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Zusammenfassung / Abstract

Zusammenfassung

Einleitung

Die vorliegende Arbeit untersucht das Vorkommen des Neurotensin-Rezeptors-1 und
von Tenascin-C im Plattenepithel- und Adenokarzinom des Osophagus. Fir den
Neurotensinrezeptor 1 gab es bisher zwar bei anderen Tumorentitaten Nachweise,
jedoch noch keine Hinweise auf eine vermehrte Expression im Osophaguskarzinom.
Tenascin-C war bereits in geringeren Fallzahlen ohne Differenzierung der

SpleiRvariante im Osophaguskarzinom untersucht worden.

Material und Methoden:

Es wurden gefrorene Praparate von insgesamt 54 Patienten, die an der Charité
operiert worden waren, sowie 60 kommerziell erworbene paraffinierte Proben
untersucht. Methodisch stand die Immunhistochemie im  Vordergrund.
Immunfluoreszenz an Zellkulturen, Transfektion, Western-Blot und Autoradiographie
dienten zur Uberprifung der Methode und der gewonnenen Ergebnisse.

Alle Ergebnisse wurden von zwei unabhangigen Untersuchern begutachtet.

Ergebnisse

Fir den NTR-1 wurde hier erstmalig ein Vorkommen im Osophagus-
karzinomgewebe bei 10 von 54 untersuchten Proben nachgewiesen.

Die lange SpleiRvariante von Tenascin-C fand sich im Bindegewebe von allen
untersuchten 114 Proben von Osophaguskarzinomen. Hier zeigten sich auch
signifikante Unterschiede in der Farbungsintensitat zwischen gefrorenen und
paraffinierten Geweben Zwar fanden sich auch geringe Vorkommen in den
untersuchten 30/36 tumorfreien Kontrollgeweben, jedoch nur in signifikant geringerer

Auspragung.

Diskussion

Die Antikoérperbindung an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren ist insgesamt schwierig.
Dennoch fanden sich mit Immunfluoreszenzuntersuchungen an transfizierten
Zellkulturen Hinweise darauf, dald die Bindung des verwendeten Antikdrpers
spezifisch an den NTR-1 erfolgte. Weitere Versuche sollten jedoch folgen.

Die lange SpleiRvariante des Tenascin-C ist nach den vorliegenden Daten ein gutes

histologisches Markermolekil bei Adeno- und Plattenepithelkarzinomen des



Zusammenfassung / Abstract

Osophagus, welches mit einer gute Sensitivitat und Spezifitat zwischen malignem
und nicht tumorbefallenem Gewebe differenzieren kann. Eine klinische Anwendung
existiert bei gastrointestinalen Karzinomen noch nicht. Diese existiert bei anderen
Tumorentitaten. Diese Arbeit gibt weitere Hinweise darauf, dal} Tenascin-C auch
beim Osophaguskarzinom ein vielversprechendes Ziel fir klinische Anwendungen

sein konnte.

Abstract

Introduction

This study examines the prevalence of Neurotensin Receptor 1 and Tenascin-C in
Esophageal Squamous cell and Adenocarcinoma. Neurotensin Receptor 1 (NTR-1)
is overexpressed in many tumours of the gastrointestinal tract, but until now its
overexpression in esophageal cancer had not been investigated. Tenascin-C (TnC)
is a hexamer glycoprotein of the extracellular matrix. Especially the long unspliced
isoform of TnC is known to be overexpressed in malignomas. While there are two
small studies showing Tenascin-C to be overexpressed in esophageal squamous cell
and adenocarcinoma until this point there has been no bigger systematic study of
Tenascin-C in oesophageal cancer. Furthermore no existing study focuses on the

long unspliced isoform of Tenascin-C.

Material and Methods

54 samples were obtained from patients with oesophageal adenocarcinoma (AC) or
squamous cell carcinoma (SCC) operated at Charité Campus Virchow Klinikum.
Oesophageal tissue without tumour infiltration existed for 36 of these patients and
was used as control sample. In addition we used a commercial tissue array with 60
samples of AC and SCC coated with paraffin wax. In total we had 68 SCC samples,
40 AC samples and six rare tumour entities.

To detect NTR-1 and TnC mainly immunohistochemical methods were applied.
Immunofluorescence in cell cultures, transfection, Western-Blot and

Autoradiography were used to proof the methods and the results obtained.
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Results

The presence of NTR-1 in esophageal carcinoma is first described here in 10 of 54
tissue samples. The long splicing variant of ThnC was detected in the connective
tissue of all 114 tissue samples of esophageal cancer. There were significant
differences in the intensity of staining between frozen and paraffine-coated tissue

samples. The presence of TnC in control tissues was significantly lower.

Discussion

G-Protein-coupled receptors like NTR-1 are known to be a difficult target in
immunohistochemistry. Nevertheless the positive staining of transfected cells found
within this study gives some evidence as to the specifity of this staining.

The long splicing form of TnC is a good histologic marker of oesophageal cancer,
which can distinguish between malignant and non-malignant tissue with good
sensitivity and specifity. Up to now there is no clinical application of TnC-Antibodies
in gastrointestinal tumours. This study shows that TnC is a promising target for

clinical applications.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

1.1 Tumormarker, Tumordiagnostik und Therapie bei Osophaguskarzinomen

Bosartige Tumoren des Gastrointestinaltraktes gehéren zu den haufigsten
Todesursachen in Deutschland (Statistisches Bundesamt 2010). Die Bdsartigkeit
eines Tumors zeigt sich nach Hanahan und Weinberg (2000 und 2011) an sechs
biologischen Eigenschaften: fortlaufenden Wachstumssignalen, dem Umgehen von
wachstumshemmenden Signalen, der Aktivierung von Gewebeinvasion und
Metastasierung, replikativer Unsterblichkeit, der Induzierung von Angiogenese und
dem Widerstehen gegenuber dem Zelltod. Medizinisch sind vor allem die Fahigkeit
zur Ausdehnung Uber Zell- und Gewebsgrenzen hinaus, sowie die Metastasierung
die bedrohlichen Prozesse fir den Menschen(vgl. Riede et al. 2004, 339f). Eine frihe
Erkennung eines bodsartigen Prozesses kann daher lebensrettend sein, da der
Prozess zu diesem Zeitpunkt noch nicht weit ausgebreitet ist und sich somit leichter
kontrollieren IaRt.

So liegt beim hier behandelten Osophaguskarzinom die 5-Jahres-Uberlebensrate (5-
JUR) bei Tumoren im UICC-Stadium | (T1, NO, M0), bei dem die (teilweise auch
endoskopische) Resektion die aktuelle Standardtherapie darstellt, bei 50-94%. Bei
einem lokal weiter ausgebreiteten Prozess (T2 oder T3 und damit Stadium IIA) wird
zwar immer noch eine Resektion angestrebt, die 5-JUR liegt jedoch nur noch bei 15-
65%. Nachweis von lokalem Lymphknotenbefall verschlechtert die Prognose

drastisch auf eine 5-JUR von 5-25%. Bei Fernmetastasen liegt die mediane
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Uberlebenszeit bei nur sechs Monaten die 5-JUR bei <5%. (vgl. Stahl et al. 2007,
Preil} et al. 2012).

Tumormarker sind Stoffe, die im maligne veranderten Gewebe spezifisch gebildet
werden. Sie werden haufig genutzt, um den Therapieerfolg und Verlauf einer
Erkrankung zu kontrollieren, in sehr begrenztem Ausmal} auch zur Diagnose einer
malignen Erkrankung (Diamandis 2002). So lal3t z.B. ein Wiederanstieg eines
Tumormarkers nach einer Operation auf ein Rezidiv oder eine Metastase schliel3en.
Lediglich das Prostataspezifische Antigen (PSA) wird bisher routinemalig zur
Friherkennung von Tumoren eingesetzt, allerdings ist auch dessen Verwendung
umstritten. (Schroder 2009).

Prinzipiell umfalt die Behandlung von bodsartigen Tumoren drei Saulen: die
Operation, die zytostatische Chemotherapie und die Strahlentherapie. Der Bereich
der klassischen zytostatischen Chemotherapie wird seit einigen Jahren durch die
sogenannten Biologicals, gegen bestimmte Tumorantigene gerichtete Antikorper
oder andere Proteine, erweitert. Diese bergen die Madglichkeit einer gezielten
Therapie. Bekannt ist hier z.B. der HER-2-Antikérper Trastuzumab, der in der
Behandlung des HER-2-positiven Mammakarzinoms eine wichtige
Therapiemoglichkeit darstellt (Leitlinienprogramm Onkologie 2012) und in jungerer
Zeit nach den Ergebnissen der Toga-Studie (Bang et al. 2010) auch Eingang in die
leitliniengerechte Therapie des Magenkarzinoms gefunden hat (Moehler et al. 2011)
Das hier besprochene Tenascin-C wird beispielsweise als Antigen bei Glioblastomen

bereits mit lebensverlangernder Wirkung als Zielmolekll verwendet (s. Diskussion)

Bosartige Tumoren des Osophagus sind zu weit Uber 90 % Plattenepithel- und
Adenokarzinome, sowie deren Mischformen (Bareil® et al. 2002; Daly et al. 2000).
Andere seltene Tumorentitdten sind Sarkome und Melanome, diese sollen in dieser
Arbeit nicht behandelt werden. Adenokarzinome entstehen nach aktuellem Stand der
Forschung vermutlich Uber Zwischenschritte aus pathologisch veranderter
Schleimhaut im Osophagus, dem sogenannten Barrett-Epithel. Barrett-Epithel
entsteht als Reaktion auf chronisch aufsteigende Magensaure. Dabei handelt es sich
um einen Umbau des Plattenepithels in ein drisenhaltiges Zylinderepithel wie in der
Cardia, oder das Einwachsen von Cardiaepithel in den Osophagus (Shaheen und

Richter 2009). In diesem besteht die Mdglichkeit, dass sich die normale histologische

10
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Architektur weiter auflost, es kommt zu Dysplasien. Niedriggradige Dysplasien
bergen ein geringes Risiko, in ein Karzinom Uberzugehen, wahrend dies bei
hochgradigen Dysplasien® je nach Studie zu etwa 2 bis 11 % pro Patientenjahr tun
(Daly et al. 2000, Schnell et al. 2001, Reid et al. 2001).

Die Prognose von Karzinomen des Osophagus ist schlecht. Derzeit liegt die
Flnfjahreslberlebensrate aller Stadien bei unter 10% (Bareil3 et al. 2002). Dies hat
verschiedene Griunde. Zum einen sind die Tumoren meist relativ symptomlos, bis sie
weit fortgeschritten sind. Symptome wie Dysphagie und Regurgitation von
Nahrungsresten treten meist erst bei einer signifikanten Einengung des Lumens auf.
Zu diesem Zeitpunkt ist eine kurative Therapie haufig nicht mehr mdglich.

SchlieRlich sind Karzinome des Osophagus aufgrund der haufig intrathorakalen Lage
im Mediastinum zwischen Trachea und Wirbelsaule schwer zu operieren (Vallbdhmer
et al. 2011), die Operation aber ist die wesentliche kurative Option in der Behandlung
von limitierten Osophaguskarzinomen, obwohl es auch kurative Ansatze von Radio-
bzw. Radiochemotherapie gibt. (Enzinger und Mayer 2003, Baumhoer und
Ramadori 2005, Cooper et al. 1999, Minsky et al 2002, Stahl, Wilke und Pdttgen
2007).

Zudem bestehen die Mdglichkeiten der Radiotherapie, der zytostatischen Therapie
und der Kombination von Therapieverfahren im Sinne (neo-) adjuvanter
Therapieverfahren bzw. einer Radiochemotherapie (Stahl, Weber und Schitte 2007).
Eine Eroérterung der Einzelheiten soll hier aus Grinden des damit verbundenen

Umfanges vermieden werden.

