselrul® oder Radonexposition [12].

1.1.4 Stadieneinteilung von Krebserkrankungen — die TNM-Klassifikation

Zur Einteilung von Krebserkrankungen wird heute im allgemeinen die TNM-
Klassifikation der Internationalen Union gegen Krebs (UICC) verwendet (Tabelle 1).
Aktuell ist die siebte Auflage [13]. Mittels einer Tumorformel wird das Krebsstadium er-
mittelt. Der Buchstabe T bezeichnet in dieser Tumorformel im Allgemeinen die Infiltrati-
onstiefe eines Tumors. Je nach Infiltrationstiefe erhalt der Buchstabe eine Zahl von 1
bis 4, wobei ein T4-Tumor in der Regel organuberschreitend infiltriert. Der Buchstabe N
steht fur die Lokalisation der befallenen Lymphknoten und Lymphknotenstationen und
wird mit einer Zahl von 0 bis 3 versehen. Ein Tumor mit Fernmetastasen ist ein M1-

Tumor, ein Tumor ohne Fernmetastasen erhalt die Bezeichnung MO. Die endgultige
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Tumorformel — mit Ausnahme der Fernmetastasen — wird durch den Pathologen mikro-
skopisch festgelegt. Den entsprechenden Gro3buchstaben wird ein ,p“ vorangestellt.
Zusatzlich beurteilt der Pathologe mikroskopisch die Lymphgefallinvasion und die Inva-
sion in Venolen (Buchstaben L und V). Bei Operationspraparaten wird die Infiltration
des Resektatrandes mit dem Buchstaben R bezeichnet (RO: Resektion im Gesunden,
R1: mikroskopische Tumorinfiltration des Resektatrandes, R2 makroskopische Infiltrati-
on des Resektatrandes). Letztlich erfolgt die Beurteilung der Differenzierung eines Tu-
mors (Buchstabe G): ein gut differenzierter Tumor ist in der Regel ein G1-Tumor, ein
schlecht differenzierter ein G3-Tumor.

TNM Morphologie

T1-3 Tumor in der Regel auf das Organ begrenzt
T4 Tumor Uberschreitet Organgrenze

NO Kein Lymphknotenbefall

N1/2 Regionaler Lymphknotenbefall

N3 Befall entfernter Lymphknoten

M1 Fernmetastasen

Tabelle 1: TNM Kilassifikation

FUr das histopathologische Staging gibt es fur jede Tumorentitdt genaue Vorgaben,
zum Beispiel welche Lymphknoten als regionar gelten und bei Befall mit dem Buchsta-
ben N1 bezeichnet werden. Aus der Tumorformel ergibt sich dann das UICC-Stadium
der jeweiligen Tumorart (Tabelle 2). Die Stadien werden meist von UICC | (klein, wenig
infiltrierend, keine Metastasen) bis UICC IV (Fernmetastasierung) unterteilt und erleich-
tern zum einen standardisierte Therapieentscheidungen und haben zum anderen prog-

nostische Aussagekraft [13].
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UICC-Stadium T N M

uicc o Tis NO MO
UicC | T1,T2 NO MO
uicc i T3, T4 NO MO
uicc i Jedes T N1, N2 MO
UICC IV Jedes T Jedes N M1

Tabelle 2: Ubersicht der TNM Kilassifikation fiir die einzelnen Stadien des kolorektalen Karzinoms, T:
Infiltrationstiefe, N: Nodalstadium, M: Fernmetastasen, Tis: Carzinoma in situ; nach [14].

1.1.5 Onkogenese am Beispiel des kolorektalen Karzinoms

Karzinome sind maligne Neoplasien von Epithelien. Malignitat zeichnet sich durch un-
kontrolliertes und invasives Wachstum bei Verlust von Funktion und zum Teil auch
Morphologie aus mit der zusatzlichen Maoglichkeit der Bildung von Tumorabsiedlungen
in anderen Organen (Metastasen). Dabei persistiert das bosartige Wachstum auch
nach Beendigung etwaiger auslosender Stimuli. Maligne Neoplasien sind auf Grund
ihres ungehinderten und unkontrollierten Wachstums konsumierende Erkrankungen, die
den Korper in eine katabole Stoffwechsellage versetzen und unterschiedliche Stoff-
wechselvorgange negativ beeinflussen [15].

Ein Modell zur Entstehung des kolorektalen Karzinoms wurde 1988 von Fearon und
Vogelstein beschrieben [16]. In dieser sogenannten Adenom-Karzinom-Sequenz kommt
es durch genetische Veranderungen in Zellen des normalen Dickdarmepithels zur Ent-
wicklung zunachst tubularer und villdoser Adenome und im Verlauf zur Entwicklung von
Karzinomen. Dieser multifaktorielle Prozess dauert oft mehrere Jahrzehnte und es be-
darf der Ansammlung von mehreren genetischen Veranderungen. Verantwortlich sind
vor allem Mutationen mit Aktivitatsgewinn in Onkogenen und Aktivitatsverlust in Tumor-
suppressorgenen. Fearon und Vogelstein machten zunachst 4 unterschiedliche Veran-
derungen aus, deren kombiniertes Auftreten zu einer letztendlich malignen Entartung
fuhren: Mutation des ras-Onkogens und Mutationen von Tumorsuppressorgenen auf
den Chromosomen 5q, 17p und 18q [17]. Heute weil3 man, dass nicht nur tubulare und
villose Adenome prakanzerdse Vorstufen darstellen, sondern beispielsweise auch ser-
ratierte Adenome. Weiterhin kann man heute global chromosomale Veranderungen und

12



epigenetische Modulationen von spezifischen genetischen Mutationen und Verande-

rungen in Signaltransduktionswegen unterscheiden [18].

Zu den chromosomalen Veranderungen gehoren die chromosomale Instabilitat, die zum
Beispiel in Form von Aneuploidie bei 85% aller Karzinome zu finden ist. Die genauen
molekularen Mechanismen der chromosomalen Instabilitat sind noch weitgehend unbe-
kannt. Eine weitere chromosomale Veranderung ist die Mikrosatelliteninstabilitat. Sie
wird bei 15% der kolorektalen Karzinome beobachtet. Patienten mit mikrosatellitenin-
stabilen Karzinomen haben einen Mangel an sogenannten DNA-Missmatch-
Reparaturproteinen, entweder durch somatische Mutationen oder aber bereits als
Keimbahnmutationen. Patienten mit einem Lynch-Syndrom entwickeln kolorektale Kar-
zinome bereits in fruhem Alter auf Grund von Keimbahnmutationen der Missmatch-
Reparatur-Proteine und haben fast immer mikrosatelliteninstabile Karzinome. Daneben
konnen epigenetische Veranderungen wie eine globale DNA-Methylierung oder eine
Hypermethylierung von Promotorregionen mit CpG-Inseln fur genetische Instabilitat und
Karzinogenese mitverantwortlich sein [19].

Spezifische Mutationen konnen zu Veranderungen in bestimmten Signaltransduktions-
kaskaden fuhren, die zellregulatorische Vorgange kontrollieren, welche Uberlebenswich-
tig fur Krebserkrankungen sind: Zelldifferenzierung, Zellproliferation, Apoptose, Immor-
talisierung, Invasion und Angiogenese. Dazu gehodren Mutationen im Wnt-B-Catenin
Signaltransduktionsweg, im Epidermal-Growth-Factor-Receptor-(EGFR)-Mitogen-
Activated (MAP)-Kinase-Weg, im Transforming-Growth-Factor(TGF)-g-Weg und im
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI13K) Signaltransduktionsweg.

Eine der am besten untersuchten Mutationen ist die des adenomatosen Polyposis coli
(APC)-Gens, die in 70% aller Darmkrebspatienten mit sporadischem kolorektalen Kar-
zinom und bei einer familiaren Darmkrebsentitat, der familiaren adenomatdsen Polypo-
sis (FAP), immer zu finden ist. Durch eine APC-Mutation kommt es zu einem fehlenden
Abbau von B-Catenin und einer dauerhaften Aktivierung der Wnt-B-Catenin Signal-
kaskade mit weitreichenden Folgen auf die Zellproliferation [18]. Neuere Untersuchung
lassen vermuten, dass bestimmte Gene, die fur die Aquirierung von Stammzelleigen-

schaften mitverantwortlich gemacht werden und somit fur die Immortalisierung, Entdiffe-
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renzierung und Metastasierung sowie fur Resistenzen gegenuber Zytostatika wichtig zu

sein scheinen, durch 3-Catenin reguliert werden [20].

Der TGF-B-Signaltransduktionsweg gilt als Tumorsuppressor-Weg. Mutationen konnen
entweder Rezeptoren oder intrazellulare Signaltransduktionsmolekule betreffen. Letzte-
re stehen in Zusammenhang mit der oben bereits erwahnten heterozygoten Deletion
des langen Arms von Chromosom 18. Hierdurch kommt es zum Beispiel zu einem Ver-
lust von Molekulen wie DCC und SMAD 4 [18].

Die intrazellulare Signalweiterleitung bei Aktivierung des EGF-Rezeptors erfolgt unter
anderem uber die Molekule K-ras und BRAF. K-ras gehort zur ras-Familie der Onkoge-
ne. Bereits von Fearon und Vogelstein wurden ras-Mutationen mitverantwortlich fur die
kolorektale Karzinogenese gemacht [17]. Unabhangig davon hat der K-ras Mutations-
status in der Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms in den letzten Jahren
einen enormen Stellenwert erhalten. K-ras Mutationen dienen als pradiktiver Biomarker

vor Behandlungen mit EGF-Rezeptor-Antikdrpern (siehe Kapitel 1.2.5) [21].

1.1.6 Therapie, Prognose und Pravention von Krebserkrankungen

Die Therapie von Krebserkrankungen hangt in erster Linie von der Tumorentitat ab.
Uber die Zeit haben sich unterschiedliche Therapieprotokolle fir die einzelnen Erkran-
kungen etabliert, die in Studien und durch die Hinzunahme neuer Substanzen standig
optimiert werden. Krebserkrankungen werden durch Operationen, Bestrahlung oder
medikamentose Therapien behandelt. Neben der Behandlungsmodalitat ist die Zielset-
zung der Behandlung wichtig: kann die Erkrankung geheilt werden oder handelt es sich
um eine palliative Therapie [22]. Generell gilt, dass die Primarpravention, also die Ver-
hinderung der Tumorerkrankung vor lhrer Entstehung jeder Therapie vorzuziehen ist.
Praktisch heil3t das, Risikofaktoren zu identifizieren und zu minimieren. Bei allen For-
men des Lungenkrebs zahlt dazu beispielsweise die Vermeidung des Rauchens bzw.
die Entwohnung von der Sucht [12]. Beim hepatozellularen Karzinom gilt es, eine hohe
Impfrate gegen das Hepatitis-B-Virus auch in Entwicklungslandern zu erreichen und
dem Alkoholabusus entgegenzuwirken [7]. Weiterhin ist eine im Frihstadium diagnosti-
zierte Krebserkrankung prognostisch gunstiger. Fur bestimmte Krebsarten, wie das ko-

lorektale Karzinom, haben sich daher Friherkennungsprogramme zur Primar- und Se-
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kundarpravention durchgesetzt, wie die Untersuchung des Stuhls auf okkultes Blut oder
endoskopische Vorsorgeuntersuchungen. In der Dickdarmspiegelung kdnnen noch
asymptomatische Tumore in einem fruhen Stadium gesichert werden bzw. ihre prakan-
zerdsen Vorstufen, die Adenome, abgetragen werden und manifeste Karzinome so ver-
hindert werden [23].

Ein fruh diagnostiziertes Karzinom ist meist noch klein, auf ein Organ beschrankt und
weist noch kein Metastasen auf. Es ist in einem niedrigen UICC-Stadium und oft durch
eine operative Entfernung heilbar. Demgegenuber sind Krebserkrankungen in fortge-
schrittenem Stadium einer Operation nicht zuganglich und werden mit unterschiedlichen
Protokollen einer Radio- und/oder Chemotherapie behandelt. Durch die Therapie lasst
sich zwar meist das Uberleben verlangern, eine Heilung kann aber nicht mehr erreicht
werden. Dabei ist zu beachten, dass die genetische Heterogenitat bei ein und dersel-
ben Tumorart zu unterschiedlichem Therapieansprechen auf ein bestimmtes Medika-
ment fUhren kann [24].

Schwierig werden therapeutische Entscheidung dann, wenn die Tumorentitat in einem
Organ nicht klar zuzuordnen ist. Zum Beispiel konnen Lungenrundherde ein primares
Lungenkarzinom darstellen, aber auch metastatische Lasionen eines kolorektalen Kar-
zinoms sein. Die therapeutischen Konsequenzen, aber auch die Prognose des Patien-
ten konnen grol’e Unterschiede aufweisen. Denn je nach Tumorentitat und entspre-
chender Therapie kann das Uberleben zum Teil erheblich differieren. Patienten mit ei-
nem metastasierten Kolonkarzinom (Stadium UICC |V) haben beispielsweise eine 5-
Jahresuberlebensrate von etwa 20%, wohingegen die 5-Jahresuberlebensrate aller
Lungenkrebspatienten (UICC Stadium I-1V) bei unter 15% liegt und die der Patienten
mit NSCLC mit Fernmetastasen sogar nur unter einem Prozent [22].

Insgesamt zeigt sich, dass die Prognose von Krebserkrankungen durch bessere, geziel-
tere und wenig invasive Fruherkennung erheblich verbessert wirde. Winschenswert
ware, Diagnostik und Therapie der Patienten durch eine bessere Charakterisierung der
Tumoreigenschaften zur Diskriminierung von Tumorentitaten und zur Vorhersagbarkeit
des Therapieansprechens zu optimieren: es braucht eine Verbesserung von Biomar-

kern.
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1.2 Biomarker

1.2.1 Definition

Die ,Biomarkers Definition Working Group® des National Institute of Health (NIH) der
USA hat 2001 Biomarker als objektiv messbare Eigenschaften definiert, die einen nor-
malen oder pathologischen Prozess oder das Ansprechen auf eine therapeutische In-
tervention wiederspiegeln. Ein Biomarker muss dabei nicht zwingend in funktionellem
Bezug zu der korrespondierenden Erkrankung stehen [25]. Biomarker konnen direkt am
Menschen gemessen werden, beispielsweise bei Verfahren wie dem EKG, bildgebend
bestimmt werden in radiologischen Verfahren, in korpereigenen Flussigkeiten wie Blut
oder Urin oder direkt an Zellen in Gewebsproben nachgewiesen werden [26].

1.2.2 Biomarker und Krebserkrankungen

Bei Krebserkrankungen haben sich hauptsachlich Biomarker durchgesetzt, die in Form
unterschiedlicher Moleklle — RNA, DNA, Proteine oder Stoffwechselabbauprodukte —
in Blut, Urin oder Gewebeproben nachgewiesen werden konnen [26]. Biomarker, die in
Korperflissigkeiten nachgewiesen werden konnen, werden als humorale Marker be-
zeichnet. Molekule, die in Gewebeproben zu finden sind, werden als zellulare Biomar-

ker klassifiziert.

Neben der Einteilung nach Molekulklasse oder Ursprungsort sind in der onkologischen
Diagnostik und Therapie funf Einsatzfelder von Biomarkern von Bedeutung: die Friher-
kennung von Risikogruppen, die Diagnostik einer Erkrankung, das Therapieuberwa-
chen, die Rezidivfriherkennung und die Prognosestellung [27]. Fur diese Einsatzfelder
werden im Folgenden funf Gruppen von Biomarkern unterschieden.

1.2.3 Staging-Marker

Staging-Marker haben die Fahigkeit, gesunde von kranken Prozessen abzugrenzen
oder unterschiedliche Krankheitsprozesse gegeneinander zu unterscheiden. Mit einem
Staging-Marker kann eine Verdachtsdiagnose bestatigt werden. Staging-Marker konnen
bereits in einem asymptomatischen Stadium der Erkrankung ausgepragt werden [28].

Bei Krebserkrankungen wurden eine Vielzahl solcher qualitativ diagnostischer Marker
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beschrieben. Zum Beispiel helfen unterschiedliche Verteilungsmuster der Zytokeratine
7 und 20 bei der richtigen histopathologischen Diagnostik und Differentialdiagnostik von
Metastasen kolorektaler Karzinome und primaren Adenokarzinomen der Lunge [29].
Auf Grund der erheblichen Unterschiede in der Therapie und Prognose dieser Erkran-
kungen haben Staging-Marker einen hohen Stellenwert in der Differentialdiagnostik und

Rezidivfriherkennung.

1.2.4 Screening-Marker

Ahnlich den Staging-Markern ermdglichen Screening-Marker es, einen pathologischen
von einem physiologischen Zustand zu unterscheiden. Screening-Marker sollten jedoch
zwingend in einem Fruhstadium einer Erkrankung nachweisbar sein, um eine frihzeiti-
ge Diagnose zu ermoglichen und therapeutisch eingreifen zu konnen [30]. Der einzige
Screening-Marker, der im klinischen Alltag routinemafig bestimmt wird, ist das Prosta-
ta-Spezifische Antigen (PSA) zur Friherkennung des Prostatakarzinoms. In den USA
wird Mannern generell ab einem Alter von 40 Jahren eine jahrliche PSA-Wert-Kontrolle
empfohlen. Bei steigenden PSA Werten, bzw. Werten Uber dem alterskorrigierten
Normbereich sind weitere diagnostische MaRnahmen zur Sicherung oder zum Aus-
schluss eines Prostatakarzinoms angezeigt [31].

1.2.5 Pradiktive Biomarker

Fur die Abschatzung des Therapieansprechens werden in der modernen Onkologie die
Suche und der Einsatz pradiktiver Biomarker immer wichtiger. In der Behandlung des
metastasierten kolorektalen Karzinoms konnte durch die Hinzunahme der Antikdrper
Cetuximab oder Panitumumab zur Standardchemotherapie fur einige Patienten ein
Uberlebensvorteil erzielt werden [21]. Diese Antikdrper richten sich gegen den Epider-
mal Growth Factor Rezeptor (EGFR) und zeigen nur eine Wirkung, wenn das Molekul
K-ras, welches an der Signaltransduktion durch EGFR beteiligt ist, in Wildtyp-Form vor-
liegt [32]. Patienten mit mutiertem K-ras sprechen demnach nicht auf die entsprechende
Antikorpertherapie an. Der K-ras Mutationsstatus wird heute bei Patienten mit metasta-
sierten kolorektalen Karzinomen routinemafig mitbestimmt und ist entscheidend fur
eine Therapie mit EGFR-Antikdrpern [24]. Pradiktive Biomarker spiegeln in der onkolo-
gischen Therapie den gegenwartigen Paradigmenwechsel hin zu personalisierter Medi-
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zin und individuellen Therapieschemata wieder. Neben dem k-ras Mutationsstatus beim
kolorektalen Karzinom ist beispielsweise der EGFR-Mutationsstatus beim nichtkleinzel-
ligen Lungenkarzinom therapieentscheidend bezuglich der Verwendung von sogenann-
ten ,small molecules® wie Erlotininb als Inhibitoren des EGFR [33].