" Der Begriff der Dysplasie ist gemif der Wien-Klassifikation von 1998 verlassen worden
und im Wesentlichen durch den Begriff der Intraepithelialen Neoplasie (IEN) ersetzt worden
(Schlemper et al 2000). Da sich diese Nomenklatur jedoch bisher nicht allgemein durchsetzen
konnte und die verwendeten Proben nach iiberkommener Nomenklatur von pathologischer
Seite klassifiziert waren, wird in dieser Arbeit weiter der Begriff Dysplasie verwendet.

11
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1.2 Der Neurotensinrezeptor 1

1.2.1 Neurotensin und der Neurotensinrezeptor-1, physiologische Bedeutung

Neurotensin (NT) ist ein Tridecapeptid, welches 1973 zum ersten Mal von Carraway
und Leeman aus dem bovinen Hypothalamus isoliert wurde und 1976 von den
gleichen Forschern in noch wesentlich hdherer Konzentration im Gastrointestinaltrakt
von Ratten gefunden wurde. NT kommt im auch im humanen Gastrointestinaltrakt
ubiquitar vor, jedoch hauptsachlich im Epithel des Jejunums und des lleums. Fir die
Sekretion von NT sind die sogenannten N-Zellen zustandig. (Zhao & Pothoulakis,
2006) Hauptstimulus fur die Abgabe von NT ist die Erh6hung des Fettgehaltes im
Lumen des Intestinums. Interessanterweise scheinen ungesattigte Fettsauren ein
Stimulus zu sein, wahrend gesattigte Fettsduren keinen NT-Anstieg bewirken.
(Barber et al., 1991) Die Wirkungen des NT auf den GI-Trakt sind vielfaltig. So wird
die Sekretion des Pankreas gesteigert, die von Magensaure jedoch gesenkt, die
Motilitat von Magen und Dinndarm reduziert, die des Colons dagegen gesteigert,
ebenso wie die Resorption von Fettsduren gesteigert. Die Proliferation der Mukosa
des Gl-Traktes wird ebenfalls gesteigert v.a. in Antrum, dem gesamten Dinndarm
und Kolon. (Thomas et al., 2003; Zhao & Pothoulakis, 2006). Diese Wirkungen
werden Uber drei bisher bekannte NT-Rezeptoren (NTR) vermittelt. NTR-1 und NTR-
2 sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren, wahrend NTR-3 identisch ist mit
gp95/sortilin, einem 100kDa Protein, welches eine Transmembrandomane aufweist
(Vincent et al. 1999; Zhao & Pothoulakis, 2006). Der humane NTR-1 ist ein G-
Protein-gekoppelter Rezeptor bestehend aus 418 Aminosauren, die sieben

Transmembrandomanen bilden (Vincent et al. 1999).

12
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Schema eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors wie der NTR-1 Rezeptor. Rot
dargestellt die sieben Transmembrandoménen. (Quelle:
http.://en.wikipedia.org/wiki/Luteinizing_hormone/choriogonadotropin_receptor)

Funktional scheinen sich die Rezeptoren insofern zu unterscheiden, dass NTR-1 alle
bisher bekannten Funktionen des NT vermittelt, wahrend den anderen Rezeptoren

bisher weniger Funktionen zugeordnet werden konnten (Zhao & Pothoulakis, 2006).

1.2.2 Der Neurotensinrezeptor-1 in malignen Tumoren

Bei verschiedenen Tumoren ist ein Vorkommen von Neurotensin belegt. Sowohl NT-
Sekretion von Tumoren als auch NT als Wachstumsstimulus fur Tumoren sind
nachgewiesen. So wird zum einen vermutet, dass der Zusammenhang von
fettreicher Ernadhrung und einigen Malignomen durch die erhdhte NT-Sekretion
miterklart werden koénnte (Carraway & Plona 2006), zum anderen dass NT als
autokriner Wachstumsstimulus flr einige Tumoren notwendig sein konnte (Reubi
2003).

In Mamma-, Prostata- und Lungenkarzinomen (SCLC und NSCLC) ist das
Vorkommen von NT bzw. dem NTR gut belegt (Evers 2006; Reubi 2003, Alifano et
al. 2009). Alifano et al. (2009) fanden, dass Patienten mit NSCLC, die NTR-1 positiv
waren, eine signifikant schlechtere Prognose hatten, als Patienten, deren Karzinome

frei von diesem Rezeptor waren.

13
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Im Bereich der gastrointestinalen Tumoren gibt es deutliche Hinweise darauf, dass
NT und NTR eine bedeutende Rolle spielen. Vor allem ist dies bei Pankreastumoren
der Fall (Reubi et al. 1998), aber auch bei anderen Entitaten ist gibt es deutliche
Hinweise darauf. So fanden Maoret et al. (1994) in 9 von 19 Kolon-Ca-Zellinien NTR
mit Hilfe von RT-PCR und 125-1 markiertem Neurotensin. In einer weiteren
Untersuchung von Maoret et al. (1999) zeigte sich, das NT das Wachstum von
Kolon-Ca-Zellinien stimulieren konnte, wenn diese NTR-1 exprimierten. Auch Dal
Farra et al. (2001) untersuchten sechs verschiedene Colon-Ca-Zellinien auf NTR-
MRNA und fanden in jeder NTR-3, sowie NTR1 in 5 von 6. NTR 2 wurde in keiner
der Zellinien gefunden. Die Bindung des NT-Analogs ?°I-Tyr’-NT bestatigte diese
Ergebnisse. Anders Reubi et al. (1999), die allerdings keine Zellinien sondern
Gewebe untersuchten. hier wurden nur in 1/25 der Kolon--Ca, sowie in 1/27 der
getesteten Magen-Ca NTR gefunden. Allerdings band der Radioligand durchaus
aulderhalb der Tumoren an ,kontaminierende” Muskelzellen und Nervenzellen.
Souazé et al. (2005) untersuchten den Zusammenhang zwischen dem Tcf/gCatenin-
Pathway und der Expression von NTR-1. Dabei fanden sie heraus, dass bei
aktiviertem Wnt/APC-pathway der NTR-1 Rezeptor exprimiert wird. Da dies in etwa
80% der Kolon-Ca der Fall ist, konnte der NTR-1 Rezeptor genauso haufig zu finden
sein. Daflr spricht auch, dass Gui et al. (2008) in 25/25 Colon-Ca NTR-1 mRNA
fanden.

Zu NTR-1 in Osophaguskarzinomen sind bisher keine Daten veréffentlicht.

14
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1.3 Tenascin-C

1.3.1 Tenascin-C , Aufbau und physiologische Bedeutung

Bei Tenascin-C handelt es sich um ein Molekul der extrazellularen Matrix, das im
Koérper des Erwachsenen in praktisch allen Organen, wenn auch in meist sehr
geringer Auspragung vorkommt (vgl. Chiquet-Ehrismann, 2003). Zuerst beschrieben
wurde es 1983 als ein extrazellulares Matrixprotein, das vermehrt im Stroma von
Gliomen vorkommt (Bourdon et al.,, 1983). Das Wort Tenascin wurde 1986 von
Chiquet-Ehrismann et al. eingefuhrt, indem die lateinischen Worte tenere (halten)
und nascere (geboren werden) zusammengesetzt wurden. Biochemisch handelt es
sich um ein hexameres Glykoprotein. Die sechs Arme bestehen aus einer variablen
Anzahl sich wiederholender Doméanen. Am N-Terminus sind die sechs Arme
verbunden.

Es existieren unterschiedliche Spleildvarianten, so dass die monomere Grole von
rund 200 kDa eine starke Variationsbreite aufweist - von unter 100 kDa bis zu Uber
300 kDa. (Mighell et al., 1997; Hsia & Schwarzbauer, 2005; Chiquet-Ehrismann &
Chiquet, 2003; Chiquet-Ehrismann, 2003).

heptad repeats fibrinogen globe

| EGF-like repeats fibronectin type lll repeats |
[ 1 11

~W00000000000C0CLELE

Tenascin C. Im Bereich der Amino-Oligomerasationsdoméne (schwarzes
Dreieck links) verbinden sich die einzelnen Strdnge zu einem Hexamer. Im
Bereich der schraffierten Fibronectin-type Il repeats finden sich die
Unterschiede der unterschiedlichen SpleiBvarianten. (Abbildung modifiziert aus
Hsia und Schwarzbauer 2005)

Die Hauptfunktion von Tenascin ist wohl die Modulation von Zelladhasionen, dabei
interagiert es mit anderen Molekulen der extrazellularen Matrix wie Fibronectin,
Annexin I, Syndecan und den Integrinen o281, avpf3 und a9p3. Auffallig ist hierbei,
dass zwar in den meisten, aber nicht in allen Fallen die Zelladhasion herabgesetzt
wird. Es scheint, dass Zellen, die normalerweise fest verankert sind, durch Tenascin-

C aus ihren Verbanden gelost werden, wahrend wenig verankerte Zellen in ihrer
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Beweglichkeit gehemmt werden. (Jones & Jones 2000, Orend, 2005, Chiquet-
Ehrismann & Chiquet, 2003) . Dies erklart sein physiologisches Vorkommen vor
allem in der Embryogenese, bei der Aussprossung peripherer Nerven (Chiquet-
Ehrismann, 2004). Die Beteiligung an der Angiogenese und an Immunprozessen
wird diskutiert. Bei Entzindungsprozessen ist Tenascin-C fast grundsatzlich
hochreguliert und somit ein Entzindungsmarker. Regulatorisch werden hierfur
verschiedene Zytokine verantwortlich gemacht, hauptsachlich inflammatorische, aber
auch antiinflammatorische Zytokine - wie v.a. der transforming growth factor 8
(TGFB) — sind hier als Mediatoren beschrieben. Auch mechanischer Strel} ist
wahrscheinlich ein Faktor, der fur die Sekretion von Tenascin-C verantwortlich ist
(Chiquet-Ehrismann & Chiquet, 2003). Tenascin-C Knock-Out Mause zeigen
Verhaltensauffalligkeiten sowie Stérungen der Wundheilung (Hsia & Schwarzbauer,
2005).

Im Gastrointestinaltrakt des Erwachsenen kommt Tenascin-C unter physiologischen
Bedingungen im Wesentlichen im Bereich der Basalmembran vor (Broll et al., 1995).
Sein Vorkommen und seine Funktion im malignen Tumorgewebe soll im Folgenden

kurz dargestellt werden.

1.3.2 Tenascin-C in malignen Tumoren

Tenascin-C kommt in zahlreichen soliden Tumoren vor. Zuerst wurde es als Molekdl
der extrazellularen Matrix bei Gliomen beschrieben (Bourdon et al., 1983). Weiterhin
sind Tenascin-C-Anreicherungen bei Mund- und Larynxkarzinomen (Mighell et al.,
1997), Lungenkarzinomen (Silacci et al. 2006), Mamma-Karzinomen (Borsi et al.
1992), Nierenzellkarzinomen (Lohi et al., 1995), malignen Melanomen (llmonen et al.
2004), Magenkarzinomen (Broll et al. 1995), Colonkarzinomen (Sugawara et al.
1991, Riedl et al. 1992), Urothelkarzinomen (Berndt et al. 2006),
Pankreaskarzinomen (Lindner et al. 2001, Gong et al. 2010) Prostatakarzinomen
(Lindner et al. 2001), Uteruskarzinomen (Sedele et al. 2002), Osteosarkomen (Xiong
et al. 2009) und Chondrosarkomen (Evers 2006) zu finden. In Tumoren der
peripheren Nervenscheiden, wird TnC sogar als histodiagnostisches Kriterium
diskutiert (Dugu et al. 2010). TnC in Tumoren des Gastrointestinaltraktes wird weiter

unten ausfuhrlicher vorgestellt.
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In zahlreichen Tumorentitaten fanden sich Hinweise darauf, dass die lange Isoform
des TnC (die wahrscheinlich alle alternativ gesplei3ten Domanen enthalt — vgl. Abb.
2) bei Erwachsenen fast ausschliel3lich in der Umgebung des pathologisch
veranderten (entzindeten, maligne entarten) Gewebes und in der fetalen
Entwicklung vorkommt. (Katenkamp et al. 2004; Brack et al. 2006, Carnemolla et al.
1999). Daher wird zuweilen auch von onkofetalem Tenascin-C (=oncfet-TnC)
geschrieben (Galler et al. 2012, Van Obberghen-Schilling 2011 Berndt et al. 2010,)
In ihren Reviews diskutieren Chiquet-Ehrismann und Chiquet (2003) sowie Orend
(2005) die auslésenden Faktoren fur die Tenascin-C Expression, sowie die Funktion
des Tenascin-C in malignen Tumoren. Als auslésender Reiz fur die Entstehung von
Tenascin-C bei malignen Tumoren werden tumorassoziierter mechanischer Stref3
und tumorassoziierte Entziindungsmediatoren (s.0.) diskutiert. Aber es werden auch
Ruckwirkungen des Tenascin-C auf das maligne entartete Gewebe diskutiert. So
scheint es, dass Tenascin-C Signalwege aktiviert, die Onkogene enthalten. Auch
zeigte sich, dass Melanome in Mausen, die kein Tenascin-C produzierten, kleiner
und weniger vaskularisiert waren als in Wildtyp-Mausen (Tanaka et al., 2004). Dies
deutet auf eine Bedeutung des Tenascin auf die Vaskularisation des Tumors hin.
Zudem fanden Huang et al. (2010) deutliche Hinweise darauf, dass Tenascin-C die
T-Zell-assoziierte Immunantwort gegen Gliome hemmen kann; zu vermuten ist, dass
dieser bisher nur bei Gliomen gezeigte Mechanismus auch bei anderen TnC-
exprimierenden Tumoren auftritt.

Des Weiteren gilt Fibronectin durch seine adhasive Wirkung im Zellverbund und bei
der Migration von Entzindungszellen als tumorsuppressiv wirksam. Tenascin-C
reduziert die Wirkung von Fibronectin  und flhrt damit zu einer erhdhten
Tumoraktivitat (Van Obberghen-Schilling et al. 2011) Aullerdem scheint es, dass
feste Zelladhasionen einen genomstabilisierenden Effekt haben, der durch Tenascin-
C reduziert wird. (Allen und Jones 2011)

Auch im Bereich der Therapie wird Tenascin-C bereits als Zielmolekul gesehen. So
gibt es zahlreiche Studien zu antikdrpergesteuerten Radioimmuntherapie von
Glioblastomen. Hierbei werden Radioisotope an einen Tenascin-C-Antikdrper
gekoppelt und durch diesen selektiv im pathologisch veranderten Hirngewebe
angereichert (Chiquet-Ehrismann & Chiquet, 2003;De Santis et al., 2003; De Santis
et al., 2006).

17



1. Einleitung

Ebenso gibt es tierexperimentelle Hinweise darauf, dass die zielgerichtete
Chemotherapie, gekoppelt an Antikérper gegen die alternativ gespleil3te A1 —
Domane des TnC, prognostisch gunstig ist (Marlind et al 2008).

Nicht zuletzt finden sich bei einigen Malignomen, so beim Osteosarkom (Xiong
2009), bei Riesenzelltumoren (Pazzaglia et al. 2010) beim Harnblasenkarzinom
(Richter et al. 2009) und bei Gliomen (Hirata et al. 2009) sich Belege dafur, dass die
gesteigerte TnC-Expression mit einem erhohten Rezidiv und Invasivitatsrisiko
einhergeht. Aber auch in anderen Bereichen ist TnC prognostisch wichtig, Gong et
al. (2010) beschreiben, dass in vitro bei Pankreaskarzinom-Zellen eine erhohte
Resistenz gegen das Standardchemotherapeutikum Gemcitabine durch Interaktion
zwischen einer alternativ gespleilten Domane des TnC und Annexin A2 induziert

wird.

Im Bereich des Gastrointestinaltraktes sind noch keine Therapiestudien begonnen
worden. Dennoch zeigen sich auch hier mit bemerkenswerter Deutlichkeit
Anreicherungen von Tenascin in Karzinomen. Bereits Sugawara et al. (1991)
beschreiben eine vermehrte Anreicherung von Tenascin-C in Kolorectalen
Karzinomen. Diese Befunde wurden im Folgenden bestatigt von Riedl et al. (1992),
Broll et al. (1995), Dueck et al. (1999) und Gulubova und Vlaykova (2006). Auch als
Tumormarker im Serum bei kolorektalen Karzinomen wird Tenascin-C von Ried! et
al. (1995) untersucht; hierbei zeigt sich, dass die Erhéhung des Serumspiegels mit
einer Spezifitat von 95 % bei einer Sensitivitat von 25 % einhergeht. Dies entspricht
CEA, einem etablierten Tumormarker bei kolorektalen Karzinomen. Takeda et al.
(2007) untersuchten ebenfalls den Tn-C Serumspiegel bei Patienten mit kolorektalen
Karzinomen, allerdings mit Fokus auf groRe Spleildvarianten, und fanden ebenfalls
heraus, dass es sich hierbei um einen guten potentiellen Tumormarker handelt.
Bereits Dueck et al. (1999) fanden Hinweise darauf, dass unterschiedliche
Spleilvarianten unterschiedlich gut als Tumormarker dienlich sein kdnnten.

Beim Magenkarzinom fanden Broll et al. (1994) und Gulubova & Vlaykova (2006)
ebenfalls eine deutliche Anreicherung von Tn-C.

Im Bereich des Osophagus fanden sowohl Broll et al. (1995) bei Plattenepithel-
karzinomen als auch Salmela et al. (2001) bei Adenokarzinomen eine vermehrte

Anreicherung. Allerdings waren jeweils nur kleine Fallzahlen untersucht worden.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

In dieser Arbeit sollen Tenascin-C und der Neurotensinrezeptor-1 als maogliche
Markermolekiile von Osophaguskarzinomen untersucht werden.

Fiir NTR-1 gab es in Bezug auf Osophaguskarzinome bisher keine Daten. Aufgrund
der regelhaften Expression in anderen Tumoren des Gastronintestinaltraktes lag
nahe, dass zumindest in Adenokarzinomen eine Expression moglich ware. Hier soll
die Frage beantwortet werden, ob NTR-1 in der Zellmembran maligne entarteter

Osophaguszellen vermehrt vorkommt.

Bei der langen Spleivariante von Tenascin-C lagen bereits deutliche Hinweise
darauf vor, dass dies ein vielversprechender Marker sein konnte, da es in anderen
Tumoren des Gastrointestinaltraktes regelhaft nachgewiesen wird und es auch
Ansatze von Untersuchungen im Bereich der Osophaguskarzinome gab. In
Anbetracht der zunehmenden Relevanz von TnC als Zielmolekul in der
Tumortherapie und Diagnostik soll dies mit einer wesentlich groReren Stichprobe
uberpruft werden. Des weiteren sollen Tumorgewebe und gesundes Gewebe der
gleichen Patienten gepruft werden.

Da die Arbeit sich zum Ziel gesetzt hat mdgliche Grundlage fur antikdrperbasierte
Therapie oder Diagnostik des Osophaguskarzinoms zu sein, soll hauptséchlich
immunhistochemisch vorgegangen werden.

Letztlich sollen in Bezug auf Tenascin-C folgende Fragen geklart werden:

Ist Tenascin-C ein gutes Markermolekiil fiir Osophaguskarzinome?

Hat die Tenascin-C Expression prognostische Bedeutung?

Ist Tenascin-C ein potentielles ZielImolekiil fur bildgebende Verfahren?

Lassen sich die gewonnenen Erkenntnisse therapeutisch verwerten?

Diese Fragen werden in der Diskussion noch einmal aufgenommen werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

Die verwendeten Antikorper und radioaktiv markierten Peptide werden in dieser
Arbeit zuerst aufgefuhrt, anschlie®Bend werden die verwendeten Ldsungen
aufgefiihrt. Abschliefend werden samtliche verwendeten Substanzen samt

Bezugsquellen in alphabetischer Ordnung aufgelistet.

2.1.1 Gewebe

Far die Arbeit wurden sowohl mikroskopisch tumorfreie Kontrollgewebe, als auch

Tumorgewebeschnitte des Osophagus verwendet. Eine Aufstellung der Gewebe
findet sich unter den Ergebnissen. Bei allen Geweben handelte es sich um Resektate
oder Biopsien von Patienten der Kliniken fur Viszeralchirurgie und Hepatologie und
Gastroenterologie der Charité.

Weiter wurden in Paraffin eingebettete Tissue-Arrays verwendet. Diese wurden
bezogen aus dem Institut fir Pathologie der Charité (Prof. Dr. Dietel) und von der
Firma Biocat, Heidelberg (CTA CS02-02-004) sowie von der Firma Superbiochips
Laboratories, Korea (BC4-A07 und CR1-B02)

Zudem wurden zum Test der Antikbérper verschiedene gefrorene und
paraffineingebettete Schnitte von Pankreas, Kleinhirn, lleum, Magen und Colon,
sowie der entsprechenden Tumoren verwendet. Auch diese entstammten dem
Bestand der Charité. Fur die Verwendung der Gewebe wurde die Zustimmung der
Ethikkommission der Charité eingeholt (Ref. 62/2002).

2.1.2 Zellen

CHO-Zellen

Zelllinie CHO-K1 (ATCC Nr.: CCL-61)

Organismus Cricetulus griseus (Hamster, Chinese)

Herkunft Ovar eines erwachsenen chinesischen
Hamsters; 1957

Morphologie und Wachstum Fibroblasten, adharent wachsend

20



2. Material und Methoden

Wachstumsbedingungen

Hams F12 Medium, 2 mM L-Glutamine,
1.5 g/L NaHCOs3;, 10% FKS, 37 °C, 5 %
CO,

Verdopplungszeit

24 h

MiaPaCa-2-Zellen

Zelllinie Mia-PaCa2 (ATCC Nr.: CRL-1420)
Organismus Homo sapiens
Herkunft Pankreaskarzinom 1975 (A. Yunis)

Morphologie und Wachstum

adharent, epithelial

Wachstumsbedingungen

ATCC-formulated Dulbecco's Modified
Eagle's (Nr.30-2002) + Fetales bovines
Serum (Zielkonz. 10%) + Pferdeserum
(Zielkonz. 2,5%); Temp. 37°C

Verdopplungszeit 40 h

HEK 293

Zelllinie HEK 293 (ATCC Nr.: CRL-1573.3)
Organismus Homo sapiens

Herkunft Embryonale Niere 1973 (van der Eb)

Morphologie und Wachstum

Runde Zellen

Wachstumsbedingungen

SFM 1l (Invitrogen, Catalog No. 11686-
029) + 2mM L-Glutamin (ATCC 30-
2214)

Temp. 37°C, 02 95%; Co2 5%

Verdopplungszeit

34 h

2.1.3 Medium fiir Zellkultur

RPMI 1640 Medium (1x) (Biochrom)

OptiMEM ® | (Gibco 31985-047)
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2.1.4 Antikorper