1.2.6 Prognostische Biomarker

Prognostische Biomarker kdnnen den wahrscheinlichen Verlauf einer Erkrankung vor-
hersagen [30]. Die Expression eines prognostischen Biomarkers korreliert demzufolge
mit einem Uberlebensvorteil oder -nachteil. Bei Krebserkrankungen korreliert — wie
oben bereits erwahnt — ein fortgeschrittenes Tumorstadium mit einer schlechteren
Prognose. Entsprechend sind in der Literatur einige Molekule als prognostische Bio-
marker beschrieben, die mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium einhergehen. Da-
neben gibt es Markermolekdlle, die eine bessere oder schlechtere Prognose vorhersa-
gen konnen. Eine bestimmte Mutation des oben bereits erwahnten K-ras, namlich eine
Punktmutation in Codon 13 (G13D), scheint einen prognostisch ungunstigen Einfluss
auf den Verlauf von kolorektalen Karzinomen zu haben [34]. Weiterhin konnte fur kolo-
rektale Karzinome im Stadium UICC Il und Ill gezeigt werden, dass die Expression des
Zelladhasionsmolekils E-Cadherin einen Einfluss auf das Uberleben der Patienten hat.
Ein immunohistochemisch nachgewiesener Verlust von E-Cadherin korrelierte mit einer

schlechteren Prognose in diesem Patientenkollektiv [35].

1.2.7 Monitoring-Marker

Monitoring-Marker werden in der klinisch onkologischen Praxis fur eine Vielzahl von
Erkrankungen eingesetzt. Diese Marker sind meist humorale Biomarker und werden
auch als klassische Tumormarker bezeichnet [36]. Ihr Anwendungsbereich liegt in der
Therapiekontrolle und Verlaufsbeobachtung. Wichtig ist hierbei nicht der absolute Wert
des Markers im Serum sondern die Kinetik im Verlauf der Erkrankung. Ein vor Beginn
einer Therapie erhohter Wert sollte unter der Therapie — zum Beispiel Operation oder
Chemotherapie — abfallen und somit den Therapieerfolg anzeigen. Dies ist nur moglich
bei initial erhndhten Markerwerten. Da die Sensitivitat der meisten Markermolekule nicht
ausreichend hoch ist, eignen sich Monitoring Marker in der Regel nicht als Screening-
Marker [37].
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Ein bei Erstdiagnose erhohter und im Therapieverlauf absinkender Monitoring-Marker
eignet sich oft auch zur Rezidivfruherkennung. Ein Anstieg der Konzentration des Tu-
mormarkers gilt als Hinweis auf ein Rezidiv bzw. ein Fortschreiten der Erkrankung [27].
Beim kolorektalen Karzinom ist das Carcinoembryonale Antigen (CEA) ein solcher in
der klinischen Routine gebrauchlicher Monitoring-Marker [36].

1.3 Zelladhasion

Die meisten eukaryoten Zellen haben die Fahigkeit, komplexere Strukturen, vielzellige
Organismen, Gewebe und Organe zu formen. Hierfur reicht es nicht aus, dass Zellen
nur aneinander haften. Vielmehr mussen Zellen gleichsam miteinander und mit der sie
umgebenden extrazellularen Matrix interagieren. Sie gewinnen so die Moglichkeit, im
Verband dreidimensionale Strukturen zu schaffen. Diese Interaktionen werden unter
dem Begriff der Zelladhasion zusammengefasst. Dabei stellt die Zelladhasion nicht nur
den ,Klebstoff dar, der Zellen zusammenhalt, sondern ist auch fur eine Vielzahl weite-
rer Vorgange verantwortlich. Dazu zahlen beispielsweise morphoregulatorische Vor-
gange, wie Gewebedifferenzierung und -erhalt [38] oder Vorgange bei der Immunant-
wort [39].

1.3.1 Zelladhasionsmolekiile und lhre Einteilung

Fur die Zelladhasion sind unterschiedliche Proteine verantwortlich, die auf der Oberfla-
che von Zellen exprimiert werden. Die meisten dieser Zelladhasionsmolekule lassen
sich entsprechend ihrer Struktur in vier Hauptfamilien einteilen: Integrine, Selektine,
Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie und Mitglieder der Cadherin-Superfamilie
(Abbildung 1). Daneben gibt es einige nicht zuzuordnende Molekule mit adhasiven Ei-
genschaften [40] und die beiden kleineren Gruppen der Syndekane [41] und Disintegri-
ne [42]. Neben den strukturellen Eigenschaften lassen sich Zelladhasionsmolekule
auch entsprechend lhrer Bindungseigenschaften einteilen. Zum einen erfolgt die Eintei-
lung entsprechend dem Einfluss von Erdalkaliionen auf die Interaktion (Ca2+ -abhangige
und -unabhangige Interaktion). Zum anderen wird eine homotypische Interaktion (Inter-
aktion gleicher Molekule) von einer heterotypischen Interaktion (Interaktion verschiede-
ner Molekule) unterschieden [43, 44].
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Strukturell bestehen Zelladhasionsmolekule aus einem extrazellularen und einem intra-
zellularen Teil unterschiedlicher Grolde, die Uber einen transmembranaren Teil mitei-
nander verbunden sind. Viele Zelladhasionsmolekile interagieren intrazellular mit wei-
teren Molekulen und sind dartuber an der Regulierung des Cytoskeletts sowie an kom-
plexen intrazellularen Signaltransduktionskaskaden beteiligt [45].

A CUu D

Abbildung 1: Schematische Ubersicht der Gruppen von Zelladhasionsmolekiilen: Integrine beste-
hend aus alpha- und beta- Untereinheiten mit heterotypischer Interaktion (A), Selektine mit heterotypi-
scher Interaktion (B), Ig-CAMs mit homotypischer Interaktion (C) und Cadherine mit homotypischer
Interaktion (D) [46].

Integrine sind Glykoproteine der Zelloberflache, die vor allem fur die Interaktion von Zel-
len mit Proteinen der extrazelluldren Matrix verantwortlich sind. Sie vermitteln eine Ca®*
-abhangige, heterotypische Interaktion, sind intrazellular mit dem Cytoskelett verbunden
und sind daruber an der Signaltransduktion beteiligt [47].

Die Gruppe der Selektine besteht aus drei Molekulen, dem P-, E-, und L-Selektin. Se-
lektine sind ebenfalls Glykoproteine die eine heterotypische, Ca2+—abhéngige Interaktion
von Zellen vermitteln. Selektine sorgen fur die Adhasion von Leukozyten an Endothe-
lien und sind somit entscheidend an Entzindungsprozessen wie auch der primaren
Immunantwort beteiligt [45, 48].
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Die Immunglobulin-Superfamilie (IgCAM) ist eine heterogene Gruppe von Zelladhasi-
onsmolekulen, die sich strukturell durch eine oder mehrere Immunglobulin-Domanen
(lg-Domanen) ahneln. Je nach Molekll vermitteln einzelne Vertreter dieser Gruppe
Ca**-unabhangige homo- oder heterotypische Interaktionen. Die IgCAMs sind zum Bei-
spiel an der Immunantwort beteiligt und wichtig fur die neuronale Entwicklung in kom-

plexen Organismen [45].

1.3.2 Die Cadherin-Superfamilie

Die Cadherin-Superfamilie ist eine gro3e Gruppe zu der beim Menschen aktuell mehr
als 80 unterschiedliche Molekule gehoren. Cadherine sind Transmembranproteine, die
in der Regel eine homotypische und Ca**-abhangige Interaktion erméglichen. Der ext-
razellulare Bereich dieser Molekule ist durch eine mehrfache Wiederholung von Cadhe-
rin-typischen homologen Aminosauresequenzen gekennzeichnet, den sogenannten
,cadherin-repeats oder Cadherin-Domanen. Diese extrazellularen Cadherin-Domanen
(EC-Domanen) bestehen jeweils aus etwa 110 Aminosauren und bilden strukturell defi-
nierte Einheiten. Zwischen den einzelnen EC-Domanen befinden sich die hochkonser-

vierten Calciumbindungsstellen [49].

Entsprechend bestimmter Strukturmerkmale wird die grof3e Cadherin-Superfamilie in
mehrere Subfamilien unterteilt, darunter die klassischen und desmosomalen Cadherine
sowie Protocadherine und 7D-Cadherine (Abbildung 2)[50, 51].

Klassische Cadherine wurden ursprunglich nach den Geweben benannt, in denen sie
hauptsachlich exprimiert werden, beispielsweise E-Cadherin (epitheliales Cadherin) in
Epithelien, N-Cadherin (neuronales Cadherin) im Nervengewebe oder VE-Cadherin

(vaskulo-endotheliales Cadherin) in Endothelien [52].

Klassische Cadherine gehoren zu den am besten charakterisiertesten Cadherinen. Sie
bestehen aus funf extrazellularen EC-Domanen, einer Transmembrandomane und ei-
ner cytoplasmatischen Domane aus etwa 150 Aminosauren mit hochkonservierten Ab-
schnitten [53]. Sie sind entscheidend an der Ausbildung der Zonulae adherentes (Ad-

herens junctions) beteiligt, die wiederum eine Stabilisierung von Zellverbanden bewir-
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ken. Die Zonula adherens trennt zudem die Plasmamembran der Zelle in einen apika-

len und basolateralen Teil und fuhrt somit zu einer Polarisierung der Zelle [54].

Klassische Desmosomale Proto- 7-Domaéanen-
Cadherine Cadherine Cadherine Cadherine

Abbildung 2: Ubersicht (iber die Cadherin-Subfamilien mit intrazellularen Interaktionspartnern, EZ:
extrazellular, TM: transmembrands, ZP: zytoplasmatisch. Adaptiert aus [55].

Dies geschieht uber die Interaktion der cytoplasmatischen Doméane der klassischen
Cadherine mit Proteinen der Armadillo Familie: B-Catenin, Plakoglobin und p120-
Catenin. Hiertuber wird eine indirekte Verbindung zum Aktincytoskelett der Zelle erreicht
[49]. Zum anderen stehen Mitglieder der Subfamilie der klassischen Cadherine auch
uber B-Catenin mit dem Wnt-Signaltransduktionsweg in Verbindung, der die Zellprolife-

ration und viele weitere zellregulatorische Vorgangen kontrolliert [45].

Desmosomale Cadherine sind am Aufbau der Desmosomen beteiligt. Sie werden in
Desmogleine und Desmocolline unterteilt. Beim Menschen sind bislang vier Desmog-
lein- und drei Desmocollin-Gene bekannt [49]. Strukturell bestehen desmosomale Cad-
herine aus funf EC-Domanen, die eine hohe Sequenzahnlichkeit zu denen der klassi-
schen Cadherine aufweisen. Demgegenuber unterscheiden sich desmosomale Cadhe-
rine von klassischen Cadherinen durch ihre cytoplasmatische Doméane. Dort interagie-
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ren desmosomale Cadherine Uber die Armadillo-Proteine Plakoglobin und Plakophilin
mit dem Intermediarfilament [56]. Desmosomale Cadherine werden in Geweben expri-
miert, die mechanischem Stress ausgesetzt sind, beispielsweise dem Herzmuskelge-
webe oder mehrschichtigen Epithelien, wie der Haut [49]. Es wird vermutet, dass des-
mosomale Cadherine neben ihren adhasiven Funktionen auch an regulatorischen und

Differenzierungsvorgangen insbesondere der Epidermis eine Rolle spielen [57].

Protocadherine bestehen aus sechs oder sieben EC-Domanen und einer cytoplasmati-
schen Domane, die nicht homolog zu der klassischer Cadherine ist. Protocadherine
wurden initial im Zentralnervensystem beschrieben [58]. Mit mehr als 70 Vertretern ist
die Gruppe der Protocadherine die grof3te Subfamilie der Cadherine. 52 der humanen
Protocadherine sind in drei verschiedenen Genclustern arrangiert und werden als a-, 3-
und y-Protocadherine klassifiziert. Daneben gibt es die sogenannten ungeclusterten
Protocadherine [59]. Cytoplasmatische Interaktionspartner sind neben der in Abbildung
2 dargestellten Fyn-Tyrosinkinase auch das Adapterprotein disabled 1 und die protein
phosphatase 1 [60]. Protocadherine und ihr Expressionsmuster scheinen einen Einfluss
auf das Uberleben und die synaptische Organisation von Nervenzellen zu haben [59].

Namensgebend fur die 7D-Cadherine sind die sieben EC-Domanen dieser Subfamilie.
Die beiden Vertreter dieser Gruppe sind LI-Cadherin (liver-intestine cadherin, Cadherin
17) und Ksp-Cadherin (kidney specific cadherin, Cadherin 16) [61]. Neben den sieben
EC-Domanen besitzen die 7D-Cadherine eine nur kurze cytoplasmatische Doméane aus
25 Aminosauren, die nicht an das Cytoskelett bindet [62, 63]. Die Vertreter der 7D-
Cadherine werden in den renalen bzw. intestinalen Epithelien mit E-Cadherin coexpri-
miert, sind aber nicht co-lokalisiert: 7D-Cadherine werden nicht in den Zonulae ad-
herentes exprimiert, sondern an der lateralen Zellmembran [64, 65] (Abbildung 3). Auf

LI-Cadherin wird in Kapitel 1.4 naher eingegangen.

1.3.3 Cadherine und Krebserkrankungen am Beispiel von E-Cadherin

Das klassische Cadherin E-Cadherin gehort zu den am besten untersuchten Cadheri-
nen. E-Cadherin wird physiologischerweise in epithelialen Geweben exprimiert [66]. E-
Cadherin exprimierende Zellen und Gewebe zeigen einen epitheloiden Phanotyp mit

gering invasivem Potential. Im Gegensatz zu gesunden Zellen weisen Tumorzellen
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nicht nur eine Entdifferenzierung vom Ausgangsgewebe auf, sondern auch die Fahig-
keit zu invasivem Wachstum und unter Umstanden sogar zur Metastasierung. Ver-
schiedene Studien konnten in der Progression von gesundem Gewebe Uber prakan-
zerose Vorstufen bis hin zum manifesten Krebs zeigen, dass eine zunehmende Entdif-
ferenzierung der Zellen hin zu einem fibroblastoiden Phanotyp und eine Zunahme des
migratorischen Potentials der entarteten Zellen mit einer Abnahme der E-Cadherin Ex-
pression korrelieren. Einige Zellen, bei denen die E-Cadherin-Expression gezielt blo-
ckiert wurde, gewannen migratorische Eigenschaften und verloren ihr epitheloides Aus-
sehen. Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass eine Induktion von E-Cadherin in
bestimmten entdifferenzierten Zelllinien die Fahigkeit zu invasivem Wachstum senkte
[66, 671].

Bereits Anfang der 90er Jahre konnte E-Cadherin als potentieller Biomarker in unter-
schiedlichen Karzinomen etabliert werden. Dabei zeigten kolorektale Karzinome,
Mammakarzinome, Prostatakarzinome, Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Halsbe-
reichs sowie Magenkarzinome eine positive Korrelation zwischen Entdifferenzierung
und Herabregulierung von E-Cadherin. Aul3erdem war die Expression von E-Cadherin
in einigen der o.g. Tumorentitaten, insbesondere bei kolorektalen Karzinomen, in fort-
geschritteneren Stadien mit invasiverem und metastatischem Wachstum deutlich gerin-
ger als in lokal begrenzten Karzinomen. In Plattenepithelkarzinomen von Kopf und Hals
war das Rezidivrisiko nach kurativer Operation bei E-Cadherin-negativen Tumoren
deutlich erhoht [67]. In familiaren Magenkarzinomen, vor allem im diffusem hereditaren
Magenkarzinom, konnten Keimbahnmutationen von E-Cadherin in 30% der Familien
identifiziert werden [68]. E-Cadherin besitzt somit ein weitreichendes Potential als Bio-
marker. Neben E-Cadherin zeigen auch eine Vielzahl anderer Cadherine und Zelladha-
sionsmolekule unterschiedliche Expressionsmuster in malignen Neoplasien. In Karzi-
nomen wird der Verlust des epitheloiden Phanotyps mit einer Steigerung der migratori-
schen und invasiven Fahigkeiten von Zellen als Epithelial-mesenchymale Transition
bezeichnet. Dieser Prozess ist nicht nur wahrend der Karzinogenese zu beobachten,
sondern physiologischerweise auch in der Ontogenese wahrend der Gastrulation. Wah-
rend der Entstehung des Mesenchyms kommt es zu einer Herabregulierung der E-
Cadherin Expression und einer Expression von N-Cadherin. Auch in der Karzinogenese
kann bei vielen Tumoren eine de-novo Expression von N-Cadherin beobachtet werden.
Dieser Vorgang wird auch als Cadherin-switch bezeichnet [69]. Auf molekularer Ebene
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sind unterschiedlichen Mechanismen fur den Verlust von E-Cadherin identifiziert wor-
den. Dazu zahlen der Verlust der Heterozygotie, inaktivierende Mutationen, Hochregu-
lierung von E-Cadherin Repressoren oder epigenetische Phanomene wie eine Hyper-
methylierung des E-Cadherin Promoters [70].

1.4. LI-Cadherin

LI-Cadherin wurde erstmals 1994 als erster Vertreter der 7-D-Cadherine in der Leber
und im Darm der Ratte identifiziert und dementsprechend als ,Liver-intestine cadherin®
benannt [71]. Das Gen fur das humane LI-Cadherin liegt auf dem langen Arm von
Chromosom 8. Das Protein hat ein Molekulargewicht von etwa 120 kDa. Im Jahre 1997
folgte die Klonierung der humanen cDNA des LI-Cadherins [72] und 2001 die Klonie-
rung des murinen LI-Cadherins [65]. Die Expressionsmusteranalysen beim Menschen
zeigten eine auf den gesamten Darm begrenzte Expression von LI-Cadherin bei im
Vergleich zur Ratte fehlender Expression in der Leber [72]. Auf zellularer Ebene wird LI-
Cadherin an den lateralen Zellmembranen der Enterozyten exprimiert, mit Ausnahme
der Zonulae occludentes et adherentes und der Desmosomen [55] (Abbildung 3). Wird
die Expression von LI-Cadherin in nicht-polarisierten Zellen induziert, so zeigen diese
Zellen im Verlauf einen epitheloiden Phanotyp und aggregieren in etwa gleichem Aus-
malfd wie bei einer induzierten Expression von E-Cadherin [62]. Im Gegensatz zu klassi-
schen Cadherinen tritt der Verlust der zelladhasiven Eigenschaft bei einem Abfall der

extrazellularen Kalziumkonzentration unter 0,7 mmol/l sehr plotzlich ein [73].

Ein weiterer Gegensatz zu klassischen Cadherinen ist die fehlende Bindung der kurzen,
aus 25 Aminosauren bestehenden cytoplasmatischen Domane des LI-Cadherins an
Catenine, das Aktincytoskelett oder andere Proteine. Die zelladhasiven Eigenschaften
von LI-Cadherin sind somit unabhangig von intrazellularen Interaktionen [63].