Gegen Neurotensin-Rezeptor 1

- abcam 13041, polyklonaler Antikdrper rabbit against human N-Terminus

- santa cruz sc-25042 polyklonaler Antikdrper goat against human N-Terminus 200
ug/ml

- santa cruz sc 7596 polyklonaler Antikdrper goat against human C-Terminus 200

ug/ml

Gegen LI-Cadherin
- Santa Cruz sc6462, goat polyclonal IgG

Gegen Rab 7
- Santa Cruz sc-6563, goat polyclonal 1IgG

Gegen Vimentin

- Chemicon MAB 3400 mouse monoclonal IgG, 1 mg/ml

Gegen Tenascin C

- Anti TnC 608, monoklonaler AK gegen lange SpleiRvarianten des TnC mit
unbekannter  Bindungsdomane, Prof. Faissner, Bochum (personliche
Kommunikation)

- Anti TnC 578, monoklonaler Ak gegen FNIlI/Doméane D, Prof. Faissner, Bochum
(publiziert in Rigato et al. 2002)

Blockierung
- Avidin-Biotin-Blockierungskit (Fa. Dako X-0590)

Sekundarantikorper fiir Inmunhistochemie

- Biotinylated Anti-Mouse, affinity purified, made in horses (Vector Laboratories Inc)
- Bricken-Antikdrper Mous 1gG (Dako #20259)

- APAAP-Ak mouse (Dako#K0699)
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Sekundar-Antikorper fiir Westernblot
- Anti Goat IgG-HRP sc2056 (santa cruz)
- Anti Goat IgG-HRP sc2020 (santa cruz)
- Anti Mouse IgG-HRP

Sekundéar-Antikérper fir Immunfluoreszenz
- Texas Red rabbit anti goat 305-075-045 Dianova

2.1.5 Radioaktiv markierte Peptide

(3-(1251)lodotyrosyl 3) -Neurotensin, 10uCi, Activity Date 3. Juli 2006 (Amersham
Biosciences ED 1807-IM163)

(2-(1251)lodotyrosyl 11) Somatostatin 14 (Tyr 11), 10 uCi, Activity Date 29. Mai 2006
(Amersham Biosciences ED 1808- IM 161)

2.1.6 Losungen

Anodenpuffer |
0,3 M Tris -> 36,34 g Tris
20% Methanol -> 200ml

ad 11 aqua dest

Anodenpuffer Il
0,025 M Tris -> 3,02 g
20% Methanol -> 200 ml

ad 1l aqua dest

Phosphate buffered saline= PBS

Dulbecco R und Vogt M; Exp Med. 99,167-182 (1954)
Stammldsung 20x

8 g KCI (Merck Nr. 4936)

320 g NaCl (Merck Nr. 6404)
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8 g KH2P04
56 g Nap;HPO4 *H,0 (Merck Nr. 6580)

auf 2 Liter destilliertes Wasser

1xPBS= 100ml Stammldsung mit 1900ml destilliertem Wasser verdiinnen

Para-Formaldehyd=PFA-L6sung

10 g PFA reinst (H2O)n (Merck Nr. 2213) in 100ml destilliertem Wasser unter Warme
l6sen, NaOH (1 mol/l) zugeben, bis die Mischung klar wird. 40 ml dieser 10-
prozentigen Formaldehyd-Lésung mit 15 ml KH,PO, (Merck Nr. 6580) —L&sung
(800 mmol/l, pH 7,2) auf 100 ml aqua dest geben. Damit ist die gebrauchsfertige 4%-

Formaldehyd-L6sung hergestelit.

Hamalaun

1 g Hamatoxylin (Merck 15938)

0,2 g Natrium (Meck 6525)

50 g Kalialaun = Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat (Merck 1042)
in 1 1 Aqua dest I6sen und Uber Nacht rihren

25 g Chloralhydrat (Merck 102425)

0,5 g Zitronensaure (Merck 100244)

Zugeben und wieder Uber Nacht rihren

Citratpuffer
2,1g Zitonensaure (10mM) auf 500ml aqua dest., anschlieRend mit Natronlauge auf

pH 6,0 bringen und auf 1 | aufflllen.

K-Puffer
0,04 M 6-Aminohexansaure -> 5,24 g
20% Methanol -> 200 ml

ad 1l aqua dest

10x Kathodenpuffer
1) 250 mM TRIS -> 30,28 g
2) 1,9 M Glycin ->14 4g
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3) SDS1% ->10g
Mit einem Liter aqua bidest lI6sen.

Gebrauchslésung 1:10 verdlnnt.

Detection reagent fiir Western Blot

Mischung von Detection reagent 1 mit Detection reagent 2 (Amersham)1:1

Methanol:Aceton

Mischung von Methanol und Aceton 1:1

HEPES 1M pH7,4
23,8 g Hepes auf 100 ml aqua dest, mit Natriumhydroxid auf pH7,4 titrieren.

Sammelgel (6%)

(2 groRe Gele, 10 x 15 cm): 13,6 ml Aqua dest., 3,4 ml Acrylamide Bis Solution
(30%), 2,5 ml Tris (1000 mM, pH 6.8), 0,2 ml SDS (10%), 0,2 ml APS (10%), 0,02 ml
TEMED.

Trenngel (6%)

(2 groBe Gele, 10 x 15 cm): 21.2 ml Aqua dest., 8 ml Acrylamide Bis Solution (30%),
10 ml Tris (1500 mM, pH 8.8), 0,4 ml SDS (10%), 0,4 ml APS (10%), 0,032 ml
TEMED

Trenngel (10%)

(2 groBe Gele, 10 x 156 cm): 15,9 ml Aqua dest., 13,3 ml Acrylamide Bis Solution
(30%), 10 ml Tris (1500 mM, pH 8.8), 0,4 ml SDS (10%), 0,4 ml APS (10%), 0,016 ml
TEMED

Stripping Buffer (ECL) pH6,7

1) Tris 62,5mM ~3,79 g

2) SDS 2% ~50ml 10% SDS

3) 2-Mercaptoethanol 100 mM ~3,9 ml

auf 400 ml aqua dest, anschlielsend pH auf 6,7 mit Salzsaure einstellen.

Entwickler

Entwickler Kodak D-19 1:1 mit aqua dest mischen
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Stopldsung

0,5 % Essigsaure in aqua dest

Fixierer

30% Natriumthiosulfat in aqua dest

2.1.7 Proteine

Pronase= Protease, Type XIV, bacterial from Streptomyces griseus (Sigma P5147)

Trypsin Type Il crude from porcine pancreas (Sigma T8128)

2.1.8 verwendete Substanzen

Substanz

Hersteller / Nr.

ABC-Reagenz

Vector Laboratories Inc.)

Acrylamid 30%= Rotiphorese Gel 30

Roth 3029.1

Aceton

J.T.Baker 8002

6-Aminohexansaure

Merck 12797

ATCC-formulated Dulbecco's Modified Eagle's Medium

ATCC 302002

Chloralhydrat

Merck 102425

Detection reagent 1

Amersham RPN2106V1

Detection reagent 2

Amersham RPN2106V2

Essigsaure 100%, wasserfrei

Merck 1.00063.2511

Ethanol 99,8%

Roth 9065.2

Fetales bovines Serum (=FBS = FKS)

Gibco 10437028

L- Glutamin

ATCC 30-2214

Glyceringelatine

Merck 1.09242.0100

GIyzin (CQH5N02)

Serva 23390

Hamatoxylin

Merck 15938

Hams F12 Medium

Biochrom F0815

HEPES (CsH1sN204S)

Sigma H-3375

Isopropanol

Lagerware
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Kalialaun = Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat

Merck 1042

KCI

Merck Nr. 4936

KH2PO4

Merck Nr. 6580

2-Mercaptoethanol

Merck 1.15433.0100

Methanol pro analysi

Merck 1.06009

NaHCOs; Merck 106323
Na;HPO,4 *H,0 Merck Nr. 6580
NaCl Merck Nr. 6404
Natrium Merck 6525
Natriumazid Merck 106687

Natriumhydroxid Platzchen (NaOH)

Merck 1.06498

Natriumthiosulfat 99,5%

Sigma-Aldrich 217247

Non-fat-dry-milk =Magermilchpulver

Bio Reed 170-6404

NP-40 = Polyethylenglycol(40)- nonylphenolether

Sigma 9002-93-1

OptiMEM |

Gibco 31985-047

PFA reinst (H20)

Merck Nr. 2213

Pferdeserum = Donor Horse Serum

Biochrom S9133

Ponceau S solution

Sigma-Aldrich P7170

Rotihistol Roth 66401
RPMI 1640 Medium Biochrom
Salzsaure 36,5-38% Sigma H1758
SDS = Natriumdodecylsulfat Serva 20765

SFM Il (Serum free medium)

Gibco 11686-029

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (=TRIS)

Merck 1.0382.2500

Wasserstoffperoxid 30%, medizinisch, reinst, stabilisiert

Merck Nr. 1.08597.1000

Zitronensaure

Merck 100244
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2.2 Methoden

2.2.1 Immunhistochemie

Bei immunhistochemischen Methoden geht es prinzipiell darum, ein bestimmtes
Antigen mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern sichtbar zu machen. Die einzelnen
Methoden unterscheiden sich in der Art der Anfarbung der Antigene. Grundsatzlich
wird der flr das Antigen spezifische Primarantikorper durch einen zweiten Antikorper,
der mit einem Signalgeber versehen ist, markiert. Dieser Signalgeber wird durch
spezifische Entwicklungsmethoden, oder im Falle der Immunfluoreszenz mit Hilfe
von Licht einer bestimmten Wellenlange genutzt, um den Antikérper sichtbar zu
machen. Fur diese Arbeit wurden drei verschiedene immunhistochemische
Methoden genutzt. Die Farbung mit Hilfe von ABC-Komplexen, die Farbung mit der
sogenannten APAAP-Methode und bei Zellkulturen Immunfluoreszenz. Im

Folgenden sollen diese Methoden genauer beschrieben werden.

2.2.1.1 Vorbehandlung von paraffinierten Schnitten

Um das Antigen fur Antikdrper zugangig zu machen, ist es notig, die Schnitte zu
entparaffinieren. Dies geschieht Uber die sogenannte Entparaffinierungsreihe.
Hierbei handelt es sich um Chemikalienbader, die die Schnitte nacheinander
durchlaufen: Als erstes zwei Bader in Rotihistol je 10 min, anschlieend je 5 min in
Isopropanol und Ethanol in den Verdlinnungen 96%, 80%, 70% und 50%. Dann
werden die Praparate 2 min. in Acetatpuffer gekocht und weiter nach der ABC oder
APAAP-Methode verarbeitet.

2.2.1.2 Fixierung von gefrorenen Schnitten

Gefrorene Schnitte wurden aus Geweben hergestellt, die direkt nach Entnahme aus
dem Operationssitus in flussigem Stickstoff fixiert wurden. Um die hieraus
hergestellten - nach Verarbeitung bei -80°C gelagerten — Schnitte vor
Weiterverarbeitung zu fixieren wurden zwei verschiedene Fixierungsmethoden

verwendet: Zum einen die Fixierung fir 20 min. in 4% Paraformaldehyd, zum
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anderen die Fixierung fur 2-5 min. in Methanol-Aceton. Welche Fixierung sich bei
welchem Antikdrper am besten eignete, wurde vor den eigentlichen Versuchen in

Probereihen ausgetestet. Diese werden im Ergebnisteil beschrieben.