Die Regulation der Transkription des LI-Cadherin-Gens hangt vor allem vom Kaudalen-
Homeobox-Protein 2 (Cdx2) ab. Cdx2 ist fur eine Vielzahl von Genen im gesamten
Darm ein wichtiger Transkriptionsfaktor und wird mitverantwortlich fur die unterschiedli-
che Differenzierung des Epithels in unterschiedlichen Teilen des Darmes gemacht [74].
Der LI-Cadherin-Promoter besitzt Cdx2-response-Elemente. In Zellkulturexperimenten
konnte eine Induktion der LI-Cadherin Expression durch Cdx2 erreicht werden [75].
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Umgekehrt konnte kurzlich durch eine Blockade von Cdx2 und den Hepatocyte nuclear

factor 1 alpha (HNF1a), fir den es ebenfalls Bindungsstellen im LI-Cadherin-Promoter

gibt, mit Hilfe von small interfering RNA (siRNA) eine Herunterregulation von LI-

Cadherin erreicht werden [76].

1.4.1 LI-Cadherin als Biomarker bei Krebserkrankungen

Neben der physiologischen Expression im menschlichen Darm konnte 2001 erstmals
eine ektope Expression von LI-Cadherin in Magenkarzinomen vom intestinalen Typ
gezeigt werden. Zusatzlich zeigte sich bereits in der prakanzerésen Vorstufe solcher
Karzinome, der intestinalen Metaplasie, eine starke Expression von LI-Cadherin. In
diesem Kontext wurde LI-Cadherin erstmals als moglicher Staging-Biomarker und als
potentieller zellularer Screening-Marker vorgeschlagen [77]. Im duktalen Adenokarzi-
nom des Pankreas konnte ebenfalls eine ektope LI-Cadherin Expression demons-
triert werden. In einer Studie mit 101 Patienten korrelierte der Grad der LI-Cadherin-
Expression positiv mit der Differenzierung der Tumore und dem Uberleben der Pati-
enten. Die Autoren sahen das Potential eines moglichen prognostischen Biomarkers
[78]. Auch im HCC wurde in einer Kohorte von 18 Patienten eine cytoplasmatische
Expression von LI-Cadherin bei 15 Patienten immunhistochemisch nachgewiesen
und LI-Cadherin als Staging-Marker vorgeschlagen [79]. Kurzlich konnte erstmals
eine ektope LI-Cadherin-Expression in Cholangiokarzinomen und intraepithelialen
Gallengangslasionen bei an Cholangiokarzinomen erkrankten Patienten festgestellt
werden [80].
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Abbildung 3: Schematische Darstellung (A) und elektronenmikroskopische Aufnahme (B) von be-
nachbarten Enterozyten mit Immunogoldpartikel markiertem LI-Cadherin. LI-Cadherin findet sich an
den lateralen Zellmembranen mit Ausnahme der adherens junctions (aj), tight junctions (tj) und Des-
mosomen. Aus [81].

Bezuglich der Korrelation der LI-Cadherin-Expression und einer moglichen Fernmetas-
tasierung ist die Datenlage widerspruchlich: zwei Arbeitsgruppen konnten eine Korrela-
tion zwischen verminderter LI-Cadherin-Expression und vermehrter Lymphknotenmeta-
stasierung ausmachen, einmal bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen [82] und in
einer anderen Arbeit bei Patienten mit Magenkarzinomen [83]. Im Gegensatz dazu stell-
te eine andere Arbeitsgruppe bei Patienten mit Magenkarzinomen eine positive Korrela-
tion zwischen einer Uberexpression von LI-Cadherin und gesteigerter Lymphknotenme-
tastasierung fest [84]. In der intestinalen Metaplasie und im Magenkarzinom zeigte sich
weiterhin eine starke ektope Co-Expression der sonst nur im Darm exprimierten Protei-
ne Cdx2 und LI-Cadherin [85].

Die Expression von LI-Cadherin in unterschiedlichen Stadien von kolorektalen Karzi-
nomen und insbesondere in Fernmetastasen ist somit noch nicht eindeutig geklart.
Ebenso fehlen systematische Analysen zur Expression von LI-Cadherin in primaren

Leber- und Lungentumoren.
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1.5 Fragestellung

Das mit LI-Cadherin an intestinalen Epithelien co-exprimierte, aber nicht co-lokalisierte
E-Cadherin zeigt in fortgeschrittenen Stadien kolorektaler Karzinome eine deutlich ver-
minderte Expression. Fur LI-Cadherin konnte in einer Arbeit beim kolorektalen Karzi-
nom eine Korrelation von verminderter Expression im Primartumor und erhohter
Lymphknotenmetastasierung beobachtet werden.

Daher stellt sich die Frage:

Ist die Expression von LI-Cadherin in fortgeschrittenen Stadien des kolorektalen

Karzinoms und in kolorektalen Fernmetastasen vermindert?

Wahrend fur das hepatozellulare Karzinom eine eindeutige Expression von LI-Cadherin
gezeigt werden konnte und LI-Cadherin als Staging-Biomarker vorgeschlagen wurde,
ist die Datenlage zur ektopen LI-Cadherin Expression im Cholangiokarzinom dinn. In
intraepithelialen Gallengangslasionen von Patienten mit Cholangiokarzinomen konnte
eine Expression von LI-Cadherin immunhistochemisch nachgewiesen werden. In die-
ser Arbeit soll nun in unterschiedlichen Entitdten von Cholangiokarzinomen systema-
tisch die Fragen beantwortet werden:

Gibt es eine ektope Expression von LI-Cadherin in Cholangiokarzinomen?

Gibt es Potential fiir LI-Cadherin als Biomarker in Cholangiokarzinomen?

Die histopathologische Differentialdiagnose kolorektaler Fernmetastasen von Primartu-
moren ist insbesondere in der Lunge nicht immer trivial. In der Leber ist zu vermuten,
dass eine verminderte Expression von LI-Cadherin in kolorektalen Fernmetastasen bei
der vorbeschriebenen Expression im hepatozellularen Karzinom Potenzial fur die Dis-
kriminierung dieser Tumorentitaten birgt. Gleiches soll in Lungenkarzinomen und kolo-
rektalen Lungenmetastasen untersucht werden.

Kann LI-Cadherin als zellularer Staging-Marker zur Diskriminierung kolorektaler
Leber- und Lungenmetastasen und Primartumore in Leber und Lunge eingesetzt

werden?
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Das Kaudale-Homeoboxprotein-2 (Cdx2) wurde in mehreren Arbeiten als notwendiger
Transkriptionsfaktor fur eine LI-Cadherin Expression postuliert. Demzufolge ist auch bei
ektoper Expression von LI-Cadherin eine Co-Expression von LI-Cadherin zu erwarten.
Diese Hypothese soll bestatigt werden.

Werden LI-Cadherin und Cdx2 immer co-exprimiert?
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2 Patienten, Material und Methoden

2.1 Gewebeproben

Ein Teil der Gewebeproben wurden als Kryogewebeproben (fresh frozen samples) aus
der Klinik fur Viszeral-, Thorax-, Gefall- und Transplantationschirurgie am Campus
Virchow-Klinikum der Charité, Universitatsmedizin Berlin, zur Western Blot Analyse zur
Verfugung gestellt. Kryogewebeproben wurden postoperativ in flussigem Stickstoff ge-
froren und dann bei -80° C gelagert.

Zur immunhistochemischen Analyse wurde ein Teil der Proben aus der Probensamm-
lung des Instituts fur Pathologie des Campus Charité Mitte, Charite, Universitatsmedizin
Berlin, als formalinfixiertes, paraffineingebettetes Gewebe in Form von Paraffinblocken
zur Verfugung gestellt.

SchlieBlich wurden Proben zur immunhistochemischen Analyse in Form von tissue-
micro-arrays (TMAs) von der Firma Oligene GmbH, Berlin, beschafft. Analog zu der
1986 erstmals beschriebenen und 1998 verbesserten Methode von Battifora [86, 87]
wurden aus formalinfixierten und paraffineingebetteten Gewebeproben unterschiedli-
cher Tumore aus den Archiven des Instituts fur Pathologie der Charité, Universitatsme-
dizin Berlin, bis zu 86 reprasentative Stanzzylinder mit einem Durchmesser von 1,5 - 2
mm und einer Schichtdicke von 4 ym auf einen Objekttrager gesetzt. Die Diagnosen der
einzelnen Proben sowie klinische Angaben wurden histopathologisch gesichert und
vom Hersteller bereitgestellt.

Wahrend die meisten Patientenproben zufallig ausgewahlt wurden, handelte es sich bei
zwei Kollektiven zu Klatskin-Tumoren bzw. intrahepatischen Cholangiokarzinomen um

gezielt ausgewahlte und bereits zuvor beschriebene Kollektive.

Von allen Patienten lag ein schriftliches Einverstandnis zur wissenschaftlichen Verwen-

dung der Proben vor.

Im Folgenden werden die Details der Proben an Hand der untersuchten Tumorentitaten
aufgefuhrt.
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2.1.1 Proben aus Diinn- und Dickdarm, Kolonadenome, kolorektalen Karzinomen
und deren Fernmetastasen

Kryogewebe von 9 Patienten mit gesichertem kolorektalen Karzinom und von einem
Patienten mit krebsfreier Resektion zur Positivkontrolle wurde zur Western Blot Analyse
aus der Kiinik fur Viszeral-, Thorax-, Gefal3- und Transplantationschirurgie am Campus

Virchow-Klinikum der Charité, Universitatsmedizin Berlin, zur Verfigung gestellt.

Normales Dunndarmgewebe eines Patienten sowie normales Dickdarmgewebe von 16
Patienten, Gewebe von 15 Patienten mit tubulovillosen Adenomen des Kolons und Ge-
webe von 76 Patienten mit primaren kolorektalen Karzinomen wurde in Form von TMAs
von der Firma Oligene bezogen. Von allen Patienten mit kolorektalen Karzinomen wa-

ren Alter und Geschlecht sowie das UICC-Stadium der Tumore bekannt.

Gewebeproben von 15 Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen und von 4 Patien-
ten mit kolorektalen Lungenmetastasen wurden ebenfalls in Form von TMAs bezogen.
Von 4 Patienten mit Lebermetastasen lag Gewebe des Primartumors vor. Zusatzlich
wurden von 13 Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen und von 14 Patienten mit
kolorektalen Lungenmetastasen Paraffinblocke aus dem Institut fur Pathologie der Cha-
rité, Universitatsmedizin Berlin erhalten. Auch bei diesen Patienten waren Alter und Ge-
schlecht bekannt (Tabellen 3 und 4).

Normale Kolonmucosa Kolorektale Adenome

Gesamtzahl 16 15

Alter (Median) 65 67
(Von-Bis) (43-89) (28-79)

Mannlich:Weiblich 9:7 9:6

Tabelle 3: Alter und Geschlechterverteilung formalinfixierter, paraffineingebetteter Proben der Patienten
mit normalen Kolongewebeproben und kolorektalen Adenomen.
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Kolorektale Karzi- Kolorektale Le- Kolorektale

nome bermetastasen Lungenmetasta-

sen

Gesamtzahl 76 28 18

Medianes Alter 72 61 65

(Von-Bis) (36-96) (36-86) (56-76)

Mannlich:Weiblich 30:46 16:12 10:8

UicC | 14 - -

uiccli 17 - -

uicC Il 31 - -

uiCcC IV 14 28 18

Tabelle 4: Alter und Geschlechtsverteilung formalinfixierter, paraffineingebetteter Proben der Patienten
mit primaren kolorektalen Karzinomen, kolorektalen Lebermetastasen und kolorektalen Lungenmetasta-
sen.

2.1.2 Lebergewebe und hepatozellulare Karzinome

Kryogewebeproben von 10 Patienten mit gesichertem hepatozellularen Karzinom wurde
zur Western Blot Analyse von der Gewebebank der Klinik fur Viszeral-, Thorax-, Gefal-
und Transplantationschirurgie am Campus Virchow-Klinikum der Charité, Universitats-
medizin Berlin, zur Verfugung gestellt.

Von 21 Patienten wurden Paraffinblocke mit gesichertem hepatozellularen Karzinom
zur immunhistochemischen Analyse aus dem Institut fur Pathologie der Charité erhal-
ten. Die Probe eines Patienten mit hepatozellularem Karzinom sowie Gewebe von 22
Patienten mit nicht kanzerdsem Leberbefund wurde als TMA von der Firma Oligene
bezogen. Alter und Geschlecht der Patienten sowie der Differenzierungsgrad der Karzi-
nome lagen vor (Tabelle 5).

32



Lebergewebe Hepatozellulare

Karzinome
Gesamtzahl 22 22
Medianes Alter 66 61
(Von-Bis) (35-83) (33-75)
Mannlich:Weiblich 13:9 10:12
G1 7
G2 9
G3 6

Tabelle 5: Alter und Geschlechterverteilung formalinfixierter, paraffineingebetteter Proben der Patienten
mit normalem Lebergewebe und hepatozellularen Karzinomen.

2.1.3 Cholangiokarzinome

Von 54 Patienten wurde Gewebe in Form von TMAs von der Firma Oligene bezogen.

Alter und Geschlecht der Patienten lagen vor (Tabelle 6).

Lebergewebe Cholangiokarzinome (TMA)
Gesamtzahl 22 54
Medianes Alter 66 61
(Von-Bis) (35-83) (35-83)
Mannlich:Weiblich 13:9 29:25

Tabelle 6: Alter und Geschlechtsverteilung formalinfixierter, paraffineingebetteter Proben von Patienten
mit gesundem Lebergewebe und Cholangiokarzinomen.

Zur weiteren Untersuchung wurde ein Kollektiv von 60 Patienten mit gesichertem Cho-
langiokarzinomen der Hepatikusgabel (Klatskin-Tumore) aus dem Archiv des Instituts
fur Pathologie der Charité herausgesucht. Diese Patienten wurden zwischen Januar
1996 und Dezember 2002 in kurativer Intention ohne vorangegangene neoadjuvante
Chemotherapie in der Klinik fur Viszeral-, Thorax-, Gefal- und Transplantationschirur-
gie am Campus Virchow-Klinikum der Charité operiert. Keiner der Patienten starb im
postoperativen Verlauf. Von den 60 Patienten wurden 22 (36%) mit einer rechtsseitigen
Trisektorektomie mit Vena portae Resektion versorgt, 16 (27%) mit einer anatomischen
oder erweiterten rechtsseitigen Hemihepatektomie mit oder ohne V. portae Resektion,
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18 (30%) mit einer anatomischen oder erweiterten linksseitigen Hemihepatektomie mit
oder ohne V. portae Resektion und 4 (7%) mit einer hilaren Resektion. Alle Patienten
hatten bei Diagnosestellung einen nicht Uber die Organgrenzen hinaus inflitrierenden
Tumor und keine Fernmetastasen. Das mediane follow-up lag bei 28 Monaten (3-107
Monate). Bei 32 der 60 Patienten traten im Verlauf Rezidive auf und 31 Patienten star-
ben wahrend der follow-up Periode an lhrem Tumorrezidiv. Bei 27 Patienten lag ein
Lokalrezidiv oder eine Peritonealkarzinose vor, wahrend bei 5 Patienten Fernmetasta-
sen diagnostiziert wurden. Bei 9 Patienten mit Lokalrezidiv lagen zusatzlich Fernmeta-
stasen vor. Die klinischen Charakteristika dieses Patientenkollektivs inklusive Gesamt-
Uberleben und krankheitsfreiem Uberleben wurden an anderer Stelle bereits beschrie-
ben [88] und sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

Ein weiteres Kollektiv bestand aus einer Auswahl von Patienten mit gesicherten intra-
hepatischen Cholangiokarzinomen. Das zugehorige Gesamtkollektiv wurde ebenfalls
zuvor beschrieben [89]. Die Proben der Patienten dieses Kollektivs wurden aus dem
Archiv des Instituts fur Pathologie der Charité, Berlin, herausgesucht. Von den 110 Pa-
tienten wurden 88 (80%) in der Klinik fur Viszeral-, Thorax-, Gefal3- und Transplantati-
onschirurgie am Campus Virchow-Klinikum der Charité mittels Hemihepatektomie, er-
weiterter Hemihepatektomie oder Trisektorektomie und 22 (20%) mit atypischen Leber-
teil- und Segmentresektionen operativ versorgt. Bei 69 (63%) Patienten lag eine RO
Resektion vor, wahrend bei 41 (37%) die Resektionsrander mikroskopisch oder makro-
skopisch nicht tumorfrei waren und somit hier nicht von einer kurativen Resektion aus-

gegangen werden konnte. Die Patientencharakteristika sind in Tabelle 8 aufgeflhrt.
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‘ Klatskin Tumore

Gesamtzahl 60
Alter (Median) 61,5

(von-bis) (42-80)
Mannlich:Weiblich 30:30
Infiltrationsgrad

T2 21 (35%)

T3 39 (65%)
Lymknotenbefall

NO 36 (60%)

N1/2 24 (40%)
Differenzierungsgrad

G1 7 (12%)

G2 39 (65%)

G3 14 (23%)
Zahl der Rezidive 32 (53,3%)
Gesamtiiberleben (OS) in%

1-Jahr 75,9%

3-Jahre 49,9%

5-Jahre 31,9%
Krankheitsfreies Uberleben (DFS) in %

1-Jahr 64,2%

3-Jahre 36,4%

5-Jahre 30,3%

Tabelle 7: Patientencharakteristika der Patienten mit Klatskin-Tumoren.
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Intrahepatisches Cholangiokarzinome

Gesamtzahl 110
Alter (Median) 61

(von-bis) (36-81)
Mannlich:Weiblich 48:62
Infiltrationsgrad

T 60 (55%)

T2 43 (39%)

T3 7 (6%)

T4 0 (0%)
Lymphknotenbefall

NO 61 (55%)

N1/2 49 (45%)
Differenzierungsgrad

G1 2 (2%)

G2 75 (68%)

G3 33 (30%)
Resektionsrander

RO 69 (63%)

R1 30 (27%)

R2 11 (10%)
Zahl der Rezidive 69 (63%)
Gesamtiiberleben (OS) in%

1-Jahr 54,8%

3-Jahre 23,3%

5-Jahre 16,4%
Krankheitsfreies Uberleben (DFS) in %

1-Jahr 43,3%

3-Jahre 20,6%

5-Jahre 18,3%

Tabelle 8: Patientencharakteristika der Patienten mit intrahepatischen Cholangiokarzinomen
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2.1.4 Lungenwebe und Lungenkarzinome

Gewebeproben von 54 Patienten mit Lungenkarzinomen wurde in Form eines TMAs
von der Firma Oligene bezogen. Hierbei handelte es sich um Proben von 27 Patienten
mit Adenokarzinomen der Lunge, 22 Patienten mit Plattenepithelkarzinomen der Lunge
und 4 Patienten mit kleinzelligen Karzinomen der Lunge. Zusatzlich waren von 3 Pati-
enten gesunde Vergleichsproben auf dem TMA. Alter und Geschlecht der Patienten

sowie Tumorformel und Differenzierungsgrad der Karzinome waren bekannt. Keines

der untersuchten Karzinome hatte Fernmetastasen aufzuweisen.