2.2.1.3 Immunhistologie in der APAAP Methode

Die APAAP- Methode (Alkalische Phosphatase Anti Alkalische Phosphatase) wurde
in dieser Arbeit zum Nachweis von Tenascin-C an paraffinierten Schnitten
verwendet. Sie wurde erstmalig von Cordell et al. (1984) beschrieben, und dient wie
die ABC-Methode dazu, mit Hilfe einer enzymatischen Reaktion ein Substrat sichtbar
zu machen. In diesem Falle wird an den Primarantikorper, welcher an TnC bindet
(Anti-TnC 608) ein Bruckenantikérper gebunden (Dako # Z 0259), an diesen
wiederum bindet der enzymmarkierte APAAP Antikérper (Maus Fa Dako # Z 0259).
An letzterem wurde das Substrat Naphtolphosphatester mit Hilfe des Enzyms
Alkalische Phosphatase zu Phosphaten und Phenolanteilen hydrolysiert. Dieses
bildete mit Neufuchsin (Fast-Red Dako #0699) einen unldslicher Farbstoff, womit
letztlich die Bindungsstelle sichtbar markiert wurde.

Zunachst wurden die Schnitte entparaffiniert (vgl. 2.2.1.1), anschlieRend 2x 5min in
TBS-TX100 (TBS mit 0,1% Triton X100) gewaschen. AnschlieRend erfolgte das
Kochen der Schnitte flr 3 Minuten im Citratpuffer. Der Primarantikorper Anti TnC 608
wurde in Verdunnungslésung (Dako S-3022) in unterschiedlichen Verdinnungen (s.
3.2.1) verwendet, letztlich stellte sich eine Verdinnung von 1:100 als sinnvollste
heraus. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht im Kuihlschrank (4°C). Anschlielend
wurden die Schnitte viermal funf Minuten in TBS gewaschen. Der Bricken-
Antikorper wurde zugegeben, nachdem er 1:50 in RPMI mit 10% Humanserum
verdunnt wurde, die Inkubation erfolgte 30 min bei Raumtemperatur. Nach erneutem
Waschen (1 x TBS-TX 100 far 5 min) wurde der 1:50 in RPMI verdinnte APAAP-
Antikérper zugegeben und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Wiederum wurden
die Reste durch Waschen (2 x TBS-TX 100 fur 5 min) entfernt, der Fast-Red
Entwickler auf die Schnitte gegeben und 30 min inkubiert. Die Entwicklung wurde mit
Aqua-dest gestoppt und 2 min mit Hamalaun gegengefarbt. Nach 10 min blauen
unter Leitungswasser wurden die Schnitte mit Glyceringelatine eingedeckt und

ausgewertet.
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2.2.1.4 Immunhistologie in der ABC-Methode

Die Avidin-Biotin-Complex-Methode nach Hsu, Raine und Fanger (1981) stellte sich
bei gefrorenen Schnitten als beste Farbemethode zum Nachweis der TnC Antikorper
und der Neurotensin-1-Rezeptor-Ak heraus. Avidin wird bei dieser Methode aufgrund
seiner Biotinbindungsfahigkeit als molekulare Brlicke zwischen Biotin-markierten
Sekundar -Antikdrpern und dem Peroxidase markierten Biotin verwendet, welches
die Farbreaktion in Gang setzt.

Nachdem die Schnitte bei Raumtemperatur aufgetaut wurden und mit Fettstift
umkreist wurden, erfolgte zunachst die Fixierung (vgl. 2.2.1.2). Danach wurden die
Schnitte in PBS gewaschen (2 x 5 min) und mit 3% Wasserstoffperoxid in PBS fur 3
min bei Raumtemperatur inkubiert. Um Fehlreaktionen zu vermeiden, erfolgte nun
die Blockierung von moglichen Fehlbildungsstellen mittels Avidin-Biotin
Blockierungskit (Fa. Dako X-0590 20 min Lésung 1 auf den Schnitten, dann 20 min
Ldsung 2 bei Raumtemperatur) Nach erneutem Waschen (2 x 5 min PBS) erfolgte
die Inkubation in 2% Magermilchpulver tber 30 min, nochmaliges Waschen (2 x 5
min PBS) und schliel3lich die Zugabe von 100 ul des Primarantikrpers in der
gewahlten Verdunnung in 0,1% BSA/PBS. Auf jedem Objekttrager waren zwei
Schnitte des gleichen Gewebes. Der zweite wurde lediglich mit 0,1% BSA/PBS ohne
Antikorper inkubiert um ggf. Fehlreaktionen detektieren zu kénnen. Es erfolgte die
Inkubation Uber Nacht bei 4°C. Am folgenden Morgen wurde der nicht gebundene
Anitkorper mittels Waschen entfernt (4 x 5 min PBS) und der entsprechende
Sekundarantikérper (vgl 2.1.4) in 1:400 Verdunnung in PBS fir 30 min auf den
Schnitten inkubiert. Dieser wurde danach abgewaschen (1 x 5 min PBS) und der
ABC-Komplex (Vector Laboratories Inc.), dessen zwei Lésungen in 5 ml PBS
gemischt und dann 30 min inkubiert wurden, fir 30 min auf den Schnitten inkubiert.
Die Farbreaktion wurde nach erneutem Waschen (2 x 5 min PBS und anschlie3end
kurz Aqua-dest) mittels AEC-Substrat (frisch angesetzt mit 3,8 ml Acetatpuffer pH
5,00 + 200ul AEC + 2ul Wasserstoffperoxid, filtriert) ausgelost. Das Unterbrechen
der Farbreaktion erfolgte nach Vorversuchen nach einer definierten Zeit mittels
Aqua-dest. Dann wurde 2 min mit Hamalaun gegengefarbt. Nach 10 min blauen
unter Leitungswasser wurden die Schnitte mit Glyceringelatine eingedeckt und

ausgewertet.
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2.2.1.5 Auswertung Immunhistochemie

Die Auswertung der gefarbten Praparate erfolgte in drei verschiedenen Schritten.
Zuerst wurde die Intensitat der Farbung in einer Skala von 0 bis 3 angegeben. Bei 0
war keine Farbung festzustellen, eine Farbestufe von 1 bedeutete eine erst bei einer
mehr als 25 fachen VergroRerung feststellbare Farbung. Farbestufe 2 war eine bei
25facher Vergrof3erung leicht sichtbare Farbung und Stufe 3 war bei 25facher
VergrofRerung stark rot gefarbt.

In einem zweiten Schritt wurde der prozentuale Anteil gefarbten Gewebes gegenlber
dem Gesamtgewebe in 25facher VergroRerung abgeschatzt.

Schlielich erfolgte die morphologische Einordnung des gefarbten Gewebes und die
Abgrenzung von Artefakten.

Alle Befunde wurden in 25facher und ausschnittsweise in 200facher Vergrof3erung
photographisch dokumentiert.

Diese Untersuchung wurde von zwei Untersuchern unabhangig voneinander
vorgenommen.

Die pathologische Diagnose, die bei allen Praparaten bekannt war, wurde mit den
erhobenen Befunden verglichen. Die statistische Auswertung wird gesondert
behandelt (s.u.).

2.2.2 Zellkultur

Zur Transfektion fur unsere Untersuchungen wurden die Zelllinien CHO, HEK 293
und MiaPaCa-2 ausgewahlt. Genauere Informationen hierzu finden sich unter 2.1.2.
Die Zelllinien wurden in einem Brutschrank bei 37°C, 95% Luft, 5% CO2 und H20-
gesattigter Atmosphare auf 100 mm Zellkulturschalen bzw. 25 cm2 Zellkulturflaschen
unter regelmaliger Kontrolle bis zur Konfluenz inkubiert. Es erfolgte alle zwei Tage
ein Medienwechsel. Alle Arbeiten an der Zellkultur wurden unter einer Laminar flow-

Sterilbank vorgenommen. Die zelllinienspezifische Medienzusammensetzung kann
im Materialteil nachgesehen werden (2.1.2). Konfluente Zellen wurden im Verhaltnis
1:2 subpassagiert. Dies geschah, indem das Medium entfernt wurde, und die Zellen

mit 1 ml Trypsin-EDTA-L6ésung 5 Min. bei 37°C inkubiert wurden. Hierdurch Iosten
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sie sich vom Boden des WachstumsgefalRes. Bei 800 rpm wurden die Zellen
zentrifugiert und das Sediment in steril filtriertem Kulturmedium resuspendiert und
auf mehrere Kulturschalen verteilt.

Um die Immunfluoreszenz durchzuflihren, wurden sterile Deckglaschen auf dem
Boden einer Kulturschale verteilt. Die Versuche erfolgten, sobald die Zellen adharent

wuchsen.

2.2.3 Transfektion

Bei der Transfektion handelt es sich um ein Verfahren, bei dem Fremd-DNA in Zellen
einer Zellkultur eingebracht wird. In diesem Falle wurden CHO-Zellen mit einem
Plasmid transfiziert, auf dem der Neurotensinrezeptor 1 codiert war. Dies geschah
mithilfe von Jet-Pei ®. Dabei handelt es sich um ein Polymer, welches mit der DNA
kompakte, positiv geladene Partikel bildet. Diese binden an Proteoglykane in der
Zellmembran und werden von der Zelle per Endozytose internalisiert. In der Zelle
angekommen wird die DNA freigesetzt, indem das Endosom osmotisch anschwillt
und rupturiert. (Boussif et al 1995, Kichler et al. 2001).

2.2.4 Immunfluoreszenz Zellkulturen

Die Deckglaschen mit konfluent wachsenden Zellen (vgl. 2.2.2) wurden aus den
Kulturschalen enthommen, kurz mit PBS gespult und fur 2 min bei Raumtemperatur
mit Methanol-Aceton (1:1) fixiert. Nach kurzem Trocknen an der Luft wurden sie mit
PBS und 5% Ziegenserum fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, um eine
Fehlreaktion zu vermeiden. Es erfolgte das Waschen (3 x 10 min PBS).
AnschlieBend wurden die Primarantikdrper (Verdinnung und Ak s. 3.1.1)
aufgegeben und fur 1h in einer sogenannten feuchten Kammer inkubiert. Zur
Negativkontrolle wurden einige Deckglaschen nur mit Verdinnungsmedium ohne
Primarantikorper inkubiert. Nach erneutem Waschen (3 x 10 min PBS) wurde der an
Texas-Red gekoppelte Sekundarantikérper gegen den Primarantikdrper aufgetragen
und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen (3 x 10 min
PBS) erfolgte die Fixierung mit 96% Ethanol fir 2 min und nach Trocknung das

Eindeckeln mit Glycerol/Gelatine. Die Auswertung erfolgte fluoreszenzmikroskopisch
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mit Anregung im spezifischen Wellenlangenbereich (Absorptionsmaximum 567nm)

fur Texas Red.

2.2.5 Proteinlysate aus Zellkulturen

Es wurden Schalen mit konfluent wachsenden Zellen verwendet, von denen das
Nahrmedium abgesaugt wurde, Alle im folgenden verwendeten Lésungen waren
vorgekuhlt um ein Erwarmen zu vermeiden. Die Zellen wurden mit PBS gespuilt und
die Kulturschale auf Eis gestellt. Zur Losung der Zellen und zur Verhinderung einer
Proteolyse wurden pro Schale 800 pyl TNA-Puffer und 400 pl 3%-ige NP-40-Puffer mit
der entsprechenden Konzentration der Proteaseinhibitoren zugegeben (2 mM PMSF,
2 mM Benzamidin, 2 ug/ml Aprotinin und 20ug/ml Leupeptin). Es erfolgte die 10
minutige Inkubation auf Eis und nach dem Abkratzen der haftenden Zellen die
Uberfiihrung in ein Eppendorf-Hitchen. In diesem wurden die Zellen resuspendiert
und erneut 10 min auf Eis inkubiert. In einer auf 4°C vorgekuhlten Zentrifuge der Fa.
Sigma bei 20.000 g wurde anschlieRend fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand, bei
dem es sich um das Proteinlysat handelt, wurde abpipettiert und 1:1 mit 2x SDS-PP
gemischt. AnschlieBend wurden die so gewonnenen Lysate bei 95°C fur 5 min

denaturiert. Die Lagerung erfolgte, soweit nétig, bei -20°C.

2.2.6 Proteinlysate aus Geweben

Proteinlysate aus Geweben wurden fur den Western Blot verwendet. Dazu wurden
Stlcke von auch in der Immunhistologie verwendeten Patientenmaterial zuerst mit
Hilfe von Skalpellen zerkleinert. Anschlieend wurden die Gewebstlicke nach
Zugabe von TNA-Puffer und Proteaseinhibitoren (PMSF, Benzamidin, Aprotinin und
Leupeptin) in einem Eppendorfhitchen mit einem Ultra Turrax Messer
homogenisiert. Der 3xDetergenz-Mix wurde zugegeben und die Proben fir 20
Minuten auf Eis gekuhlt. Nach 10 mindtigem zentrifugieren bei 20.000g in einer auf
4°C vorgekihlten Zentrifuge der Fa. Sigma wurde das Proteinlysat als Uberstand

abpipettiert.

2.2.7 Western Blot

33



2. Material und Methoden

In der Methode des Western-Blot werden Proteine zuerst elektrophoretisch
aufgetrennt und anschlieBend auf eine Membran Ubertragen um sie dort mit Hilfe
von Antikérpern sichtbar zu machen. Die beiden Schritte werden der

Ubersichtlichkeit halber getrennt beschrieben.

2.2.7.1 SDS-Polyacrylamidgelelektophorese

Im Rahmen der vertikalen SDS-Polyacrylamidgelektrophorese (SDS-PAGE) werden
Proteine entsprechend ihrer Molekulargewichte aufgetrennt. Dies erfolgt in einem
Puffersystem in Anwesenheit von Natriumdodecylsulfat (SDS) (Laemmli 1970).

Die Proteine wandern also, bildlich gesprochen, je nach lhrer Masse in einer
unterschiedlichen Geschwindigkeit durch das Trenngel, dessen
Polyacrylamidkonzentration die Laufgeschwindigkeit bestimmt und je nach
Molekulargewicht des zu untersuchenden Zielproteins unterschiedlich gewahlt wird.
Bevor die Proteine jedoch getrennt werden, erfolgt die Konzentration der Proteine in
einem sogenannten Sammelgel.

Zur Detektion von Tenascin-C (je nach Spleildvariante 200 bis 300 kDa) wurde ein
6% Trenngel verwendet. Zur Detektion des Neurotensin-Rezeptors 1 (ca. 55 kDa) ein
10% Gel.

Das Trenngel wurde zwischen Glasplatten (11 x 16 cm) gegossen, die durch
Kunststoffspacer in einen Abstand von 1 mm gebracht worden waren. Danach wurde
das Sammelgel vorsichtig auf das Trenngel gegeben. In dieses wurde ein
Kunststoffkamm zur Erstellung der Probentaschen eingedrickt. Dann wurde die
Verfestigung durch Polymerisation abgewartet.

Anschlie®end wurden jeweils 40 ul der Proteinlysate, die zuvor 5 Min. bei 95°C
denaturiert wurden, in die entsprechend gekennzeichnete Probentaschen
aufgetragen.

Fir 10 min wurde eine Spannung von 80 V angelegt, um die Proteine vom Sammel-
in das Trenngel Ubergehen zu lassen. Die Auftrennung im Trenngel erfolgte bei 200
V fur weitere 120 Min. Als MeRleiter wurde der Molekulargewichtsmarker rainbow
marker der Fa. Biorad eingesetzt, bei dem definierte, unterschiedlich gefarbte
Banden definierte Massen haben. Nach der stattgehabten Elektrophorese wurde das
Gel letztendlich in Kathodenpuffer (K-Puffer) Gberfuhrte.
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2.2.7.2 Western Blot

Nach Auftrennung der Poteine im Rahmen der SDS-Gel-Elektrophorese erfolgte der
eigentliche Western Blot nach Towbin et al. (1979).

Hierbei werden die aufgetrennten Proteine durch Elektrotransfer auf eine Hybond C
Nitrocellulosemembran Ubertragen (sog. blotting). Hierzu wird das Gel auf die
Membran aufgelegt und von in Puffern (K-Puffer/ A1/ A2-Puffer) getrankten
Filterpapierschichten umgeben. Die Ubertragung erfolgte in der Trans-Blot-
Apparatur der Fa. Biometra. In dieser wurde fur 95 Min eine Stromstarke von 400
mA (= 3 mA/cm2) angelegt. Hierbei wurden die Proteine auf die
Nitrocellulosemembran im Sandwichverfahren elektrotransferiert.

Die Proteinbanden wurden anschliel3end durch einminatige Farbung mit Ponceau S
Ldsung sichtbar gemacht. Die Membran wurde ggf. zertrennt und beschriftet.

Um unspezifische Proteinbindungsstellen zu blockieren, wurden die Membranen in
einem Puffer aus 5% Magermilchpulver in PBS mit 0,2% Tween (PBST) fur 30 Min
auf einem Schiittler inkubiert. Uber Nacht erfolgte die Inkubation mit TnC bzw NTR-1
Antikérpern in zuletzt genanntem Puffer bei 4°C auf einem Schdttler.

Um den nicht spezifisch gebundenen Antikdrper zu entfernen, wurden die
Membranstreifen am Folgetag dreimal PBST gewaschen. Nun wurde der
Sekundarantikérper (vgl. 2.14) ebenfalls in Magermilchpulverlésung gegeben und fur
30 min inkubiert. Diese enzymgekoppelten Antikérper wurden durch das ECL (TM)
(enhanced chemiluminiszence) Western Blot Analysesystem sichtbar gemacht. Die
am Sekundarantikbrper gebundene Peroxidase katalysiert die Oxidation des
Wirkstoffs Luminol unter alkalischen Bedingungen, wobei es zur Emission von Licht
im Wellenlangenbereich von 428 nm kommt. Das aus zwei Komponenten
bestehende ECL-Reagenz wurde fur eine Minute auf die Blotmembran gegeben.
Dann wurde unter Dunkelkammerbedingungen ein Autoradiographiefilm fur (je nach
erwarteter Signalintensitat) unterschiedliche Zeit in einer Filmkassette auf die
Membran aufgelegt und dieser somit belichtet. AbschlieRend erfolgte die

Filmentwicklung in einer Dunkelkammer.
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2.2.8 Autoradiographie

Bei der Autoradiographie wird ein Molekull durch Bindung eines radioaktiv markierten
Stoffes sichtbar gemacht. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Neurotensinrezeptoren
durch 125-Jod-markiertes Neurotensin und Somatostatinrezeptoren durch 125-Jod-
markiertes Somatostatin-14 markiert. Dies erfolgte gemaly der vorbeschriebenen
Versuche von Reubi et al. (1998 und 1999.2). Grundsatzlich wurden die
mikroskopischen Schnitte oder Deckglaser mit Zellkulturen mindestens 3 Tage zuvor
im Gefrierschrank aufbewahrt. AnschlieRend wurden sie aufgetaut, die Schnitte
markiert und 5 min. in den Prainkubationspuffer gestellt. Anschlielend wurden sie
eine Stunde lang bei Raumtemperatur im Inkubationspuffer gemeinsam mit dem
markierten Liganden in der Verdunnung von etwa 1:100 (~100 pM), bzw. zur
Kontrolle mit einem 100fachen Uberschuss (~1 uM) Liganden versehen, inkubiert.
Nach 4 Waschgangen im Waschpuffer wurden die Schnitte getrocknet.

Nach vollstandiger Trocknung im kalten Luftstrom wurden die Praparate unter einen
Film gelegt und dieser nach drei Wochen entwickelt. Da sich diese Methode als nicht
ausreichend sensibel erwies, wurden weitere Praparate mit der Photoemulsion LM-1
uberzogen und zwei Wochen lang dunkel gelagert. Nach zwei Wochen erfolgte die

Entwicklung.

2.2.9 Statistische Tests

Die statistische Auswertung wurde mit SPSS 16.0 fir Mac OS sowie mit SPSS 12.0
fur Microsoft Windows vorgenommen. Im Einzelnen wurden folgende Verfahren
verwendet:

- Der Kolmogorov-Smirnoff-Anpassungstest zur Uberpriifung ob die verwendeten
Daten normalverteilt waren.

- Der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test zur Uberpriifung der Signifikanz von
Unterschieden zwischen zwei Stichproben, er basiert darauf dass die Differenzen
zwischen zwei Stichproben mit Rangzahlen versehen werden. Der sich hierbei
ergebende z-Wert ist eine PrufgroRe, die auf den negativen Rangen (d.h. der Zahl
der negativen Differenzen) basiert. Zudem wird die Irrtumswahrscheinlichkeit der

Hypothese wie beim folgenden Test auch mit p angegeben.
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- Der Mann-Whitney-U-Test bei dem die Mediane zweier Stichproben verglichen
werden, indem ihnen ebenfalls Rangzahlen zugeordnet werden.

- Der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman bei dem einzelnen Werten Range
zugeordnet werden. Ein Wert nahe 1 zeigt hierbei dall die Werte der beiden
Variablen einen gleichsinnigen, ein Wert nahe -1 einen gegensinnigen Verlauf an, ein

Wert = 0 zeigt an, dass kein monotoner Zusammenhang erkennbar ist.

Zur Darstellung der Ergebnisse wurden mit Hilfe des Programms SPSS 16.0 fur
MacOS Boxplots erstellt. Hier wird mit einem fetten Strich der Median dargestellt, die
obere Begrenzung des Kastens (Box) stellt das 1. Quartil dar, die untere das 3.
Quartil. Die nach oben und unten ausfahrenden Striche (Whisker) entsprechen dem

Maximum und Minimum, welches die Werte angenommen haben,
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3. Ergebnisse

Im Ergebnisteil werden zuerst die Untersuchungsergebnisse zum Vorkommen des
Neurotensin-Rezeptors-1 und anschlielend das Vorkommen von Tenascin in
Osophagustumoren dargestellt. Hierbei werden jeweils zundchst immer die
Evaluation der Antikorper, anschlieBend die Untersuchungsergebnisse mit den
Antikérpern und schlie3lich die Untersuchungsergebnisse mit eventuell anderen

Methoden angegeben

3.1 Neurotensin Rezeptor 1

3.1.1 Evaluation der Antikorper

Vor dem Einsatz an gréfReren Probenmengen wurden die Antikdrper im Rahmen von
Evaluationsversuchen Uberpruft.

In ersten Evaluationsversuchen mit den Antikdrpern ab13201, sc25042, sowie
sc7596 an Gefrierschnitten von lleumkontrollgewebe zeigte sich eine deutliche
Farbung schleimbildender Zellen in allen Konzentrationen.

In weiteren immunhistochemischen Versuchen, bei denen die o0.g. Antikorper in
unterschiedlichen Verdinnungen und mit Fixierungen in Methanol-Aceton sowie
Paraformaldehyd getestet wurden, zeigte sich, dass beide Fixierungsmethoden
gleichwertige Ergebnisse brachten. Als optimale Konzentration der Antikérper fur die
Immunhistochemie stellte sich 2 ug/ml (1/100) heraus.