Gesundes PEC Adenokarzi-
Lungengewebe nom

Gesamtzahl 3 4 22 27
Alter (Median) 70 60 62 62
(von-bis) (46-70) (563-65) (49-76) (35-77)
Mannlich:Weiblich 2:1 4:0 18:4 19:8
Infiltrationsgrad

T 2 1

T2 2 18 18

T3 0

T4 0
Lymphknotenbefall

NO 2 15 13

N1/2 1 7 13
Differenzierungsgrad

G1 -- 0 1

G2 -- 15 11

G3 -- 7 15

Tabelle 9: Ubersicht und Verteilung der Patientencharakteristika der Patienten mit Lungenkarzinomen,
SCLC: kleinzelliges Lungenkarzinom, PEC: Plattenepithelkarzinom.
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2.2 Materialen

2.2.1 Tissue-Microarrays

- Human Tissue Microarray Colon UICC (Lot 051P270504.06-07)

- Human Tissue Micorarray Colon Carcinoma (Lot 015P170703.25-26)
- Human Tissue Microarray Lung Carcinoma (Lot 019P170703.17)

- Human Tissue Microarray Cholangiocarcinoma (Lot 037P220104.08)

Alle Tissue Microarrays (TMA) wurden von Oligene, Berlin bezogen.

2.2.2 Antikorper

- Polyklonaler Kaninchen-anti-hLI-Cadherin Antikorper K2101 (Wendeler, 2003, [81])

- Polyklonaler Ziege-anti-hLI-Cadherin Antikdrper SC 6978 (Santa Cruz, USA)

Beide Antikorper waren gegen die zytoplasmatische Domane des humanen LI-

Cadherins gerichtet

- Monoklonaler Maus-anti-hCdx2 Antikorper Mu392UC (BioGenex, USA)

- Polyklonaler Schwein-anti-Kaninchen Antikorper, HRP konjugiert (Dako, Hamburg)

- Polyklonaler Kaninchen-anti-Ziege Antikorper, HRP konjugiert (Dako, Hamburg)

- Polyklonaler MultiLink Antikorper (Schwein-anti-Kaninchen Schwein-anti-Maus,
Schwein-anti-Ziege), Biotin konjugiert (Dako, Hamburg)

2.2.3 Verbrauchsmaterialen und Puffer

- Acrylamid , RotiphoreseR Gel 30, 30% Acrylamid (Roth, Karlsruhe)

- Ammoniumpersulfat (APS, Sigma, Taufkirchen)

- BioMax-Film (Eastmann-Kodak, Rochester, NY, USA)

- Bovines Serum Albumin (BSA, Sigma, Taufkirchen)

- Citratpuffer: 1,8 % (v/v) 0,1 mM Citronensaure; 8,2 % (v/v) 0,1 M Natriumcitrat; pH 6

- Coomassie Brilliant Blue R250 (BioRad, Munchen)

- Coomassie Farbelosung: 50 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v) Essigsaure; 0,025 % (w/v)
Coomassie Brilliant Bue 250

- Filterpapier Whatmann ® 3MM (Whatmann International Ltd, Maidstone, GB)

- Hybond-P-Membran, PVDF-Membran (Amersham Biosciences, USA)
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- Lammli-Puffer: 62,5 mM Tris/HCI, pH 6,8; 3% (w/v) SDS; 5% (w/v) 2-Mercaptoethanol;
10% (w/v) Glycerin, 0,025 mg/ml Bromphenolblau

- Mayers Hamalaun (Sigma, Taufkirchen)

- PBS (phosphate buffered saline): 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 1,4 mM KH2POy; 4,3
mM NaxHPO4+7H,0; pH 7,4

- Ponceau S (Sigma, Taufkirchen)

- Proteinase Inhibitor Cocktail, PIC (Roche, Mannheim)

- Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris/HCI pH 6,8, 0,4% SDS

- SDS-7B Molekulargewichtstandard (Sigma, Taufkirchen)

- SDS-Laufpuffer: 0,3 % (w/v) Tris/HCI pH 8,8; 1,44 % (w/v) Glycin; 0,1 % (w/v) SDS

- TBS (tris buffered saline): 25 mM Tris/HCI pH 7,4; 137 mM NacCl; 2,7 mM KCI

- TBS-T (tris-buffered-saline-Tween): 25 mM Tris/HCI pH 7,4; 137 mM NacCl; 2,7 mM
KCI; 0,05 % Tween 20

- TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethyl-Ethylendiamin, BioRad, Minchen)

- Trenngelpuffer (4x): 1,5 M Tris/HCI pH 8,8; 0,4% (w/v) SDS

- Triton X-100 (Sigma, Tauffkirchen)

- Tween 20 (Polyoxyethylensorbitanmonolaurat, Sigma Taufkirchen)

Alle anderen Standardlaborchemikalien wurden von den Firmen Sigma (Taufkirchen),

Roth (Karlsruhe) und Merck (Darmstadt) bezogen.

Kits:

- BCA Protein Assay Reagents (Pierce, Weisskirchen)

- ECL plus Western Blotting detection Kit (Amersham Biosciences, USA)
- Biotin Blockierungssystem X0590 (DakoCytomation, Hamburg)

- LSAB Kit KO679 (DakoCytomation, Hamburg)

2.2.4 Gerate

- Brutschrank B 6060 (Heraeus-Christ, Hanau)
- Einmalskalpell (Braun Melsungen)
- Douncer 2 ml (Braun, Melsungen)

- Lichtmikroskop (Carl-Zeiss, Jena)
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- Multiplate Reader (Dynatech, Guernsey, UK)

- Mini-Protean || Kammer (BioRad, Minchen)

- Mini-Trans-Blot (BioRad, Munchen)

- Objekttrager, beschichtet (52024, Dako, Hamburg)

- Tischzentrifuge 5402, temperierbar (Eppendorf, Hamburg)

- Thermostat plus (Eppendorf, Hamburg)

- Schlittenmikrotom (Leica, Wetzlar)

- Ultra-Tiefkuhltruhe U54285 (New Brunswick Scientific, Labotec Gottingen)

2.3 Methoden

Die LI-Cadherin Expression in den unterschiedlichen Gewebeproben wurde mittels
Western Blot und Immunhistochemie analysiert. Beide Methoden werden im Folgenden
beschrieben.

2.3.1 Herstellung von Gewebelysaten

Gewebelysate zur Western Blot Analyse wurden analog der von Wendeler beschriebe-
nen Methode angefertigt [81]. Die bei -80°C gelagerten Kryogewebsproben wurden in
gefrorenem Zustand mit einem Einmalskalpell zerkleinert. In einem 2 ml Douncer wur-
den 1 ml PBS mit 0,1% Triton X-100 mit PIC (Roche, Mannheim) vorgelegt. Es wurden
etwa 80 mg des zerkleinerten Tumorgewebes Uberfuhrt und aufgeschlossen. Die Lysa-
te wurden dann bei 4°C und 12.000 x g Uber 25 Minuten zentrifugiert. Die Uberstande
wurden in frische Reaktionsgefalde uberfuhrt und standen fur die weitere Verarbeitung
zur Verfugung. War eine weitere Verarbeitung nicht unverzuglich moglich, so wurden
die aliquotierten Proteinlysate in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80° C ge-

lagert.

2.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BCA-Assays

Um gleiche Mengen an Proteinen von unterschiedlichen Proben mittels SDS-PAGE zu
analysieren, wurden die Konzentration der Proteine in den Organlysaten mit Hilfe der
Bicinchoninsauremethode (BCA) ermittelt [90]. Bei dieser Methode macht man sich zu

Nutze, dass Proteine in saurem Milieu Cu?*-lonen zu Cu*-lonen reduzieren. Letztere
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bilden mit Bicinchon einen violetten Komplex. Die Menge dieses Farbstoffkomplexes
kann photometrisch bei 570 nm gemessen werden. Die Reagenzien fur die Durchfuh-
rung des Experiments entstammten dem gebrauchsfertigen BCA Protein Assay Kit
(Pierce, Weisskirchen). Die Reaktion fand in Mikrotiterplatten statt. Zu 10 yl des Pro-
teinlysates wurden 200 pl des BCA Reagens pipettiert. Die Ansatze wurden anschlie-
Rend fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Proteinkonzentration der Proben wurde mit
Hilfe einer Kalibrierungsgeraden ermittelt. Letztere wurde durch paralleles Pipiettieren
von im Kit enthaltenen BSA-Standards erstellt. Das Auslesen der Mikrotiterplatte erfolg-
te photometrisch in einem Multiplate Reader (Dynatech, Guernsey, UK).

2.3.3 SDS-PAGE

Die in den Organlysaten enthaltenen Proteine wurden an Hand ihres relativen Moleku-
largewichts mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) aufgetrennt [91]. Die Nat-
rium-Dodecylsulfat (SDS) Molekule besetzen dabei die Proteine proportional zur Anzahl
ihrer Aminosauren mit negativen Ladungen, so dass in einem elektrischen Feld die Auf-
trennung nach Ladung und letztendlich nach GroRRe der Proteine erfolgen kann. Die
Auftrennung erfolgte mit Polyacrylamid-Sammelgelen von 4,5% und Trenngelen von
7,5% in einer Mini-Protean || Kammer (BioRad, Munchen) mit den Maflen 80 mm x 55
mm x 0,75 mm (Breite x HOhe x Tiefe).

4,5 % Sammelgel 7,5 % Trenngel

30% Polyacrylamid 0,375 ml 1,25 ml
4x Sammelgelpuffer 0,625 ml -
4x Trenngelpuffer - 1,25 ml
TEMED 1,5 ul 3 ul
30% APS 5ul 10 pl
ddH2o ad 3 ml ad 5 mi

Tabelle 10: Pipettierschema fiir Trenn- und Sammelgele zur SDS-PAGE

Die Proben wurden mit 4fach-konzentriertem Laemmli-Puffer versetzt und fur 5 min auf
96°C erhitzt. Danach erfolgte das Auftragen der Proben in die durch einen Kunststoff-
kamm (12 Zacken) im Sammelgel vorgegeben Taschen, welche zuvor mit SDS-
Laufpuffer gespult wurden. Die erste Tasche des Gels wurde dabei mit einem Moleku-
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largewichtstandard (Sigma, Taufkirchen) beladen. Das Probenvolumen betrug pro Ta-
sche maximal 15 pl. Die Elektrophoresekammer wurde ebenfalls mit SDS-Laufpuffer
gefullt. Die Elektrophorese erfolgte initial mit einer Stromstarke von 15 mA und nach
Erreichen des Trenngels durch die Proben mit 20-25 mA fur ca. 75 Minuten. Dabei war
auf eine Hochstspannung von 250 Volt zu achten.

Zum Nachweis der erfolgreichen SDS-PAGE konnten die Proteinbanden mittels
Coomassiefarbung sichtbar gemacht werden. Das Gel wurde dazu in Coomassie-
Farbelosung 10 Minuten auf einem Schuttler gefarbt. Anschlieliend wurde das Gel in
einer Entfarberlosung (50% (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsaure) behandelt, bis die
Banden im Gel klar zu erkennen waren. Ein Erhitzen in der Mikrowelle und ein Kunst-

stoffschwamm im Entfarber beschleunigten den Entfarbevorgang.

2.3.4 Ubertragen von Proteinen auf eine PVDF-Membran

Vom ungeférbten und unfixierten Gel erfolgte die Ubertragung der Proteine auf eine
Polyvinylidenfluorid-Membran (Hybond-P-Membran, Amersham, Freiburg) analog der
von Towbin et al. und Rennert et al. beschriebenen Methoden [92, 93]. Dazu wurde das

,Blotsandwich® wie in Abbildung 4 schematisch gezeigt aufgebaut.

Vor Aufbau des Blotsandwichs erfolgte die Aktivierung der PVDF-Membran in Metha-
nol. Der Proteintransfer fand in einer Mini Trans Blot Apparatur (BioRad, Munchen)
statt. Das Blotsandwich wurde dazu an beiden Seiten durch kleine Kunststoffschwam-
me stabilisiert. FUr den Proteintransfer wurden 1,2 mA pro Quadratzentimeter zu Gber-

tragende Flache angelegt, in der Regel 65 mA fur 90 Minuten.
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K-Puffer

Gel

[ Membran ]

—_— A2-Puffer

A1-Puffer

Abbildung 4: Aufbau des ,Blotsandwich®, die Linien zeigen die in den jeweiligen Puffern getrankten
Filterpapierlagen. K-Puffer: 25 mM Tris, 40 mM 6 Amino-n-caproische Saure, 10% (v/v) Methanol; A1
Puffer: 300 mM Tris, 10% (v/v) Methanol, A2 Puffer: 25 mM Tris, 10% (v/v) Methanol.

Durch die Ponceau-Farbung konnten die auf die PVDF-Membran Ubertragenen Protei-
ne reversibel sichtbar gemacht werden. Dazu wurde die Membran maximal eine Minute
in Ponceau S geschwenkt. Nach dreimaligem Waschen der Membran in dH20 Uber je-
weils 5 Minuten auf einem Schuttler verschwandt die Hintergrundfarbung und die ge-
farbten Banden wurden sichtbar. Die Banden des Molekulargewichtsstandards konnten
nun mit einem Stift eingezeichnet werden. Durch dreimaliges Waschen der Membran in

TBS wurde die Ponceau-Farbung rickgangig gemacht.

2.3.4 Immundetektion von LI-Cadherin mittels Western Blot

Die auf die PVDF-Membran Ubertragenen Proteine wurden durch eine enzymgekoppel-
te Antikdrperreaktion sichtbar gemacht [92, 93]. Die Membranen wurden zunachst mit
einem spezifisch gegen LI-Cadherin gerichteten Antikorper inkubiert. Danach erfolgte
die Inkubation mit einem Sekundarantikorper aus einer anderen Spezies, der gegen
den Primarantikorper gerichtet war und mit Meerrettichperoxidase (HRP — horse rad-
dish peroxidase) konjugiert war. Durch Umsetzung eines luminiszierenden Substrates
an der Stelle der Bindung des Sekundarantikorpers durch die Peroxidase kam es zu
einer Lichtemission die auf einem Rontgenfilm detektiert werden konnte (Abbildung 5).
Die Hinzunahme eines HRP-konjugierten Antikorpers sparte das direkte Konjugieren

der Primarantikorper mit HRP und sorgte zusatzlich fur eine geringe Signalverstarkung.

Die Immundetektion wurde mit dem ECL-plus Western Blotting Detection Kit (Ame-
rsham Pharmacia Biotech, Freiburg) analog des Herstellerprotokolls durchgefuhrt. Zu-
nachst wurde die PVDF-Membran nach dem Proteintransfer vom Gel 30 Minuten im
Trockenschrank bei 37° C getrocknet. Dann wurde die Membran fur eine Stunde in
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Blockpuffer (5% Magermilchpulver in TBS-T) inkubiert, um unspezifische Bindungen zu
blocken. Wie alle folgenden Inkubations- und Waschschritte erfolgte auch das Blocken
der Membran auf einem Schuttler. Danach wurde die Membran zweimal in TBS-T ge-
spult. Als nachstes erfolgte die Inkubation mit dem Primarantikorper (anti-hLI-Cadherin
K2101 und anti-hLI-Cadherin SC 6974, Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg) fur eine
Stunde (Verdunnungen siehe Tabelle 11). Nach zweimaligem Spulen mit TBS-T wurde
die Membran einmalig in TBS-T fur 15 Minuten und im Anschluss zweimal 5 Minuten
gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit einem Sekundarantikorper fur eine
Stunde. Die Spul- und Waschschritte wurden wie nach Inkubation mit dem Primaranti-
korper wiederholt. Die ECL-plus Detektions-Losung wurde im Verhaltnis 40:1 aus den
mitgelieferten Komponenten A und B hergestellt und die Membran wurde 5 Minuten mit
ihr inkubiert (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg). Nach Abtropfen der ECL-plus
Reagenz erfolgte das Einkleben der Membran in eine Filmkassette. Der in der Dunkel-

kammer eingelegte Rontgenfilm wurde fur 30 Sekunden bis maximal 10 Minuten belich-

tet und anschlieffend entwickelt.

Antikorper Verdiinnung
Anti-h-LI-Cadherin K2101 1:10.000
Anti-hLI-Cadherin SC 6978 1:1.000
Schwein-anti-Kaninchen, HRP konjugiert 1:10.000
Kaninchen-anti-Ziege, HRP konjugiert 1:10.000

Tabelle 11: Antikérperverdiinnungen der im Western Blot eingesetzten Antikorper
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Abbildung 5: Schema der Antikérperbindung im Westernblot. Der Primarantikdrper (blau) bindet das
Antigen. Der Sekundarantikdrper (griin) bindet an den Primarantikérper und ist mit einer Meerrettich-
peroxidase konjugiert. HRP: Meerrettichperoxidase.

Zum Vergleich der Sensitivitat der beiden gegen die cytoplasmatische Domane des
humanen LI-Cadherin gerichteten Antikorper wurden definierte Gesamtproteinmengen
einer Positivkontrollen (Dickdarmgewebe) mittels Western Blot analysiert. Es wurden 10
Mg, 1 pg und 0,1 pg Gesamtprotein aus Dickdarmgewebe elektropheretisch aufgetrennt

und mittels der angegebenen Antikérperverdinnungen untersucht.

Desweiteren wurden alle Kryogewebeproben von kolorektalen Karzinomen und hepato-
zellularen Karzinomen qualitativ auf die Expression von LI-Cadherin mit dem sensitive-

ren der beiden Antikorper untersucht.

2.3.5 Immunhistochemie

Wie beim Western Blot werden auch bei der Immunhistochemie Proteine mittels eines
spezifisch bindenden Antikorpers visualisiert. Dies geschieht jedoch am histologischen
Praparat, wodurch die genaue Lokalisation von Proteinen im Gewebe maoglich ist und
bestimmte Proteine bestimmten Zellen zugeordnet werden kénnen. Ahnlich der unter
2.3.5 beschriebenen Methode wird auch bei der Immunhistochemie ein Sekundaranti-
korper aus einer anderen Spezies eingesetzt. Dieser ist jedoch in dem hier angewende-
ten Protokoll nicht mit HRP konjugiert, sondern mit Biotin (Vitamin B7). Biotin wiederum
hat eine hohe Affinitat zu Streptavidin. Letzteres kann bis zu vier Biotinmolekule binden.

Hierdurch kommt es zu einer Signalverstarkung. Das eingesetzte Streptavidin ist mit
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einer Meerrettichperoxidase konjugiert. Durch Umsetzung eines Chromogens, in die-
sem Fall 3,3’-Diaminobenzidin kommt es zu einer braunlichen Farbung an den Orten
des gebundenen und HRP-konjugierten Streptavidins (Abbildung 6). Diese immunhisto-
chemische Methode wird auch als ,labelled-streptavidin-biotin“-Methode (LSAB) be-
zeichnet [94]. Die Immunhistochemie wurde in dieser Arbeit zur Detektion von LI-
Cadherin in verschiedenen Gewebeproben und zur Evaluation als moglicher zellularer
Biomarker verwendet. Bei der Farbung der Cholangiokarzinomproben war Dr. Corinna
Dietel, Universitatsklinikum Leipzig, behilflich.

In den folgenden Kapiteln werden die einzelnen Schritte der immunhistochemischen
Analyse dargelegt.

Strept-
\ avidin

AN
—

Abbildung 6: Schema der LSAB- Methode in der Immunhistochemie: an ein Antigen bindet ein Pri-
marantikoérper (blau), daran wiederum bindet ein biotinylierter Sekundarantikdrper (griin). Das Biotin
wird nun von HRP konjugiertem Streptavidin gebunden. B7: Biotin (Vitamin B7), HRP: Meerrettichper-
oxidase.

2.3.6 Probenvorbereitung

Schneiden
Von den als Paraffinblocken vorliegenden Proben wurden zunachst histologische
Schnitte angefertigt. Dazu wurde der Paraffinblock in ein Schlittenmikrotom eingespannt
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und mit einer Einmalklinge in 3 um dicke Serienschnitte geschnitten. Diese wurden im
Wasserbad auf Objekttrager (Dako, Hamburg) aufgezogen und uber Nacht bei 37° C im
Trockenschrank getrocknet. Fur eine bessere Haftung bei der Antigendemaskierung
war die Anwendung beschichteter Objekttrager hilfreich.

Entparaffinieren

Die zu untersuchenden Objekttrager wurden in Glaskuvetten zweimal 10 Minuten in
Xylol und anschlieRend in einer absteigenden Alkoholreihe zweimal 10 Minuten in
100% Ethanol und dann jeweils 10 Minuten in 70% Ethanol, 50% Ethanol und dH,0O

entparaffiniert.

Antigendemaskierung

Unter der Vorstellung einer Quervernetzung von Proteinen im Zuge der Fixierung von
Geweben mit Formalin wurde vor Applikation der Antikorper eine Antigendemaskierung
in einer Mikrowelle in einem Citratpuffer (pH 6) durchgefuhrt [95, 96]. Zunachst wurden
200 ml des Citratpuffers 2 Minuten ohne Objekttrager bei 600 Watt im Mikrowellenofen
erhitzt. Dann wurden die Objekttrager im vorgewarmten Puffer (200 ml) zweimal 5 Mi-
nuten bei 600 Watt erhitzt. Zwischendurch wurde verdampfter Citratpuffer nachgefullt.
Anschlieliend wurden die Objekttrager zunachst 10 Minuten im Puffer belassen, bevor
sie vor der weiteren Bearbeitung mindestens 10 Minuten in dH,O lagen.

2.3.7 Block-Schritte

Endogene Peroxidasen

Um eine spezifischere Farbung zu erreichen, wurden endogene Peroxidasen mit H»O,
in 3% Methanol fur 5 Minuten geblockt. Die Reagenz daflir war im angewendeten
LSAB-Kit (Dako, Hamburg) enthalten. Dieser Schritt verhinderte, dass es bei der Um-
setzung des Substrates im letzten Schritt des Farbeprotokolls durch die an Streptavidin
gebundene HRP zu unspezifischen Farbungen durch im Gewebe madglicherweise noch
aktive endogene Peroxidasen kam. Nach Behandlung mit der Reagenz wurden die Ob-
jekttrager mit den Gewebeproben 5 Minuten in TBS gewaschen.
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Endogenes Biotin und Biotinblock

Einige Gewebe, zum Beispiel Lebergewebe, sind reich an Biotin. Dies fuhrt in der an-
gewendeten LSAB-Methode oft zu falsch-positiven Ergebnissen durch eine unspezifi-
sche Farbung im Zytoplasma der Zellen. Das zur Signalverstarkung eingesetzte Strep-
tavidin bindet nicht nur an das Biotin des Sekundarantikorpers, sondern ubiquitar an im
Gewebe verfugbares Biotin. Zur Verringerung solcher Farbeartefakte wurden die Ge-
webeproben vor Inkubation mit dem Primarantikdrper 10 Minuten mit Biotin behandelt.
Danach wurden sie mit TBS gespult um anschlielend 10 Minuten mit Streptavidin be-
handelt zu werden. Im Gewebe verfugbares Biotin war nun bereits gebunden. Das
Uberschussige Streptavidin wurde zunachst mit TBS abgespult. Anschliefiend erfolgt
ein Waschritt Uber 10 Minuten in TBS. Zum Vergleich der Hintergrundfarbung wurden
die HCC Proben mit und ohne Biotinblockschritt gefarbt [97].

Unspezifische Bindungen
Ahnlich dem Western Blot Protokoll wurden unspezifische Bindungen mittels einer 15
minutigen Inkubation in TBS mit 1% BSA durchgefuhrt. Anschlielend wurden die Pro-

ben einmalig in TBS gespult und 5 Minuten in TBS gewaschen.

2.3.8 Applikation der Antikorper

Die Primarantikorper wurden in TBS mit 1% BSA wie in Tabelle beschrieben verdunnt.
Die Inkubationszeit betrug 20 Minuten. Zwischen den einzelnen Schritten wurden die
Proben jeweils einmal in TBS gespult und anschlieBend 5 Minuten in TBS gewaschen.
Nach Applikation des Primarantikorpers schloss sich die Anwendung des biotinylierten
Multi-Link-Sekundarantikorpers fur 20 Minuten an, der sowohl gegen Ziegen-, Maus, als
auch Kaninchen-Primarantikorper gerichtet war und unverdinnt entsprechend den
Empfehlungen des Herstellers eingesetzt wurde. Danach kam das HRP-konjugierte
Streptavidin (Inkubationszeit 20 Minuten) zum Einsatz. Schlie3lich wurden die Prapara-
te fur maximal 5 Minuten mit 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) zu Visualisierung inkubiert.
Danach wurden die Proben mit dH,O ausgiebig gespdilt.
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Antikorper Verdiinnung

Anti-h-LI-Cadherin K2101 1:1.000
Anti-h-LI-Cadherin SC 6978 1:100
Anti-hCdx2 Mu392Uc 1:100

Tabelle 12: Antikérperverdinnungen der Primarantikérper in der Immunhistochemie

2.3.9 Gegenfarbung und Eindeckeln

Die gefarbten Schnitte wurden mit Hamatoxylin gegengefarbt und anschlielend zu-
nachst mit Leitungswasser gespult und mit dH20 fur 5 Minuten gewaschen. Es erfolgte
nun die Bearbeitung der Proben in einer aufsteigenden Alkoholreihe (50%, 70%, zwei-
mal 100% Ethanol, zweimal Xylol). AnschlieRend wurde das glycerolhaltige Eindeck-
medium (Shandon Mounting Medium, Gerhard Menzel, Braunschweig) appliziert und
die Proben mit einem Deckglasschen versehen. Nach Trocknen des Eindeckmediums
Uber Nacht konnten die Proben ausgewertet werden.

2.3.10 Auswertung

Die Proben wurden mit Hilfe eines Lichtmikroskops (Carl-Zeiss, Jena) ausgewertet.
Proben wurden als positiv aufgefasst, wenn sie eine der Lokalisation der untersuchten
Proteine entsprechende Lokalisation im Gewebe aufwiesen: bei LI-Cadherin an den
Plasmamembranen, bei Cdx2 im Zellkern. Daneben wurde sowohl die Intensitat als
auch die Zahl der gefarbten Zellen in einem Gewebeausschnitt bewertet. In 25-facher
Vergroflerung wurde zunachst der Ausschnitt mit der grof3ten Farbeintensitat heraus-
gesucht. Anschlieend erfolgte in 100- und 200facher VergroRerung die genauere Mik-
roskopie. Bei fehlender Farbung wurde die Gewebeprobe mit einer ,0“ bewertet, bei
geringer Farbung (bis 50% der Zellen) mit einer ,1“ (niedrige Farbeintensitat), bei Far-
bungen von 50-75% der Zellen mit einer ,2 (mittlere Farbeintensitat) und bei 75-100%
mit einer ,3" (starke Farbeintensitat).

Fur die weitere statistische Auswertung werden die Proben mit mittlerer und starker

Farbeintensitat als ,eindeutig positiv zusammengefasst. Somit gab es drei Gruppen:
,negativ‘, ,geringe Expression® und ,hohe Expression®.
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Die Daten wurden mit Hilfe der Software SPSS ausgewertet. Fur kategorische Varia-
beln kam der chi-Quadrat Test und der exakte Test nach Fisher, fur kontinuierliche Va-
riablen der Wilcoxon Test zur Anwendung. Zur Analyse von Uberlebensdaten diente der
log-rank Test. Ein Unterschied galt als Signifikant bei einem p < 0,05. Die statistische
Analyse wurde mit der freundlichen Unterstutzung von PD Dr. Reinhard Gel3ner und PD

Dr. Armin Thelen, Uniklinik Leipzig, durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

Zunachst werden in diesem Kapitel die Ergebnisse der LI-Cadherin Expression in kolo-
rektalen Karzinomen und Fernmetastasen kolorektaler Karzinome in Leber und Lunge
vorgestellt. Danach folgen die Ergebnisse zur Expression von LI-Cadherin in Cholangi-
okarzinomen. Im Anschluss werden die Expressionsanalysen von LI-Cadherin im he-
patozellularen Karzinom sowie bei Krebserkrankungen der Lunge dargestellt. Dabei
steht die Fragestellung, in wieweit LI-Cadherin ein moglicher zellularer Staging-
Biomarker fir kolorektale Karzinommetastasen sein kann im Vordergrund. Abschlie-

Rend folgen die Ergebnisse der Co-Expressionsanalysen von LI-Cadherin und Cdx2.

3.1 LI-Cadherin Expression in kolorektalen Karzinomen und kolorektalen Fernme-
tastasen

Die vorliegenden Charakteristika der Patienten mit gesunden und kranken Proben des
Darmes sind in Kapitel 2.1.1 aufgefuhrt.

3.1.1 Immunhistochemie von normalem lleum- und Kolongewebe

Mit dem Antikoérper K2101 lie® sich LI-Cadherin in normalem lleum- und Kolongewebe
wie erwartet membranstandig in den entsprechenden Epithelien anfarben (Abbildung
7).

7h200 m 5

Abbildung 7: Normale lleumschleimhaut gefarbt gegen LI-Cadherin mit dem Antikérper K2101 mit
membranstandiger Farbung der epithelialen Zellen, in Ubersichts- (A) und AusschnittsvergréfRerung

(B).
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3.1.2 Vergleich der LI-Cadherin Expression in kolorektalen Adenomen und Karzi-

nomen

Eine Ubersicht der Ergebnisse zu den immunhistochemischen Untersuchungen in den
Proben aus normaler Kolonschleimhaut, kolorektalen Adenomen und primaren kolorek-

talen Karzinomen ist in Tabelle 13 und Abbildung 8 zu sehen.

Von den 16 untersuchten Patienten mit normalem Kolongewebe und von den 15 unter-
suchten Patienten mit Adenomen im Dickdarm zeigten alle Proben eine hohe Expressi-
on von LI-Cadherin mit mehr als 50% positiven Zellen. Von den untersuchten Proben
der 76 Patienten mit primaren kolorektalen Karzinomen waren die Proben von 68 Pati-
enten stark positiv (89,5%), von 5 Patienten schwach positiv (6,6%) und von 3 Patien-
ten (3,9%) negativ.

Fur E-Cadherin konnte in der Progression kolorektaler Karzinome stadienabhangig eine
Abnahme der zellularen Expression gezeigt werden [67]. Um Hinweise Uber eine Ab-
nahme der Expression von LI-Cadherin in der Progression kolorektaler Karzinome zu
erhalten wurden nun alle LI-Cadherin positiven kolorektalen Karzinome mit den korres-
pondierenden Adenomen verglichen. Hierbei zeigte sich kein signifikanter Unterschied
in der Expression von LI-Cadherin in kolorektalen Adenomen und kolorektalen Karzi-
nomen (p=0,419). Trotz spezifischer, membranstandiger Farbungen der funf Proben mit
schwacher Expression, wurden diese in einem nachsten Schritt zur statistischen Aus-
wertung als LI-Cadherin negativ gewertet. Auch bei Zusammenfassung der schwach
positiven und der negativen Proben zeigte sich keine signifikante Abnahme der LI-
Cadherin-Expression in der Progression von Adenom zu Karzinom (p=0,174).
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Normale Kolon- Kolorektale Kolorektale

mucosa Adenome Karzinome
Gesamtzahl 16 15 76
LI-Cadherin Expres-
sion
Negativ -- - 3 (3,9%)
Gering -- - 5 (6,6%)
Hoch 16 (100%) 15 (100%) 68 (89,5%)

Tabelle 13: LI-Cadherin Expression in normaler Kolonmucosa, kolorektalen Adenomen und kolorektalen
Karzinomen.

Abbildung 8: Normales Kolongewebe (A, B) und kolorektales Karzinom UICC Il (C,D). Beide gezeig-
ten Proben wurden als stark positiv bewertet.
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3.1.3 Stadiumabhangige LI-Cadherin Expression in primaren kolorektalen Karzi-

nomen

In einem nachsten Schritt wurde nun die LI-Cadherin-Expression in kolorektalen Karzi-
nomen entsprechend ihres UICC-Stadiums ausgewertet.

Die Verteilung der LI-Cadherin-Expression in Bezug zum UICC Stadium ist in Tabelle
14 und Abbildung 9 aufgeflhrt. Insgesamt zeigten sich in den UICC Stadien I-Ill min-
destens 90% der untersuchten Proben hochgradig LI-Cadherin positiv. Demgegenuber
lag der Anteil LI-Cadherin positiver Tumore in UICC Stadium IV bei 72%.

Zur statistischen Analyse wurde die LI-Cadherin Expression in metastasierten Stadien
also UICC Ill und UICC IV mit den nicht-metastasierten Stadien verglichen. In den Sta-
dien UICC Ill und UICC IV standen 3 LI-Cadherin negative Tumore 42 positiven Tumo-
ren gegenuber, wahrend in den Stadien UICC | und Il alle 31 Proben LI-Cadherin posi-
tiv waren. Der Unterschied der LI-Cadherin Expression war statistisch nicht signifikant
(p=0,266). Wie in Kapitel 3.1.2 wurden zur weiteren Auswertung LI-Cadherin negative
und niedrig exprimierende Tumore zusammengefasst und mit den stark LI-Cadherin
exprimierenden Tumoren verglichen. Auch hierbei zeigte sich keine statistisch signifi-
kant Assoziation (p=0,085).
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Abbildung 9: Relative Verteilung der LI-Cadherin Expression in unterschiedlichen UICC-Stadien pri-
mar kolorektaler Karzinome. Eine negative bzw. geringe LI-Cadherin Expression ist in metastasierten
Stadien (UICC Il und V) nicht-signifikant haufiger als in nicht metastasierten Stadien. Insbesondere in
UICC Stadium IV ist der relative Anteil hoch-LI-Cadherin exprimierender Karzinome geringer.
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LI-Cadherin UICC | UiCC Il UICC 1lI UICC IV

Expression

negativ 0 0 1 2
gering 1 0 2 2
hoch 13 17 28 10

Tabelle 14: Absolute Verteilung der LI-Cadherin Expression in unterschiedlichen Stadien kolorektaler
Karzinome.

LI-Cadherin ist sowohl im gesunden Gewebe des Dickdarms als auch in pathologisch
verandertem Kolongewebe hochgradig exprimiert. Es zeigt sich lediglich eine Tendenz
zu einer Abnahme der LI-Cadherin Expression in den Stadien UICC Il und insbesonde-
re in Stadium IV.

3.1.4 LI-Cadherin Expression in kolorektalen Fernmetastasen

Analog der reduzierten Expression von E-Cadherin in fortgeschrittenen Stadien kolorek-
taler Karzinome und kolorektaler Karzinommetastasen, wurde auch fur LI-Cadherin eine
verminderte Expression in kolorektalen Fernmetastasen angenommen. Entgegen die-
ser Hypothese zeigten alle Proben der 28 untersuchten Patienten mit kolorektalen Le-
bermetastasen eine hochgradige LI-Cadherin Expression (Tabelle 15, Abbildung 10).
Bei 15 von 18 Patienten (83,3%) mit Lungenmetastasen kolorektaler Karzinome zeigte
sich eine starke LI-Cadherin Expression, bei einem Patienten (5,6%) eine schwache
und bei 2 Patienten (11,1%) keine LI-Cadherin Expression.

Kolorektale Leber- Kolorektale Lungenme-

metastasen tastasen
Gesamtzahl 28 18
LI-Cadherin Expression
Negativ -- 2 (11,1%)
Gering -- 1(5,6%)
Hoch 28 (100%) 15 (83,3%)

Tabelle 15: LI-Cadherin Expression in Leber- und Lungenmetastasen kolorektaler Karzinome.
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Somit konnte hier eine hohe LI-Cadherin-Expression in kolorektalen Fernmetastasen
nachgewiesen werden. Von 4 Patienten existierte sowohl Gewebe von Primartumoren
als auch von korrespondierenden Lebermetastasen. Bei allen 4 Patienten zeigte sich
eine hochgradige Expression von LI-Cadherin sowohl in den Primartumoren als auch in

den zugehdrigen Lebermetastasen.
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Abbildung 10: Hochgradige LI-Cadherin Expression in kolorektalen Metastasen der Leber (A) und der
Lunge (B).

3.2 LI-Cadherin Expression im Cholangiokarzinom

3.2.1 Immunhistochemische Analyse der Proben des Tissue-Micro-Arrays

Zur Analyse der LI-Cadherin Expression in Cholangiokarzinomen wurden zunachst die
Proben der Patienten auf dem Tissue-Microarray (TMA, Oligene, Berlin) untersucht. Bei
bislang dunner Datenlage bezuglich der Expression von LI-Cadherin in Cholangiokarzi-
nomen ging es bei diesen Proben um eine rein qualitative Analyse der LI-Cadherin-
Expression. Als Vergleichsgewebe dienten 22 Proben gesunder Leber, die ebenfalls auf
einem TMA vorlagen.

In keiner der 22 Proben aus normalem Lebergewebe konnte — wie erwartet — LI-
Cadherin nachgewiesen werden. Demgegenuber zeigten insgesamt 17 von 54 Patien-
tenproben (31,5%) mit Cholangiokarzinomen eine LI-Cadherin Expression. Diese war
bei 12 Patienten (22,2%) stark und bei 5 Patienten (9,3%) schwach ausgepragt (Tabelle
16).
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Lebergewebe Cholangiokarzinome

(TMA)
Gesamtzahl 22 54
LI-Cadherin Expression
Negativ 22 (100%) 37 (68,5%)
Gering -- 5 (9,3%)
Hoch -- 12 (22,2%)

Tabelle 16: LI-Cadherin Expression in Cholangiokarzinomen des Tissue Microarrays (TMA)

3.2.2 LI-Cadherin Expression in Klatskin-Tumoren

Nach dem generellen Nachweis der LI-Cadherin-Expression in einigen Cholangiokarzi-
nomen wurden zwei gut definierte Kollektive mit bekannten Daten zu Gesamtuberleben,
krankheitsfreiem Uberleben und Rezidivraten zum Einen von Patienten mit Cholangio-
karzinomen der Hepatikusgabel (Klatskin-Tumore) und zum anderen von Patienten mit

intrahepatischen Cholangiokarzinomen (Kap 3.2.3) untersucht.

Die Patientencharakteristika der 60 Patienten mit Klatskin-Tumore sind in Kapitel 2.1.3
und Tabelle 7 beschrieben. Von den untersuchten Patienten zeigten 28 (46,7%) eine
Expression von LI-Cadherin, die in 22 Fallen (36,7%) schwach und in 6 Fallen (10%)
stark ausgepragt war (Tabelle 17, Abbildung 11).