Zur weiteren Evaluation der Antikdrper wurden auf Deckglaschen ausgesate CHO-,
MiaPaca-2 und HEK- Zellen mit Neurotensin-Rezeptor 1- Plasmiden transfiziert. In
der anschlieBenden Immunfluoreszenzuntersuchung zeigte sich eine deutliche
Fluoreszenz bei Zellen, die mit sc25042 untersucht wurden (Abbildungen 1 bis 4).
Bei den mit sc7596 und ab13201 untersuchten transfizierten Zellen, zeigte sich keine
derartige  Fluoreszenz. Diese Ergebnisse waren bei Kontrollversuchen
reproduzierbar. Nicht transfizierte HEK-Zellen (Negativkontrolle) zeigten keine

Farbung.
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Abbildung 1: HEK Immunfluoreszenz ~ Abbildung 2: Mia PaCa-2
sc25042, Die NTR-1-positiven, Immunfluoreszenz sc25042, Die
transfizierten Zellen zeigen eine rote  NTR-1-positiven, transfizierzen
Membranfluoreszenz (50x) Zellen zeigen eine rote
Membranfluoreszenz (50x)

Abbildung 3: Mia PaCa-2 Abbildung 4: Mia PaCa-2

Durchlichtbild (50x) Immunfluoreszenz sc25042. Hier
eine nicht-transfizierte Kontrolle, die
Zellen sind kaum zu erahnen. (50x)

Vor allem aufgrund der positiven Ergebnisse in der Immunfluoreszenz und der

Ergebnisse der Immunhistochemie wurde der Antikdrper sc 25042 von Santa Cruz
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zur weiteren Arbeit genutzt. Die besten Ergebnisse brachte der Antikorper in einer

Konzentration von 2 ug/ml.

3.1.2 Ergebnisse der systematischen Farbungen

In den Farbungen an gefrorenen Gewebeschnitten wurden Operationspraparate von
54 Patienten, die an der Charité, Campus Virchow Klinikum, operiert worden waren,
gefarbt und untersucht. Hierbei wurden sowohl Adeno- als auch
Plattenepithelkarzinome untersucht. Als Kontrollgewebe fungierte mikroskopisch
tumorfreies ~ Osophagusgewebe von 36 dieser 54 Patienten (im folgenden
Kontrollgewebe). Es war nicht von allen Patienten Kontrollgewebe vorhanden.

Zu jedem Schnitt, egal ob Kontroll- oder Tumorgewebe, wurde eine Kontrolle
mitgeflihrt, die genauso behandelt wurde, allerdings nicht mit dem Antikorper in
Berihrung kam, sondern lediglich mit dem Verdunnungsmedium. Farbungen bei
diesen Kontrollen wurden nicht beobachtet.

Insgesamt wurden 90 Operationspraparate, sowohl Kontroll- als auch
Karzinomgewebe gefarbt und ausgewertet. Samtliche vorhandenen Gewebeschnitte
waren bei -80°C gelagert worden. Sie wurden immunhistochemisch mit sc 25042 in
der ABC-Methode gefarbt und mit Hdmalaun gegengefarbt.

Dabei ergab sich eine Farbung der glatten Muskulatur (Abbildungen 5 und 6). Die
Farbungen von Muskelgeweben ergaben sich sowohl im Karzinom- als auch im
Kontrollgewebe. Dies entsprach der zu erwartenden Farbung gemald der Literatur
(vgl. Diskussion).

Bei den 54 untersuchten Karzinompraparaten wurden spezifische Farbungen um
Einzelzellen oder Zellverbande von zwei unabhangigen Untersuchern in insgesamt
10 Fallen (von 54) konstatiert. Dabei war zu sehen, dass die Zellen entsprechend der
Lokalisation des Neurotensinrezeptors in der Zellmembran, genau im Bereich der
Plasmamembran eine Farbung aufwiesen. Diese Farbung war bei Tumorzellen zu
finden. Samtliche dieser Farbungen tauchten im Tumorgewebe auf. Im
Kontrollgewebe wurde keine derartige Farbung gezeigt (vgl. Abbildungen 7 und 8).

Zum Alter der Patienten, zu deren Geschlecht sowie zum TNM-Stadium zeigte sich
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keine Korrelation. Eine Erfassung nach dem in 2.2.1.5 vorgestellten System wurde

aufgrund der geringen Flache der Farbung nicht als sinnvoll erachtet.

URTEILER 1 URTEILER 2
Anteil spezifischer Farbungen | Anteil spezifischer Farbungen der
der Zellmembran Zellmembran

1 Karzinomgewebe (n= 54) 10/54 10/54

2 Kontrollgewebe (n=36) 0/36 0/36

Tabelle 1: Anzahl der spezifischen Fdrbungen von Tumorzellmembranen in den untersuchten
Prdparaten, aufgeschliisselt nach Untersuchern.
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Abbildung 7: Patient 9, Adeno-Ca 200x Férbung der Tumorzellmembranen mit
§25042
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Abbildung 8: Patient 24, Adeno-Ca sc25042 ABC 200x, Farbung der Membranen
drisenartig angeordneter Tumorzellen
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3.2 Tenascin C

3.2.1 Optimierung der Farbemethode

Verwendet wurde der monoklonale 1IgG Mausantikérper Anti-TnC 608 von Professor
Faissner, Bochum. Eine spezifische Bindungsdomane im TnC wurde fir diesen
Antikoérper nicht bestimmt, sicher ist jedoch, dass eine verlangerte Spleildvariante
detektiert wird.. Im Western-Blot zeigte dieser Antikdrper Banden in der richtigen
GroRe, im Bereich von 250 kDa; als auch in der Immunhistochemie eine deutliche
Bindung im Tumorzellen umgebenden Bindegewebe bei unterschiedlichen
Tumorentitaten (Kolorektales Karzinom, Magenkarzinom). Da unterschiedlich fixierte
Gewebe (paraffiniert und schockgeforen) verwendet wurden, wurde fur beide
Fixierungsvarianten getrennt ausgewertet. Es zeigte sich eine optimale Darstellung
bei gefrorenen Geweben nach entsprechender Vorbehandlung (vgl. 2.1.1.2) bei
einer Verdinnung des TnC Antikorpers 608 von 1:1000 in der Immunhistochemie.

In Paraffin fixierte Gewebe wurden nach entsprechender Vorbehandlung (vgl.
2.2.1.1) in systematischen Versuchen mit 1:100 verdinntem Antikérper inkubiert und
nach der APAAP-Methode entwickelt, da diese, bei diesen Geweben, im Vergleich

mit der ABC-Farbung deutlichere Ergebnisse als die ABC-Methode ergab.

3.2.2 Ergebnisse der systematischen Farbungen

3.2.2.1 Morphologie der Farbungen

In den Farbungen an gefrorenen Gewebeschnitten wurden — wie auch bei der
Untersuchung des Neurotensinrezeptors 1 - Operationspraparate von 54 Patienten,
die an der Charité, Campus Virchow Klinikum operiert worden waren, gefarbt und
untersucht. Hierbei wurden sowohl Adeno- als auch Plattenepithelkarzinome
untersucht. Als Kontrollgewebe fungierte mikroskopisch tumorfreies

Osophagusgewebe von 36 dieser 54 Patienten (im folgenden Kontroligewebe). Es
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war nicht bei allen Patienten Kontrollgewebe vorhanden. Zu jedem Schnitt, egal ob
Kontroll- oder Tumorgewebe, wurde eine Kontrolle mitgefuhrt, die genauso behandelt
wurde, allerdings nicht mit dem Antikérper in Berlhrung kam, sondern lediglich mit
dem Verdinnungsmedium. Farbungen bei diesen Kontrollen wurden nicht
beobachtet. Bei den mit Antikérper inkubierten Schnitten zeigten sich bei
Kontrollgeweben nur wenige Farbungen, diese waren entweder in Gefallwanden, der
Basalmembran oder in Basalkrypten zu finden (vgl Abbildungen 9 und 10). Bei
Karzinompraparaten zeigte sich fast durchgehend eine deutliche Farbung des

Stromas, nicht jedoch der Tumorzellen (vgl. Abbildungen 11 bis 14 und 26 bis 33).

Abbildung 9: Patient 13, Kontrollgewebe, leichte Rotféarbung bei TnC-Farbung im
Bereich des Gefdl3endothels 200x ABC
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Abbildung 10: Patient 3, Kontrollgewebe 200x, Tnc608, deutliche TnC-Féarbung der
Basalmembran, das subepitheliale Bindegewebe ist jedoch negativ.

Abbildung 11: Patient 28, Adeno-Ca TnC 608, ABC hier ist die Trennung von
Stroma (rot geférbt) und Tumorzellen deutlich zu erkennen.
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Abbildung 12: Patient 7, Adeno-Ca 200x, Tnc608, deutliche TnC-Férbung zwischen
den Tumorzellnestern

Abbildung 13: Patient 19 PE-Ca 200x ABC, auch hier um die Tumorzellen herum
eine Farbung des Tumorstromas

47



3. Ergebnisse

Abbildung 14: Pat. 20, PE-Ca 200x ABC: Féarbung des Stromas um die
Tumorzellnester

Um nachzuweisen, dass die Farbung tatsachlich im Bindegewebe stattfand, wurden
ausgewahlte Praparate mit TnC 608 und dem Bindegewebsmarker Vimentin gefarbt.
Dabei stellte sich, wie nach Vorpublikationen zu erwarten war, heraus, dass nicht
immer das gesamte Bindegewebe TnC-positiv war. Allerdings waren die Teile die
TnC-positiv. waren, immer auch Vimentin-positiv. Der Antikérper band also nur
innerhalb des Bindegewebes. Hier war auffallig, dass lediglich das Bindegewebe um

Tumorzellen herum stark positiv war (vgl Abb. 15 und 16).
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Abbildung 15 und 16: Patient 29, Adeno-Ca, links TnC, rechts Vimentinfdrbung 100x, man
erkennt, dal3 links nur ein Teil des Bindegewebes angeférbt ist, rechts jedoch das gesamte
Bindegewebe mit Aussparung der Driisenzellen
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Beobachter 1 Beobachter 2

Flachen-  |Rest Flachen-  |Rest

verhéltnis positiv in ar. Mittel gew. Mittel verhéltnis positiv in ar. Mittel gew. Mittel

Patient Gewebe Tumor/Rest Prozent ita ita ita Tumor/Rest Prozent Intensitat Intensitdt | Intensitét