Klatskin-Tumore

Gesamtzahl 60

LI-Cadherin Expression

Negativ 32 (53,3%)
Gering 22 (36,7%)
Hoch 6 (10%)

Tabelle 17: LI-Cadherin Expression in Klatskin-Tumoren
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3.2.3 Vergleich der LI-Cadherin-Expression mit klinischen und histopathologi-

schen Parametern in Klatskin-Tumoren

Fir die weitere statistische Auswertung wurden die Patienten in zwei Gruppen unter-
teilt: Patienten mit LI-Cadherin positiven Proben wurden mit Patienten mit LI-Cadherin
negativen Proben verglichen. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Tabelle 18
zu sehen.
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Abbildung 11: LI-Cadherin Expression in Cholangiokarzinomen. Proben mit fehlender LI-Cadherin
Expression (A und B) und mit hochgradiger LI-Cadherin Expression (C und D).
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Klatskin Tumore

LI-Cadherin positiv

LI-Cadherin negativ

Gesamtzahl 28 32 0,605
Mannlich 15 (54%) 15 (47%)
Weiblich 13 (46 %) 17 (53%)
Alter 0,448
< 60J 15 (54%) 14 (44%)
> 60J 13 (46 %) 18 (56%)
Infiltrationsgrad 0,039
T2 6 (21%) 15 (47%)
T3 22 (79%) 17 (53%)
Lymphknotenbefall 0,342
NO 15 (54%) 21 (66%)
N1/2 13 (46 %) 11 (34%)
Differenzierungsgrad 0,031
G1/G2 25 (89%) 21 (66%)
G3 3 (11%) 11 (34%)
Mit Rezidiv 15 (54%) 13 (41%) 0,316
Ohne Rezidiv 13 (46 %) 19 (59%)
Mit Lokalrezidiv 16 (57%) 17 (53%) 0,755
Ohne Lokalrezidiv 12 (43%) 15 (47%)
Metastasen im Rezidiv 2 (7%) 12 (37%) 0,006
Ohne Metastasen im
Rezidiv 26 (93%) 20 (63%)
0S in % 0,915
1-Jahr 76,5% 75,3%
3-Jahre 55,4% 44,0%
5-Jahre 34,1% 29,4%
DFS in % 0,270
1-Jahr 77,2% 59,5%
3-Jahre 44,6% 36,1%
5-Jahre 37,2% 30,1%

Tabelle 18: Ubersicht der Assoziation klinischer und histopathologischer Parameter mit der LI-Cadherin
Expression in Klatskin-Tumoren. OS=overall survival, Gesamtiberleben, DFS= disease free survival

krankheitsfreies Uberleben
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Die statistische Auswertung ergab eine signifikante Assoziation der LI-Cadherin-
Expression mit der Infiltrationstiefe. Patienten mit LI-Cadherin positiven Tumoren hatten
signifikant haufiger ein T3-Karzinom (79%) als Patienten ohne LI-Cadherin Expression
(53%, p=0,039). Desweiteren korrelierte die LI-Cadherin Expression signifikant mit dem
Differenzierungsgrad der Klatskin-Tumore. Von den 28 LI-Cadherin positiven Tumoren
waren 25 gut und mittelgradig differenziert (89%) wahrend dies bei LI-Cadherin negati-
ven Tumoren fur 21 von 32 (66%) zutraf. Fehlende LI-Cadherin Expression war signifi-
kant haufiger mit einem entdifferenzierten Karzinom assoziiert (p=0,031). Die Gesamt-
rezidivrate und die Rate an Lokalrezidiven war in beiden Gruppen gleich verteilt. Eine
LI-Cadherin-Expression war jedoch mit einer signifikant niedrigeren Zahl von Fernmeta-
stasen im Rezidiv assoziiert. Wahrend nur 2 von 28 Patienten mit LI-Cadherin exprimie-
renden Tumoren Fernmetastasen im Rezidiv aufwiesen, traten diese bei 20 von 32 Pa-
tienten mit LI-Cadherin negativen Tumoren auf (p=0,006). LI-Cadherin Expression in
Klatskin-Tumoren war also insgesamt mit hoherer Infiltrationstiefe , besserer Differen-

zierung und einer geringeren Metastasierung im Rezidiv assoziiert.

Bezlglich des Gesamtuberlebens der Patienten in diesem Kollektiv zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Tabelle 18). Das krankheitsfreie
Uberleben lag in der Gesamtkohorte bei 64,2%, 36,4% und 30,3% nach einem, 3 und 5
Jahren. In der Patientengruppe mit LI-Cadherin positiven Tumoren lag das krankheits-
freie Uberleben in denselben Zeitrdumen bei 77,2%, 44,6% und 37,2%, in der LI-
Cadherin negativen Gruppe bei 59,5%, 36,1% und 30,1%. Die Tendenz zu einem lan-
geren krankheitsfreien Uberleben in der Gruppe LI-Cadherin positiver Klatskin-Tumore
war statistisch jedoch nicht signifikant (p=0,270).

3.2.4 LI-Cadherin Expression in intrahepatischen Cholangiokarzinomen

Es folgte die immunhistochemische Analyse der LI-Cadherin Expression in intrahepati-
schen Cholangiokarzinomen. Das Patientenkollektiv ist in Kapitel 2.1.3 beschrieben
(Tabelle 8).

Von den untersuchten Proben der 110 Patienten hatten 47 Patienten Tumore mit positi-

ver LI-Cadherin Expression (42,7%). Davon war die Expression bei 31 Patienten
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(28,2%) schwach und bei 16 Patienten (14,5%) stark ausgepragt (Tabelle 19). Die rela-

tive Verteilung der LI-Cadherin Expression entsprach damit der bei Klatskin-Tumoren.

Gesamtzahl 110
LI-Cadherin Expression
Negativ 63 (57,2%)
Gering 31 (28,2%)
Hoch 16 (14,5%)

Tabelle 19: Verteilung der LI-Cadherin Expression in intrahepatischen Cholangiokarzinomen.

Zur weiteren statistischen Auswertung wurden erneut LI-Cadherin positive mit LI-
Cadherin negativen Tumoren verglichen (Tabelle 20). Bei den klinischen und histopa-
thologischen Daten gab es keine signifikanten Unterschiede in den beiden Gruppen.
Zwar war bei den intrahepatischen Cholangiokarzinomen analog der Klatskin-Tumore
eine Tendenz zur besseren Differenzierung bei LI-Cadherin positiven Tumoren zu er-
kennen (79% gegenuber 68% G1/G2-Tumore). Doch war dieser Unterschied hier nicht
statistisch signifikant (p=0,223).

In der Gruppe der Patienten mit LI-Cadherin-Expression zeigte sich ein Trend zu einem
schlechteren Gesamtiberleben. Im Gesamtkollektiv lagen die Uberlebensraten nach
einem, 3 und 5 Jahren bei 54,8%, 23,3% und 16,4%. In der Gruppe der Patienten mit
LI-Cadherin exprimierenden Tumoren lag das Gesamtuberleben nach einem Jahr zwar
bei 57,1% (LI-Cadherin negative Tumore 53,1%), nach drei Jahren lebten jedoch nur
noch 11,3% der Patienten im Vergleich zu 28,7% in der LI-Cadherin negativen Gruppe
und nach funf Jahren lebte keiner der Patienten in der LI-Cadherin positiven Gruppe im
Vergleich zu 24,6% der Patienten in der Gruppe mit LI-Cadherin negativen Tumoren.
Dieser Trend zu einem schlechteren Gesamtuberleben bei LI-Cadherin exprimierenden
intrahepatischen  Cholangiokarzinomen erreichte keine statistische Signifikanz
(p=0,249).
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Intrahepatische Cholangi- Ll-Cadherin positiv Ll-Cadherin negativ

okarzinome

Gesamtzahl 47 63 0,333
Ménnlich 23 (49%) 25 (40%)
Weiblich 24 (51%) 38 (60%)
Alter 0,891
< 60J 23 (49%) 30 (48%)
> 60J 24 (51%) 33 (52%)
Infiltrationsgrad 0,415
T 28 (60%) 32 (51%)
T2/3 19 (40%) 31 (49%)
Lymknotenbefall 0,980
NO 26 (55%) 35 (56%)
N1/2 21 (45%) 28 (44%)
Differenzierungsgrad 0,223
G1/G2 37 (79%) 43 (68%)
G3 10 (21%) 20 (32%)
Mit Rezidiv 16 (34%) 34 (54%) 0,206
Ohne Rezidiv 31 (66%) 29 (46%)
0Sin % 0,249
1-Jahr 57,1% 53,1%
3-Jahre 11,3% 28,7%
5-Jahre 0% 24.6%
DFS in % 0,038
1-Jahr
3-Jahre 31,2% 52,6%
5-Jahre 0% 27,7%
0% 23,2%

Tabelle 20: Ubersicht der assoziation klinischer und histopathologischer Parameter mit der LI-Cadherin
Expression in intrahepatischen Cholangiokarzinomen. OS=overall survival, Gesamtiiberleben,
DFS=disease free survival, kranheitsfreies Uberleben.
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Das krankheitsfreie Uberleben im Gesamtkollektiv lag bei 43,3%, 20,6% und 18,3%
nach einem, 3 und 5 Jahren. Bei LI-Cadherin negativen intrahepatischen Cholangiokar-
zinomen lagen die Werte nach denselben Zeitraumen bei 52,6%, 27,7% und 23,2%.
Demgegentliber lag das krankheitsfreie Uberleben in der LI-Cadherin-positiven Gruppe
nach einem Jahr bei 31,2% und nach zwei Jahren bei 18,9%. Nach drei Jahren hatten
alle Patienten mit LI-Cadherin positiven Tumoren eine Krankheitsprogression. LI-
Cadherin war damit in der univariaten Analyse ein Parameter fur die Prognose des
krankheitsfreien Uberlebens in diesem Kollektiv von Patienten mit intrahepatischen
Cholangiokarzinomen (p=0,038, Konfidenzintervall 0,827-2,079) (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Relatives Gesamtiberleben (A,B) und krankheitsfreies Uberleben (C,D) des Gesamt-
kollektivs (A,C) der Patienten mit intrahepatischen Cholangiokarzinomen und im Vergleich LI-Cadherin
positiver und negativer Tumore (B,D). Die blauen Kurven in B und D zeigen die Gruppe der Patienten

mit LI-Cadherin positiven Tumoren. Erstellung der Graphik durch PD Dr. A. Thelen, Universitatsklini-
kum Leipzig.
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3.3 LI-Cadherin im hepatozellularen Karzinom

3.3.1 Vergleich der LI-Cadherin-Antikorper im Western Blot

Wong et al. setzten bei beim Nachweis von LI-Cadherin im HCC einen kommerziellen
Antikorper (SC 6978) gegen die cytoplasmatische Domane des humanen LI-Cadherins
ein [79]. Zunachst wurde die Sensitivitat und Spezifitat des kommerziellen Antikorpers
mit dem Antikorper K2101 [81] verglichen, der ebenfalls gegen die cytoplasmatische

Domane des humanen LI-Cadherins gerichtet war.

Dazu wurde eine Western Blot Analyse mit 10 pg, 1ug und 0,1ug Gesamtproteinmenge
einer nichttumordsen Kolonprobe durchgefuhrt. Die Kryoprobe des Kolongewebes wur-
de lysiert, die Gesamtproteinmenge mittels BCA-Assay bestimmt und nach SDS-PAGE
eine Western Blot Analyse durchgefuhrt. Der Antikorper K2101 wurde in einer Verdun-
nung von 1:10.000 eingesetzt, wahrend der kommerzielle Antikorper SC 6978 1:1.000

verdinnt wurde.
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Abbildung 13: Vergleich der Antikérper SC 6978 und K2101 gegen die cytoplasmatische Doméane hu-

manen LI-Cadherins, aufgetragen sind jeweils 10 pg, 1 yg und 0,1 uyg Gesamtproteinmenge aus huma-
nem Kolonlysat. Wahrend der Antikérper K2101 bei 1 ug noch eine klar erkennbare Bande zeigt ist dies
beim kommerziellen Antikérper nicht der Fall. Verdinnung K2101 1:10000, SC 6978 1:1000.

Abbildung 13 verdeutlicht das Ergebnis. Beide Antikdrper waren spezifisch und zeigten
eine Bande beim erwarteten Molekulargewicht von 120 kD bei wenig Hintergrundfar-
bung. Der Antikorper K2101 zeigte dabei jedoch bei 1 yg Gesamtproteinmenge noch
eine klare Bande, wahrend dies beim Antikorper SC 6978 nicht der Fall war. Auch bei
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niedrigerer Verdinnung des eingesetzten Antikérpers SC 6978 kam es zu keiner Ver-
besserung der Sensitivitat.

3.3.2 Immunhistochemische Analyse von LI-Cadherin im hepatozellularen Karzi-
nom

Fir die immunhistochemische Analyse standen von 21 Patienten formalinfixierte und
paraffineingebettete Gewebeproben zu Verfigung. Alle Proben wurden sowohl mit dem
Antikérper K2101 und mit dem Antikérper SC 6978 gefarbt. In keine der untersuchten
Proben zeigte sich eine Expression von LI-Cadherin (Abbildung 14).

Abbildung 14: Konsekutive Schnitte eines hepatozellularen Karzinoms gefarbt gegen LI-Cadherin mit
den Antikérpern SC6978 (A und B) sowie K2101 (C und D).

3.3.3 Biotinblock im hepatozellularen Karzinom

Nachdem sich im untersuchten Kollektiv Uberraschend keine Farbung bei den einge-

setzten Antikorpern zeigte, wurde das Farbeprotokoll analog dem von Wong et al adap-
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tiert. Wie in Kapitel 2.3.7 beschrieben, kommt es in der hier eingesetzten LSAB-
Methode durch die Bindung von Streptavidin an einen biotinylierten Antikdrper zu einer
Signalverstarkung. In Geweben mit hohem Biotinanteil kann dies zu unspezifischen cy-
toplasmatischen Signalen flhren. Hier wurden nun konsekutive Schnitte von hepato-
zellularen Karzinomen mit und ohne Vorbehandlung mit Avidin und Biotin zum Blocken
des endogenen Biotins vor Antikdrperinkubation behandelt (Abbildung 15). Es zeigte
sich in den nicht geblockten Gewebeproben eine cytoplasmatische Farbung, die bei
den gegen endogenes Biotin geblockten Proben nicht zu sehen war.

Abbildung 15: Konsekutive Schnitte hepatozellularer Karzinomegefarbt gegen LI-Cadherin mit (A)
und ohne (B) Blockprozedur gegen endogenes Biotin, in diesem Fall mit dem Antikérper SC 6978
gegen humanes LI-Cadherin. In B zeigt sich eine diffuse Farbung der Zellen.

In Gewebeschnitten von kolorektalen Lebermetastasen konnte zusatzlich gezeigt wer-
den, dass die Spezifitat fir LI-Cadherin positives Gewebe nicht verloren geht. In diesen
Schnitten war jedoch auch zu sehen, dass bei fehlendem Biotinblock das an die Meta-
stase angrenzende Lebergewebe eine cytoplasmatische Farbung aufzuweisen schien.
Die Farbung gegen tatsachlich LI-Cadherin positive Gewebe wurde durch die einge-
setzte Blockprozedur also nicht beeintrachtigt (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Konsekutive Schnitte einer kolorektalen Lebermetastase mit (A,C) und ohne (B,D) Biotin-
block. Am rechten Bildrand ist in A und B jeweils das metastatische Gewebe mit der membranbetonten
Farbung gegen LI-Cadherin zu sehen. Links befindet sich Lebergewebe mit scheinbar zytoplasmatischer
Farbung (B) die beim Blocken endogenen Biotins jedoch nicht mehr zu sehen ist. In der héherer Vergro-
Rerung (C und D) zeigt sich in den Ausschnitten mit dem die Metastase umgebenden Lebergewebe die
zytoplasmatische Farbung nur bei fehlender Blockprozedur gegen endogenes Biotin (D).

3.3.4 Western Blot Analyse im HCC

Zur Verifizierung der Ergebnisse wurden zusatzlich 10 Kryoproben von Patienten mit
gesicherten HCCs mittels Western Blot analysiert. Diese Methode gilt zum Protein-
nachweis als deutlich sensitiver als die Immunhistochemie. Die Proben wurden mit bei-
den Antikorpern gegen humanes LI-Cadherin untersucht. Auch hier zeigte sich in keine
der untersuchten Gewebeproben ein Nachweis von LI-Cadherin (Abbildung 17).

Insgesamt waren damit entgegen der angenommenen Datenlage die Proben aller 31
untersuchten Patienten mit HCCs negativ auf die zellulare Expression von LI-Cadherin.
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Abbildung 17: Western Blot mit den Antikérper K2101 (A) und SC 6978 (B) gegen humanes LI-Cadherin
von 10 hepatozellularen Karzinomen. Lediglich Kolongewebe als Positivkontrolle zeigt eine positive Far-
bung.

3.4 Vergleich der LI-Cadherin Expression in Lebergewebe

Insgesamt wurden 22 Patienten mit gesundem Lebergewebe, 31 Patienten mit HCCs,
224 Patienten mit Cholangiokarzinomen und 28 Patienten mit kolorektalen Lebermeta-
stasen untersucht. Wahrend keiner der Patienten mit gesundem Lebergewebe oder
HCCs eine positive LI-Cadherin aufwies, exprimierten insgesamt 92 (41,1%) aller Pati-
enten mit Cholangiokarzinomen und 100% aller Patienten mit kolorektalen Lebermeta-

stasen LI-Cadherin.

Zur Diskriminierung von Cholangiokarzinomen und kolorektalen Lebermetastasen wur-
den 92 von 224 L|-Cadherin positiven Cholangiokarzinomen mit 28 von 28 LI-Cadherin
positiven kolorektalen Lebermetastasen verglichen. Hier zeigte sich ein statistisch hoch
signifikanter Unterschied (p<0,001) bei allerdings unterschiedlichen Grolen der jeweili-
gen Kohorten. Sensitivitat und positiv pradiktiver Wert zur sicheren Diskriminierung von
kolorektalen Karzinomlebermetastasen von Cholangiokarzinomen lagen dementspre-

chend jeweils bei nur 23,3% bei einer Spezifitat von 58,9%.

Far die sichere Diskriminierung von HCCs und Cholangiokarzinomen galt fur LI-
Cadherin-negative Tumore das Gleiche: zwar zeigte sich ein statistisch hoch signifikan-
ter Unterschied in der Expression von LI-Cadherin bei allerdings gro3en Unterschieden
in der GroRe der Kollektive und damit niedriger Sensitivitat (19,0%) und positiv pradikti-
vem Wert (19,0%) bei einer Spezifitat von 41,1%.
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3.5 LI-Cadherin Expression in Lungenkarzinomen

Es wurden von insgesamt 54 Patienten mit Lungenkrebs formalinfixierte und paraffin-
eingebettete Proben auf die Expression von LI-Cadherin immunhistochmisch unter-
sucht. Davon hatten 4 Patienten ein kleinzelliges Karzinom, 22 Patienten ein Plat-
tenepithelkarzinom und 27 Patienten ein Adenokarzinom der Lunge.

Bei 2 Patienten mit Adenokarzinomen der Lunge zeigten sich positive Farbungen gegen
LI-Cadherin (Tabelle 21, Abbildung 18).

Normales Lun- SCLC PEC Adenokarzinom
gengewebe
Gesamtzahl 3 4 22 27
LI-Cadherin Ex-
pression
Negativ 3 (100%) 4 (100%) 22 (100%) 25 (92,6%)
Gering 0 0 0 1(3,7%)
Hoch 0 0 0 1 (3,7%)

Tabelle 21: LI-Cadherin Expression in Lungenkarzinomen, SCLC: kleinzellige Lungenkarzinome, PEC:
Plattenepithelkarzinome
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Abbildung 18: Lungennormalgewebe (A), Plattenepthelkarzinom der Lunge (B) und Lungenadenokarzi-
nome (C,D). Die Probe in C weil3t eine positive LI-Cadherin Expression auf mit der typischen membran-
standigen Farbung.

3.6 Vergleich der LI-Cadherin Expression im Lungengewebe

Eine positive LI-Cadherin Expression konnte in 16 von 18 Metastasen kolorektaler Kar-
zinome und in 2 von 27 Lungenadenkarzinomen festgestellt werden. Der Unterschied in
der Expression in diesem Kollektiv war nach dem exakten Test von Fisher hochsignifi-
kant (p<0.0001). Die Sensitivitat zur Erkennung kolorektaler Lungenmetastasen gegen-
Uber Lungenadenokarzinomen lag bei 88,9%, die Spezifitat bei 92,6%. Der positiv-
pradiktive Werte lag bei 88,9%.

3.7 Co-Expression von LI-Cadherin und Cdx2

Das kaudale Homeoboxprotein Cdx2 ist — wie in Kapitel 1.4 dargelegt — als notwendiger
Transkriptionsfaktor fur die Expression von LI-Cadherin beschrieben worden. Des wei-
teren wurde es als Marker fur gastrointestinale Adenokarzinome beschrieben. Die Pro-
ben der kolorektalen Karzinome samt kolorektaler Karzinommetastasen, der Lungen-
karzinome und der auf dem TMA vorhandenen Cholangiokarzinome wurden in konse-

kutiven Schnitten immunhistochemisch auch gegen Cdx2 gefarbt.
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Die Ergebnisse der Co-Expression von LI-Cadherin uns Cdx2 in den entsprechenden

Proben sind in Tabelle 22 dargestellt.

‘Gewebe @~ LI4/CDX2+  LI+/CDX2-  LI/CDX2+  LI-/CDX2-

CRC 71 2 1 2

CRC Lebermetas- 27 1 0 0

tase

CRC Lungenmeta- 14 2 0 2

stase

Lungen ADC 1 1 1 24
Cholangiokarzinom 0 17 0 37

Tabelle 22: Verteilung der LI-Cadherin und Cdx2 Co-Expression in kolorektalen Karzinomen (CRC) und
deren Metastasen sowie in Lungenadenokarzinomen (Lungen ADC) und in Cholangiokarzinomen.

In den Proben kolorektaler Karzinome, kolorektaler Karzinommetastasen und Lungena-
denokarzinome zeigten sich wie erwartet hohe Raten der Co-Expression von LI-
Cadherin und Cdx2. Insgesamt waren hier 113 von 149 Proben sowohl LI- Cadherin als
auch Cdx2 positiv und 28 von 149 Proben sowohl LI-Cadherin als auch Cdx2 negativ.
Damit war eine konkordante Co-Expression in 94,6% der Falle gegeben. Es zeigte sich
jedoch auch in 6 Proben (2 primare kolorektale Karzinome, eine Leber- , eine Lungen-
metastase, ein Lungenadenokarzinom) LI-Cadherin Expression ohne Cdx2 Expression
(4,0%). Umgekehrt waren je ein kolorektales Karzinom und ein Lungenadenokarzinom
Cdx2 positiv und LI-Cadherin negativ (1,3%).
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Abbildung 19: Konsekutive Schnitte von normalem Kolongewebe (A,B) und primaren Kolonkarzinomen
(C-F) gefarbt gegen LI-Cadherin (A,C,E) und Cdx2 (B,D,F). Wahrend im normalen Kolon und in der
Karzinomprobe in C/D LI-Cadherin und Cdx2 co-exprimiert werden, ist in der Probe E/F nur eine LI-
Cadherin Expression nachweisbar

Bei den Cholangiokarzinomen konnte dies nicht bestatigt werden: hier war Uberra-
schenderweise in keiner der 17 LI-Cadherin-positiven Proben auf dem TMA eine Ex-

pression von Cdx2 zu verzeichnen.
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Abbildung 20: Lungenadenokarzinom (A,B) und Cholangiokarzinom (C, D). In A ist eine geringe LI-
Cadherin Expression bei geringer Cdx2 Expression zu sehen (B, Pfeile), wahrend eine Co-Expression
von LI-Cadherin (C) und Cdx2 im Cholangiokarzinom (D) nicht festzustellen ist.
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4. Diskussion

Das Zelladhasionsmolekul LI-Cadherin wurde als erstes Mitglied der Familie der 7D-
Cadherine 1994 im Darm und der Leber der Ratte beschrieben. Demgegenuber ist
beim Menschen die physiologische Expression auf den Darm beschrankt. LI-Cadherin
sorgt dort fur eine stark calciumabhangige Adhasion der lateralen Zellmembranen der
intestinalen Epithelzellen und wird zum einen fur die Differenzierung zu hochprismati-
schen Epithelien und fur den interzellularen passiven Wassertransport mitverantwortlich
gemacht [55, 98].

Eine ektope Expression von LI-Cadherin konnte bislang in mehreren malignen Neopla-
sien des Gastrointestinaltraktes gesehen werden, u.a. im Magenkarzinom und der in-
testinalen Metaplasie des Magens, im hepatozellularen Karzinom und im duktalen Pan-
kreasadenokarzinom [77-79]. Desweiteren ist das kaudale intestinale Homeobox Pro-
tein Cdx2, welches ebenfalls als Biomarker fur gastrointestinale Neoplasien gilt, als
notwendiger Transkriptionsfaktor fur die LI-Cadherin-Transkription beschrieben worden
[75, 76].

In dieser Arbeit wurde das Potential der LI-Cadherin Expression als zellularer Biomar-
ker in Karzinomen der Lunge und Leber sowie in kolorektalen Karzinomen und deren

Fernmetastasen untersucht.

4.1 LI-Cadherin Expression in Adenomen und Karzinomen des Kolons sowie in

kolorektalen Fernmetastasen

LI-Cadherin wird sowohl in gesunden Darmepithelien als auch in Adenomen und Karzi-
nomen des Kolons hochgradig exprimiert wird. In gesunden Darmepithelien als auch in
Adenomen lag die Expression bei 100% der Patienten und war bei allen Patienten stark
ausgepragt. Auch in kolorektalen Karzinomen konnte eine starke Expression nachge-
wiesen werden. Insgesamt zeigten nur 3 der untersuchten Patientenproben mit kolorek-
talen Karzinomen keine Expression von LI-Cadherin. Diese drei Proben entstammten
Patienten in Erkrankungsstadien mit Lymphknoten- bzw. Fernmetastasen. Eine statis-
tisch signifikante Assoziation mit einer geringeren LI-Cadherin-Expression liel3 sich in
den UICC-Stadien IIl und IV jedoch nicht nachweisen. Es zeigte sich lediglich ein Trend

zu einer insgesamt schwacheren Expression von LI-Cadherin, insbesondere in UICC
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Stadium IV. Wahrend hier 71% aller untersuchten Patienten eine hochgradige Expres-
sion von LI-Cadherin aufwiesen, lag der relative Anteil einer starken LI-Cadherin-
Expression in den UICC-Stadien | bis Il jeweils uber 90% (Abbildung 9, Tabelle 14).

Somit zeigt LI-Cadherin in der Karzinogenese und in fortgeschrittenen Stadien kolorek-
taler Karzinome — anders als angenommen — ein anderes Verhalten als E-Cadherin.
Kolorektale Karzinome in metastasierten Stadien (UICC IIl und 1V) weisen eine deutlich
geringere Expression von E-Cadherin auf. Zusatzlich zeigen Karzinome in entdifferen-
zierteren Stadien eine geringe Expression von E-Cadherin, wahrend es im Zuge der
Epithelial-mesenchymalen Transition zu einem Cadherin-switch von E-Cadherin zu N-
Cadherin kommt. Dem Verlust der adhasiven Eigenschaften von E-Cadherin wurde
hierbei von einigen Autoren eine entscheidende Rolle bei der Fahigkeit von Tumorzel-
len zu invasivem Wachstum und Metastasierung zugesprochen [67, 69, 70]. LI-
Cadherin wird an intestinalen Epithelien zwar mit E-Cadherin co-exprimiert. LI-Cadherin
und E-Cadherin sind an den Zellmembranen jedoch nicht co-lokalisiert [55]. LI-Cadherin
scheint im Gegensatz zu E-Cadherin vom Prozess der Epithelial-mesenchymalen Tran-
sition nicht betroffen zu sein. Trotz der quantitativ gleich starken adhasiven Eigenschaf-
ten von LI-Cadherin und E-Cadherin scheint eine alleinige Expression von LI-Cadherin
somit kein Hindernis fur invasives Wachstum und fur Metastasierung darzustellen [62].

Diese These wird durch die durchweg hohe Expression von LI-Cadherin in Fernmeta-
stasen kolorektaler Karzinome weiter gestutzt. Von den 28 untersuchten Lebermetasta-
sen waren alle LI-Cadherin positiv, wahrend 16 von 18 kolorektalen Lungenmetastasen
eine LI-Cadherin exprimierten. Auch hier zeigt sich ein Unterschied zu E-Cadherin, wel-
ches nicht nur in metastasierten Primartumoren, sondern auch in den eigentlichen Me-
tastasen stark herunterreguliert wird [66]. Im komplexen Prozess der Metastasierung ist
neben den vielfaltigen Vorgangen bei Invasion und Verlassen des Zellverbands mit
Gewinn der migratorischen Fahigkeiten einer Zelle auch der Prozess der Adhasion der
metastatischen Tumorzelle im Zielgewebe noch weitgehend ungeklart. Zu untersuchen
bleibt, ob dem Zelladhasionsmolekul LI-Cadherin bei diesem Prozess eine funktionelle

Bedeutung zukommt.

In dieser Arbeit wurden lediglich 4 Gewebeproben aus primaren kolorektalen Karzino-
men und korrespondierenden Lebermetastasen untersucht. Alle 4 Proben zeigten Uber-
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einstimmend eine hohe LI-Cadherin Expression sowohl im Primarius als auch in den
Metastasen. Fur den Nachweis der Persistenz einer LI-Cadherin Expression in Meta-
stasen im Vergleich zum Primartumor ist die Fallzahl zu gering. Es scheint bei der ins-
gesamt hohen Expressionrate von LI-Cadherin in Fernmetastasen jedoch unwahr-
scheinlich zu sein, dass eine verminderte zellulare Expression von LI-Cadherin im Pri-
marius auch mit einer erhohten Fernmetastasierungsrate korreliert, wie an anderer Stel-

le fur Lymphknotenmetastasen beschrieben [82].

Fir zukunftige Studien konnte eine Untersuchung zirkulierenden LI-Cadherins bei-
spielsweise mit einem ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) nutzlich sein. Auf
diese Weise ist eine Messung des Proteins im Blut denkbar. Somit konnte LI-Cadherin
als humoraler Biomarker genutzt werden und ware in der Praxis durch eine einfache
Blutentnahme leichter zuganglich als Uber invasive Verfahren zur Probenentnahme di-
rekt aus Tumoren. Ahnliche Assays sind fiir N-Cadherin und E-Cadherin bereits vor-
handen [99, 100]. Bei UICC Stadium Il und IV kolorektalen Karzinomen und bei Patien-
tin mit familidrer adenomatoser Polyposis (FAP), einer fur das kolorektale Karzinom
pradisponierenden erblichen Erkrankung, konnten im Serum erhohte Werte 16slichen E-
Cadherins gemessen werden [100]. Es ist denkbar, dass auf Grund der hoheren Sensi-
tivitat eines ELISAs stadienabhangige Unterschiede in der Konzentration von LlI-
Cadherin vorliegen konnten, auch wenn die Ergebnisse der Immunhistochemie in die-
ser Arbeit nicht darauf hinweisen. Somit gabe es ein Werkzeug zur nichtinvasiven Sta-
dienbestimmung kolorektaler Karzinome. Eine alleinig erhohte Konzentration von LlI-
Cadherin bei kolorektalen Karzinomen wuirde immerhin die Moglichkeit eines Monito-
ring-Markers eroffnen, also eines Biomarkers, der im Erkrankungsfall Hinweise uber
das Therapieansprechen und mogliche Rezidive gibt. Aktuell wird vor allem das carci-
noembryonale Antigen (CEA) als Monitoring-Marker bei Tumorerkrankungen bestimmt.
Insbesondere bei Patienten ohne erhohtes CEA konnte ein moglicher sensitiver Ver-

laufsparameter hilfreich im Erkrankungsverlauf sein.

Die durchweg hohe Expressionsrate von LI-Cadherin in allen Stadien und Lokalisatio-
nen kolorektaler Karzinome konnte LI-Cadherin zu einem nutzlichen Instrument in der
Detektion von sogenannten disseminierten und zirkulierenden Tumorzellen machen. In
unterschiedlichen Karzinomen, u.a. im kolorektalen Karzinom, konnten diese Zellen in

geringer Zahl und bei einigen Patienten in hoher Persistenz bereits in frihen Stadien
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detektiert werden. Dabei konnte das Vorhandensein dieser Zellen mit unterschiedlichen
Prognoseindizes assoziiert werden. Weiterhin wird vermutet, dass zirkulierende Tumor-
zellen die Grundlage fur mogliche Fernmetastasierung bilden [101]. Die hohe Expressi-
on von LI-Cadherin in allen Stadien kolorektaler Karzinome und Metastasen liel3e ver-
muten, dass auch in zirkulierenden Tumorzellen LI-Cadherin exprimiert wird. Wenn es
gelange, LI-Cadherin in diesem Zusammenhang in einem einfachen Assay zu nutzen,
konnten auch bei nicht metastasierten Stadien kolorektaler Karzinome im Idealfall Aus-
sagen Uber Prognose und Metastasierungwahrscheinlichkeit getroffen werden. Ent-
sprechend konnten Vorsorge- und therapeutische Mallnahmen (z.B. Intensitat adjuvan-

ter Chemotherapien) dem individuellen Patientenprofil angepasst werden.

4.2. LI-Cadherin Expression in Hepatozellularen Karzinomen

Entgegen den Ergebnissen von Wong et al. [79] konnte in dieser Arbeit keine Expressi-
on von LI-Cadherin in hepatozellularen Karzinomen festgestellt werden. Insgesamt
wurden hepatozellulare Karzinome von 21 Patientin immunhistochemisch und von wei-
teren 10 Patienten mittels Western Blot analysiert. Bei keiner der untersuchten Proben
zeigte sich in diesem Kollektiv eine positive Expression von LI-Cadherin. Auch mit ei-
nem sensitiveren Antikorper als dem von Wong et al. eingesetzten und mit einer sensi-
tiveren Proteindetektionsmethode, dem Western Blot, konnte in den hier durchgefuhrten
Experimenten keine Expression von LI-Cadherin im humanen hepatozellularen Karzi-
nom nachgewiesen werden. Dies deckt sich mit den Daten mindestens einer anderen
Arbeitsgruppe [102] und steht in scharfem Gegensatz zu den Ergebnissen von Wong et
al. Dort wiesen in der Immunhistochemie etwa 80% aller Patienten eine positive LI-
Cadherin Expression auf. Ein Grund fur diese Diskrepanz konnte in den ethnischen Un-
terschieden der Patientin liegen, vorwiegend kaukasisch in der vorliegenden Arbeit und
asiatisch in den von Wong et al. publizierten Daten. Diskrepanzen in der Expression
von Proteinen in verschiedenen ethnischen Gruppen konnten in anderen Zusammen-
hangen beispielsweise fur das Mammakarzinom und das Prostatakarzinom gezeigt
werden [103, 104]. Wahrscheinlicher sind jedoch methodische Mangel bei Wong et al.
In dieser Arbeit konnte auch fur den Einsatz von anti-LI-Cadherin Antikorpern gezeigt
werden, dass bei Anwendung der LSAB-Methode in der Immunhistochemie insbeson-
dere in Lebergewebe es zu einer diffusen Anfarbung der Zellen kommt, wenn endoge-
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nes Biotin nicht geblockt wird. Da zur Signalverstarkung die Bindung von Streptavidin
an biotinylierte Antikdrper genutzt wird, kommt es bei hoher Expression von Biotin in
der Gewebeproben zu einer diffusen Bindung des Streptavidins an das endogene Biotin
und — wie in Abbildung 15 und 16 gezeigt — letztendlich zu einer diffusen zytoplasmati-
schen Anfarbung. Bei entsprechenden Blockprotokollen kann diese unspezifische Bin-
dung deutlich unterdrickt werden, ohne dass ein tatsachlich positives Signal unter-
drackt wird. Insgesamt konnte gezeigt werden, dass ein Proteinexpression von LI-
Cadherin in hepatozellularen Karzinomen beim Menschen nicht vorliegt.

4.3. LI-Cadherin Expression Cholangiokarzinomen

Zur Uberprifung der Expression von LI-Cadherin in Cholangiokarzinomen wurde zu-
nachst die Expression in Tumoren auf einem Tissue-Micro-Array untersucht. Hier lagen
keine weiteren Daten zur Lokalisation der Tumore vor (intrahepatisch, extrahepatisch,
Tumore der Hepatikusgabel). Bei 17 von 54 Patientenproben (31,5%) konnte eine posi-
tive LI-Cadherin Expression nachgewiesen werden. Andere Arbeitsgruppen fanden eine
positive Expression von LI-Cadherin in 27% bzw. 53% von Cholangiokarzinomen bei
ahnlicher KollektivgroRe [102, 105].

Bei Mensch und Maus ist eine physiologische Expression von LI-Cadherin in der Leber
nicht zu finden [55]. Wahrend der Embryogenese der Maus existiert jedoch nach initia-
ler Expression von LI-Cadherin im Darmepithel beginnend an Tag 12,5 auch eine tran-
siente Expression im Ductus hepatocholedochus und im urogenitalen Sinus [65]. Entdif-
ferenzierungsvorgange im Rahmen der Karzinogenese konnten die erneute Expression

von LI-Cadherin auch im humanen Cholangiokarzinom erklaren.

Zur weiteren Evaluation der Expression von LI-Cadherin wurden zwei zuvor beschrie-
bene Kollektive mit Klatskin Tumoren (60 Patienten) bzw. intrahepatischen Cholangio-
karzinomen (110 Patienten) untersucht. Operationsmethodik und Uberlebensdaten wa-
ren vergleichbar mit anderen Patientenkollektiven mit gleichen Diagnosen [88, 89]. Die
Unterscheidung von Cholangiokarzinomen in unterschiedliche Entitaten hat nicht nur
anatomische, sondern auch therapeutische Konsequenzen, da sich zum Beispiel die

chirurgische Herangehensweise unterscheiden kann [106].
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4.3.1 LI-Cadherin Expression in Klatskin-Tumoren — Korrelation mit Differenzie-

rung und Infiltrationstiefe

Klatskin-Tumore machen etwa die Halfte aller Cholangiokarzinome aus [107]. In dem
hier untersuchten Kollektiv konnte in 28 von 60 Fallen (46,7%) ein positive LI-Cadherin
Expression festgestellt werden. Im Gegensatz zum Expressionsmuster beim kolorekta-
len Karzinom war beim Klatskin Tumor deutlich haufiger eine schwache Expression

festzustellen, namlich in 78,6% der LI-Cadherin positiven Falle.

In den statistischen Untersuchungen konnte eine signifikante Assoziation von LlI-
Cadherin Expression und Karzinomdifferenzierung festgestellt werden. Wahrend 89%
der LI-Cadherin exprimierenden Tumore gut bis mittelgradig differenziert waren, traf
dies auf 66% der nicht-LI-Cadherin exprimierenden Tumore zu (p=0,031). Im Rezidiv
waren LI-Cadherin exprimierende Tumore signifikant seltener von Fernmetastasen be-
troffen (7% gegenuber 37%, p=0,006). Demgegenuber war die Infiltrationstiefe bei LI-
Cadherin exprimierenden Tumoren signifikant hoher: 79% der LI-Cadherin exprimieren-
den Tumoren waren T3 Tumore, wahrend dies auf nur 53% der nicht-LI-Cadherin ex-
primierenden Tumore zutraf (p=0,039). Bezlglich der Infiltrationstiefe bleibt anzumer-
ken, dass T4-Tumore in diesem Patientenkollektiv nicht erfasst wurden. Grund dafur ist
die Moglichkeit der kurativen Operation bei Einschluss der Patienten in dieses Studien-
kollektiv. FUr zukunftige Untersuchungen ware die Analyse des Expressionsgrades von
LI-Cadherin bei T4-Tumoren jedoch hochinteressant. LI-Cadherin-Expression scheint
ein Marker fur eine bessere Differenzierung der Tumore und eine geringere Metastasie-
rungshaufigkeit im Rezidiv zu sein. Eine Assoziation mit einer hoherer Invasivitat ist

daher eher Uiberraschend.

Eine signifikante Assoziation von LI-Cadherin Expression zum Gesamtuberleben oder
krankheitsfreien Uberleben zeigte sich in dieser Kohorte nicht. LI-Cadherin ist daher
kein prognostischer Biomarker. Dennoch kdnnten prospektive Einsatzgebiete der LI-
Cadherin Expression beim Klatskin-Tumor in der aggressiveren Suche nach Fernmeta-
stasen in der postoperativen Nachsorge und unter Umstanden sogar in einer radikale-
ren adjuvanten Therapie liegen, sollte ein Karzinom LI-Cadherin nicht exprimieren. Die-
se Fragestellung wird Gegenstand zukunftiger Studien sein.
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Wie in Kapitel 1.2.5 beschrieben, gibt es beispielsweise in der Therapie des kolorekta-
len Karzinoms oder des Lungenkarzinoms mit dem EGFR oder K-ras Markermolekule,
deren Mutationsstatus das Ansprechen bzw. Nicht-Ansprechen auf bestimmte Medika-
mente vorhersagen kann. Solche pradiktiven Biomarker machen einen gezielteren Ein-
satz von Medikamenten moglich und verhindern auf der anderen Seite eine unter Um-
stdnden nebenwirkungstrachtige ,Uber“-Therapie von Krebspatienten. Die Mdglichkei-
ten des Einsatzes von LI|-Cadherin als pradiktivem Biomarker konnten bei Klatskin-
Patienten in prospektiven Therapiestudien mitevaluiert werden.

4.3.2 LI-Cadherin Expression in intrahepatischen Cholangiokarzinomen - ein

prognostischer Biomarker

In biliaren intraepithelialen Neoplasien intrahepatischer Cholangiokarzinome wurde eine
LI-Cadherin-Expression zuvor bereits beschrieben [108]. Eine systematische Untersu-
chung mit Korrelation zu Patientendaten lag jedoch bislang nicht vor. Von den unter-
suchten 110 intrahepatischen Cholangiokarzinomen war in 47 Fallen (42,7%) eine posi-
tive LI-Cadherin-Expression festzustellen. Ahnlich den Klatskin Tumoren zeigte sich
auch hier eine Uberwiegend schwache Expression in 66,0% der LI-Cadherin-positiven
Falle. Zwar war auch bei den intrahepatischen Cholangiokarzinomen eine Tendenz hin
zu einer besseren Differenzierung der LI-Cadherin positiven Tumore zu erkennen (79%
mit guter bis mittelgradiger Differenzierung gegenuber 68% der LI-Cadherin negativen
Tumore). Allerdings war dieser Trend statistisch nicht signifikant (p=0,223). Demgegen-
Uber zeigten sich Hinweise fur eine Assoziation zwischen Gesamtuberleben und LlI-
Cadherin Expression. Zwar lebten nach einem Jahr in der LI-Cadherin positiven Gruppe
mit 57,1% noch relativ mehr Patienten als in der LI-Cadherin negativen Gruppe
(53,1%), doch diese Tendenz kehrte sich nach drei Jahren und funf Jahren um: nach
drei Jahren waren in der LI-Cadherin positiven Gruppe noch 11,3% der Patienten am
Leben und nach funf Jahren keiner der Patienten, wahrend in der LI-Cadherin negati-
ven Gruppen diese Zahlen bei 28,7% nach drei Jahren und 24,6% nach 5 Jahren lagen
(p=0,249). Noch deutlicher wurde diese Tendenz beim krankheitsfreien Uberleben: In
der LI-Cadherin positiven Gruppe waren nach einem Jahr 31,2% der Patientin krank-
heitsfrei gegenuber 52,6% in der Gruppe LI-Cadherin negativer Patienten. Nach 3 bzw.
5 Jahren hatten alle Patienten in der LI-Cadherin positiven Gruppe einen Progress der
Erkrankung, wahrend in der LI-Cadherin negativen Gruppe nach 3 Jahren 27,7% und
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nach 5 Jahren 23,2% erkrankungsfrei waren. Diese Unterschiede waren statistisch sig-
nifikant (p=0,038). LI-Cadherin ist somit ein zellularer prognostischer Biomarker fur das
krankheitsfreie Uberleben bei Patienten mit intrahepatischen Cholangiokarzinomen.

Bei Patienten mit intrahepatischen Cholangiokarzinomen ist zu Uberlegen, ob eine
engmaschigere Nachsorge und eine aggressivere adjuvante Chemotherapie bei Patien-
ten mit LI-Cadherin-exprimierenden Tumoren den mdglichen Uberlebensnachteil aus-
gleichen kann. Dies sollte in zukunftigen Studien ebenso untersucht werden, wie der

mogliche Einsatz von LI-Cadherin als pradiktivem Biomarker.

In den verschiedenen Entitaten von Cholangiokarzinomen zeigten sich in dieser Arbeit
unterschiedliche Ergebnisse bezlglich des krankheitsfreien Uberlebens. In Klatskin-
Tumoren war eine Tendenz zu einem langeren krankheitsfreien Uberleben zu erken-
nen, wahrend sich bei intrahepatischen Cholangiokarzinomen ein statistisch signifikan-
ter Unterschied zu Ungunsten einer LI-Cadherin Expression in Hinblick auf das krank-
heitsfreie Uberleben nachweisen lieR. Die verschiedenen Entitdten von Cholangiokarzi-
nomen unterschieden sich in ihrer anatomischen Lokalisation und werden zum Teil chi-
rurgisch unterschiedlich therapiert. Die Assoziation eines ektop exprimierten Zelladha-
sionsmolekuls mit divergierendem outcome in dieser Arbeit legen zusatzlich Spekulati-
onen uber Unterschiede in der Onkogonese von intrahepatischen Cholangiokarzinomen
und Klatskin-Tumoren nahe.

4.4 LI-Cadherin als zellularer Staging-Marker in der Leber

Sowohl die Expression von LI-Cadherin in allen 28 untersuchten kolorektalen Leberme-
tastasen als auch die fehlende Expression von LI-Cadherin in HCCs waren unerwartet.
FUr die Diskriminierung dieser beiden Tumorentitaten ware LI-Cadherin nach den Daten
dieser Arbeit ein hervorragender zellularer Staging Marker. Die entsprechende Differen-
tialdiagnose stellt Kliniker und Pathologen in der Regel jedoch nicht vor allzu grolRe
Schwierigkeiten. In dieser Arbeit wurden insgesamt 224 Cholangiokarzinome auf LlI-
Cadherin Expression untersucht, das bis heute grofRte Kollektiv. Betrachtet man alle
Cholangiokarzinome, die in dieser Arbeit untersucht wurden, so waren von insgesamt
224 Tumoren 92 LI-Cadherin positiv. Zwar war auch der Unterschied in der Expression

von LI-Cadherin sowohl im Vergleich von kolorektalen Karzinometastasen zu Cholangi-

82



okarzinomen als auch von hepatozellularen Karzinomen und Cholangiokarzinomen sta-
tistisch hochsignifikant, Sensitivitat und positiv pradiktiver Wert lagen jedoch fur die Di-
agnose von kolorektalen Metastasen jeweils bei nur 23% und fur HCCs jeweils bei
19%. Dies lag zum einen an der unterschiedlichen StichprobengroRe der Gruppen
(deutlich mehr untersuchten Cholangiokarzinomen), zum anderen aber auch an der
relativ gleichen Verteilung von LI-Cadherin-positiven und -negativen Cholangiokarzino-
men. Letztendlich Iasst sich durch die Ergebnisse dieser Arbeit bei LI-Cadherin positi-
ven Proben aus der Leber ein HCC ausschlieRen. Potential als zellularer Staging Mar-
ker fur die untersuchten Tumorentitaten in der Leber besteht jedoch fur LI-Cadherin nur,
wenn Cholangiokarzinome in der Fragestellung keine mogliche Differentialdiagnose
darstellen.

4.5 LI-Cadherin als zellularer Staging-Marker in der Lunge

In primaren Lungenkarzinomen zeigte sich in den insgesamt untersuchten 54 Patien-
tenproben bei 2 von 27 Patienten (7,4%) mit Lungenadenokarzinomen LI|-Cadherin-
Positivitat. Die ubrigen Proben (22 Plattenepithelkarzinome, 4 kleinzellige Lungenkarzi-

nome) waren wie erwartet LI-Cadherin negativ.

Die Fragestellung der histopathologischen Unterscheidung von kolorektalen Lungenme-
tastasen und primaren Adenokarzinomen der Lunge hat mehrere klinisch relevante Hin-
tergrinde. Zum einen unterscheiden sich Therapie und Prognose wie in Kapitel 1.1.4
beschrieben zwischen nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen und kolorektalen Karzino-
men erheblich. Zum anderen ist die Zuordnung eines oder mehrerer Lungenrundherde
zu einer Tumorentitat klinisch nicht immer leicht. Lungenrundherde konnen primare
Lungenkarzinome oder Metastasen unterschiedlicher Primarkarzinome sein. Dabei be-
steht die Moglichkeit, dass der Primarius in der Bildgebung und in anderen geratetech-
nischen Untersuchungen entweder nicht offensichtlich oder es handelt sich um ein Re-
zidiv nach bereits zuruckliegender Entfernung eines Primarius. Schlie3lich kdnnen Pati-
enten sowohl an einem kolorektalen Karzinom als auch an einem Lungenkarzinom er-
kranken. Gerade die histopathologische Differentialdiagnose von Lungenadenokarzi-
nomen und Adenokarzinommetastasen kann hierbei schwierig sein [109]. Bislang wur-
den als histopathologische Staging-Marker meist Zytokeratine eingesetzt. Dabei ist vor
allem die Ratio der Zytokeratine CK 7 und CK 20 entscheidend. Wahrend CK 20 in uber
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90% aller kolorektalen Karzinome exprimiert wird, ist es nur in etwa 8% von Lungena-
denokarzinomen zu finden, wobei diese Zahl bei metastasierten Lungenadenkarzino-
men auf bis zu 20% ansteigt. CK 7 wird in 16% aller kolorektalen Karzinome und uber
95% aller Lungenkarzinome exprimiert. Kolorektale Karzinome sind in 78% der Falle
CK 20 positiv und CK 7 negativ, Lungenadenokarzinome umgekehrt in 84% der Falle
CK 20 negativ und CK 7 positiv [29]. Dennoch sehen einige Autoren eine nicht ausrei-
chende Sensitivitat zur Differentialdiagnose mittels Zytokeratinen, so dass in der Ver-
gangenheit zusatzliche Biomarker vorgeschlagen wurden, z.B. der thyreoidale Tran-
skriptionsfaktor 1 (TTF-1) oder das intestinale homeobox Protein Cdx2, welches auch

Transkriptionsfaktor fur die Transkription von LI-Cadherin ist [109, 110].

Auch LI-Cadherin konnte bei der Differentialdiagnose von Lungenadenokarzinomen und
kolorektalen Lungenmetastasen von Nutzen sein. In dem in dieser Arbeit untersuchten
Kollektiv waren 88,9% aller kolorektalen Lungenmetastasen und nur 7,4% der Lun-
genadenokarzinome LI-Cadherin positiv. Dieser Unterschied war statistisch hochsignifi-
kant (p<0,0001). LI-Cadherin konnte kolorektale Lungenmetastasen mit einer Sensitivi-
tat von 88,9%, einer Spezifitat von 92,6% und einem positiv pradiktiven Wert von 88,9%
erkennen. Auch fur Cdx2 zeigte sich in diesem Kollektiv ein hochsignifikanter Unter-
schied zwischen kolorektalen Lungenmetastasen und Lungenadenokarzinomen. Wah-
rend die Sensitivitat von Cdx2 fur diese Fragestellung mit 77,8% niedriger war als die
von LI-Cadherin, waren Spezifitat (96,3%) und positiv pradiktiver Werte (93,3%) gering-
fugig hoher. Naturlich bedurfen diese Daten der Validierung in grof3eren und vor allem
vergleichenden Studien. Jedoch scheint LI-Cadherin ein dem Cdx2 mindestens eben-
bartiger potentieller zellularer Staging Marker fur kolorektale Karzinommetastasen in

der Lunge zu sein.

4.6 LI-Cadherin und Cdx2 Co-Expression

Zur Bestatigung der These, dass fur die Expression von LI-Cadherin das intestinale
Homeoboxprotein Cdx2 ein notwendiger Transkriptionsfaktor ist [75], wurden in einigen
der untersuchten Kollektive in konsekutiven histologischen Schnitten immunhistochemi-
sche Farbungen gegen Cdx2 und LI-Cadherin durchgefuhrt. In 94,6% der Falle von ko-
lorektalen Karzinomen und Metastasen und Lungenadenokarzinomen (insgesamt 149

Proben) zeigte sich eine konkordante Expression von LI-Cadherin und Cdx2, d.h. die
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Proben waren entweder LI-Cadherin positiv und Cdx2 positiv oder LI-Cadherin negativ
und Cdx2 negativ. Nur 4% oder 6 Proben waren LI-Cadherin positiv und Cdx2 negativ
und nur 1,3% der Proben waren Cdx2 positiv und LI-Cadherin negativ. Diese hohe

Konkordanz war erwartet.

Uberraschend waren die Ergebnisse beziiglich der Co-Expression von LI-Cadherin und
Cdx2 in Cholangiokarzinomen. Hier war in keiner der Proben reproduzierbar und mit
entsprechenden Positivkontrollen in den Farbeserien eine Cdx2-Expression nachweis-
bar. Ein mdglicher Erklarungsansatz hierfur ware die Existenz von anderen Transkripti-
onsfaktoren, die hinreichend fur eine LI-Cadherin-Transkription waren und auch erkla-
ren wurden, warum immerhin 4% der Kolon- und Lungenkarzinomproben ebenfalls LI-
Cadherin positiv und Cdx2 negativ waren. Ein solcher Faktor konnte der Hepatocyte
nuclear factor 1 alpha (HNF1a) sein [76]. Ein Bestatigung dieser Ergebnisse und Hypo-
thesen auch mit sensitiveren Methoden ist jedoch dringend indiziert und sollte Gegen-

stand zukunftiger Untersuchungen sein.

4.7 Fazit und Ausblick

LI-Cadherin zeigt im Fortschreiten kolorektaler Karzinome im Gegensatz zu E-Cadherin
keine Herunterregulierung. In kolorektalen Fernmetastasen der Lunge bleibt LlI-
Cadherin hochreguliert und bietet einen moglichen zellularen Screeningmarker zur Dis-
kriminierung kolorektaler Lungenmetastasen von Lungenadenokarzinomen. In etwai-
gen zukunftigen Studien ist hier zu bedenken, dass auch in Fernmetastasen anderer
gastrointestinaler Adenokarzinome (Magen-, Pankreas und Cholangiokarzinomen) eine

LI-Cadherin Expression moglich ist.

Entgegen der bisher geltenden Datenlage konnte gezeigt werden, dass in hepatozellu-
laren Karzinomen LI-Cadherin nicht exprimiert wird. Im Gegensatz dazu wird in Klatskin
Tumoren eine Korrelation mit Differenzierung, Infiltrationstiefe und Metastasierung im
Rezidiv und in intrahepatischen Cholangiokarzinomen mit vermindertem krankheitsfrei-

em Uberleben beobachtet, LI-Cadherin ist hier ein potentiell prognostischer Biomarker.

Insgesamt wurden in dieser Arbeit Proben von 475 Patienten untersucht. Die zufallig
ausgewahlten Patienten zeigten in einigen Gesichtspunkten in den unterschiedlichen
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Kohorten Diskrepanzen zum Median der erkrankten Gesamtbevolkerung, wie zum Bei-
spiel bei der ungleichen Geschlechterverteilung beim kolorektalen Karzinom und des-
sen Fernmetastasen zu sehen ist. Zur endgultigen Etablierung der vorgeschlagenen
Biomarkerfahigkeiten von LI-Cadherin ist daher in den Folgestudien nicht nur auf einen
reprasentativen Patientenschnitt zu achten, sondern auch in vielen der Unterkohorten
auf groldere Fallzahlen. Desweiteren ist ein Vergleich mit etablierten oder anderen vor-
geschlagenen Markern nicht nur fur den Einsatz als Screening Marker zur Diskriminie-
rung von Fernmetastasen und Primartumoren beispielsweise in der Lunge sinnvoll.
Auch vergleichende Studien mit moglichen anderen prognostischen Markern fur die
unterschiedlichen Formen des Cholangiokarzinoms sollten in Zukunft durchgefuhrt wer-
den [111].

Wie in den vorangegangenen Kapiteln bereits erwahnt, bieten sich dariber hinaus aus
den qualitativen Ergebnissen dieser Arbeit heraus Vorlagen zur Evaluation von LI-
Cadherin als pradiktivem Biomarker in der Chemotherapie des Cholangiokarzinoms.

Desweiteren konnte die Etablierung eines Assays zur Nutzung von LI-Cadherin als hu-
moralem Marker, beispielsweise in Form eines ELISA, erfolgversprechend sein. Ande-
rerseits konnten unter Umstanden auch fruh zirkulierende Tumorzellen gemessen wer-
den und die in dieser Arbeit gesehene Tendenz zu einer geringeren Expression von LI-
Cadherin in primaren kolorektalen Karzinomen hoheren UICC-Stadiums konnte objekiti-

viert werden.

Letztlich sind neben der Etablierung von LI-Cadherin als Biomarker weitere funktionelle
Untersuchungen in Zukunft notwendig, um die Frage eines therapeutischen Potentials
dieses Zelladhasionsmolekuls bei nun vielfach gezeigter ektoper Expression in huma-

nen Krebserkrankungen beantworten zu kdnnen.
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