1 Kontrolle 0/100 3% 0,5-2,0 1,25 1,0 0/100 1% 1 1,00 1,0
1 Adeno-Ca 40/60 30% 0,5-3,0 1,75 2,0 30/70 50% 0,5-3 1,75 2,5
2 Kontrolle 0/100 % 5 0,50 0,5 0/100 0% 0 0,00 0,0
2 Tumor 30/70 5% 1,0-3,0 2,00 2,5 20/80 0% 1,5-3 2,25 2,5
3 ontrolle 0/100 5% 0,5-3,0 75 2,0 0/100 5% 0,5-2,5 ,50 2,0
3 PE-Ca 60/40 0%, 0,5-3,0 .75 .5 60/40 0% 0,5-33 .75 2,0
4 PE-Ca 10/90 10% .5 2,50 .0 20/80 0% 1,5-3 2,25 2,5
5 ontrolle 0/100 0% ,00 .0 0/100 % 0 ,00 0,0
5 Adeno-Ca 85/15 90% 0,5-2,5 .50 .5 60/40 0% 1,5-3 2,25 2,5
6 Kontrolle 0/100 5% 0,5-1,5 ,00 .0 30/70 0% 0,5-2 .25 .5
6 Adeno-Ca 10/90 5% 0,5-1,5 .00 0 30/70 0% 0,5-2,5 .50 2,0
7 Kontrolle 0/100 5% 0,5-1,5 ,00 0,5 0/100 20% 0,5- 0,75 .0
7 Adeno-Ca 40/60 0% 0,5-2,5 .50 2,0 50/50 5% 0,5-2 1,50 5
8 Kontrolle 0/100 5% 0,5-1,0 0,75 0,5 0/100 0% 0,5- 0,75 .0
8 Adeno-Ca 60/40 50% 0,5-3,0 1,75 2,5 50/50 20% 0,5-2,5 1,50 2,0
9 Adeno-Ca 60/40 60% 0,5-2,5 1,50 2,0 50/50 40% 1-2,5 1,75 2,0
10 Kontrolle (Barrett) [50/50 5% 0,5-1,5 1,00 0,5 50/50 0% 0,5-1,5 ,00 .0
10 Adeno-Ca 40/60 90% 1,0-3,0 2,00 2,5 50/50 5% 1,5-3 2,25 2,5
11 ontrolle 0/100 30% 0,5-3,0 .75 2,0 0/100 40% 0,5-3 75 2,5
1 PE-Ca 30/70 20% 0,5-3, 75 2,5 30/70 45% 1-3 2,00 2,5
12 ontrolle 0/100 0% 0,5-1,0 0,75 0,5 0/100 20% 1 ,00 .0
12 Adeno-Ca 10/90 40% 0,5-2,5 1,50 1,5 20/80 20% 0,5-2 ,25 5
12 Adeno-Ca 30/70 40% 0,5-2,5 1,50 1,5 30/70 30% 0,5-2 .25 .5
13 Kontrolle 0/100 2% .5 0,50 0,5 0/100 5% 0,5- .75 .0
13 Adeno-Ca 20/80 5% 0,5-1,5 .00 1,0 30/70 15% 0,5-1,5 .00 .0
14 Kontrolle 0/100 20% 0,5-2,5 .50 1,5 0/100 30% 0,5-3 .75 2,0
14 Adeno-Ca 10/90 30% 0,5-3,0 .75 2,0 30/70 40% 0,5-3 75 2,0
15 Kontrolle 0/100 60% 0,5-2,0 .25 1,5 0/100 50% 0,5-1,5 ,00 .0
16 Adeno-Ca 15/85 0% 0,5-3,0 75 2,0 20/80 5% 0,5- ,50 2,0
17 Adeno-Ca 20/80 0% 0,5-3,0 75 2,5 40/60 40% 0,5- 75 2,0
18 Kontrolle 0/100 5% 0,5-1,0 0,75 0,5 0/100 5% 0,5 0,50 0,5
18 Adeno-Ca 20/80 40% 0,5-2,5 1,50 1,5 50/50 40% 0,5-2,5 1,50 2,0
19 Kontrolle 0/100 1% 0,5-1,0 0,75 0,5 55/45 5% 0,5-1 0,75 1,0
19 PE-Ca 90/10 80% 0,5-2,5 1,50 2,0 50/50 40% 1-2,5 1,75 2,0
20 | Kontrolle 0/100 0% 0,00 0,0 0/100 0% 0 0,00 0,0
20 PE-Ca 40/60 0% 1,0-3,0 2,00 2,5 40/60 80% 0,5-3 75 2,5
21 ontrolle 0/100 % 0,5-1,0 0,75 0,5 0/100 5% 1 ,00 1,0
21 Adeno-Ca 80/20 0% 0,5-2,5 .50 5 40/60 15% 0,5-3 ,25 2,0
22 ontrolle 0/100 5% 0,5-2,5 .50 .0 0/100 5% 0,5-1 0,75 1,0
22 PE-Ca 50/50 70% 1,0-3, 2,00 2,5 40/60 50% 1,5-3 1,75 2,0
24 Kontrolle 0/100 0% 0,00 0,0 0/100 0% 0 0,00 0,0
24 Adeno-Ca 20/80 20% 0,5-3,0 1,75 2,5 45/55 30% 0,5-3 1,75 .5
25 | Kontrolle 0/100 10% 1,0-3,0 2,00 2,0 0/100 30% 1-3 2,00 0
25 PE-Ca 10/90 50% 1,5-3,0 2,25 2,5 20/80 60% 1,5-3 2,25 .5
26 ontrolle 0/100 5% 0,5 0,50 0,5 0/100 10% 0,5 0,50 0,5
26 PE-Ca 50/50 70% 1,0-3,0 2,00 2,5 50/50 70% 1- 2,00 2,5
27 Adeno-Ca 30/70 70% 0,5-3,0 75 2,5 20/80 70% 0,5-3 75 2,0
28 Kontrolle 0/100 20% 0,5-2,0 .25 .5 0/100 40% 0,5-2,5 .75 2,0
28 Adeno-Ca 50/50 90% 1,5-3.0 2,25 2,5 50/50 90% 2-3 2,50 2,5
29 Kontrolle 0/100 10% 0,5-2,5 .50 .5 0/100 30% 0,5-2 .25 1,5
29 Adeno-Ca 50/50 15% 0,5-2,5 1,50 1,5 35/65 5% 0,5-2 1,25 .5
30 PE-Ca 15/85 80% 1,0-3,0 2,00 2,5 50/50 0% 1,5-3 2,25 2,5
31 Tumor 70/30 60% 1,5-3.0 2,25 2,5 60/40 40% 1,5-3 2,25 2,5
32 Kontrolle 0/100 0% 0,5-2,5 ,50 1,0 0/100 20% 0,5-1,5 1,00 .0
32 Adeno-Ca 70/30 5% 2,0-3,0 2,50 2,5 60/40 95% 1,5- 2,25 3,0
33 Kontrolle 0/100 0% 0,5-2,0 .25 5 0/100 0% 0,5- 0,75 1,0
33 Adeno-Ca 90/10 50% 0,5-3,0 .75 2,0 80/20 5% 0,5-3 1,75 2,5
34 Kontrolle 0/100 5% 0,5 0,50 0,5 0/100 0% 0,00 0,0
34 Adeno-Ca 40/60 60% 1,5-3,0 2,25 2,0 45/55 70% 1-3 2,00 2,0
35 Adeno-Ca 20/80 10% 0,5-3,0 1,75 1,5 50/50 25% 1-3 2,00 2,0
35 Adeno-Ca 20/80 5% 1,5-3.0 2,25 2,0 50/50 15% 0,5-3 75 2,0
36 Kontrolle 0/100 0% 0,5-1,0 0,75 0,5 0/100 5% 0,5-1 0,75 .0
36 Adeno-Ca 10/90 5% 1,0-3,0 2,00 2,0 30/70 40% 1-3 2,00 2,0
37 Kontrolle 0/100 0% 0,5-2,0 .25 .5 0/100 30% 0,5-2,5 ,50 1,5
37 PE-Ca 20/80 50% 0,5-2,5 .50 .5 40/60 40% 1-3 2,00 2,0
38 Adeno-Ca 80/20 10% 0,5-3,0 .75 .5 70/30 5% 0,5-2 .50 .5
39 Kontrolle 0/100 2% 0,5-1,5 0,75 .5 0/100 5% 1 ,00 .0
39 Adeno-Ca 15/85 20% 0,5-2,5 1,50 2,0 25/75 50% 0,5-3 .75 2,0
40 Kontrolle 0/100 0% 0 0,00 0,0 0/100 0% ,00 0,0
40 Adeno-Ca 70/30 0% 0,5-2,0 1,25 1,5 20/80 30% 0,5-3 75 2,0
41 Kontrolle 0/100 % 05 5,00 0,5 0/100 5% 1 ,00 1,0
41 Adeno-Ca 80/20 80% 0,5-2,5 1,50 2,0 50/50 70% 0,5-3 75 2,0
42 Adeno-Ca 0/100 8% 0,5-3,0 1,75 1,5 10/90 20% 0,5-2 .25 .5
42 Adeno-Ca 70/30 1% 0,5 0,50 0,5 60/40 4% 1 .00 .0
43 Adeno-Ca 70/30 1% 0,5 0,50 0,5 60/40 % .5 0,50 .5
43 Adeno-Ca 15/75 20% 0,5-3,0 1,75 1,5 10/90 25% 0,5-3 1,75 2,0
44 Kontrolle 0/100 20% 0,5-1,5 0,75 0,5 0/100 5% 0,5-1 0,75 0
44 Adeno-Ca 50/50 40% 0,5-2,0 1,25 1,0 40/60 40% 0,5-1,5 1,00 0
45 Kontrolle 0/100 0% 0 0,00 .0 0/100 0% 0,00 .0
45 Adeno-Ca 40/60 50% 0,5-2,5 1,50 5 40/60 40% 0,5-1,5 ,00 .0
46 PE-Ca 85/15 40% 0,5-2,5 1,50 5 50/50 35% 0,5-2,5 ,50 5
47 ontrolle 0/100 5% 0,5-1,5 0,75 .0 0/100 10% 0,5-1,5 .00 .0
47 Kontrolle 0/100 5% 0,5-1,0 0,76 0,5 0/100 10% 0,5-1,5 ,00 .0
47 PE-Ca 80/20 0% 1,0-3,0 2,00 2,5 50/50 60% 0,5-3 1,75 2,0
48 PE-Ca 10/90? % 0,5 0,50 0,5 15/85 5% 5 0,50 0,5
49 ontrolle 0/100 5% 0,5-3,0 1,75 2,0 0/100 15% 0,5-2,5 1,50 1,5
49 Adeno-Ca 70/30 30% 1,0-2,5 1,75 2,0 60/40 20% 0,5- 1,75 2,0
50 PE-Ca 10/90 50% 1,0-3,0 2,00 2,5 30/70 0% 1,5- 2,25 2,5
51 Adeno-Ca 20/80 10% 0,5-2,5 1,50 1,5 10/90 25% 0,5-2,5 1,50 2,0
52 Kontrolle 0/100 5% 0,5-1,0 0,75 0,5 0/100 0% 0,5- 0,75 .0
52 Adeno-Ca 90/10 50% 0,5-2,5 1,50 1,5 80/20 5% 0,5-2,5 1,50 2,0
53 Kontrolle 0/100 10% 0,5-2,5 1,50 1,5 0/100 25% 1-3 2,00 2,0
53 Adeno-Ca 0/100 5% 0,5 0,50 0,5 0/100 4% .5 0,50 .5
54 Adeno-Ca 50/50 % 1,5-3,0 2,25 2,0 50/50 2% 1,5-2,5 2,00 2,0
55 ontrolle 0/100 0% 0,5-2,5 1,50 .0 0/100 20% 0,5-1,5 ,00 .0
55 PE-Ca 50/50 0% 0,5- 0,75 .0 50/50 80% 1 ,00 .0
56 PE-Ca 50/50 40% 0,5-2,5 1,50 2,0 70/30 30% 0,5-2 ,25 5

Tabelle 1: Einzelergebnisse der Gefriergewebsschnitte nach Patienten geordnet fiir
beide Untersucher.
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3.2.2.2 Evaluation der Untersuchungsmethode

Um die gewahlte Methodik der Auswertung zu evaluieren schatzten zwei
Untersucher unabhangig voneinander die Praparate (vgl. Tabelle 1 auf der
vorherigen Seite) ein. Um die Untersuchertbereinstimmung zu prifen, wurden die
Korrelationskoeffizienten nach Spearman und die Rangkorrelationen R nach
Spearman ermittelt. Die entsprechenden Werte fur die einzelnen Variablen sind aus
Tabelle 2 zu entnehmen. Im Falle der Rangkorrelation nach Speaman zeigt der Wert
nahe 1, dass die Range weitgehend gleichsinnig verlaufen (bei RHO = 1 verliefen sie
vollkommen gleich, bei RHO = -1 verliefen sie vollkommen entgegengesetzt).
Gleiches gilt fur die hier berechneten Malkorrelationen (bezeichnet mit R). Beide
Korrelationen zeigten eine Irrtumswahrscheinlichkeit von <0,001. Die Ergebnisse

beider Untersucher waren also nahezu identisch.

UNTERSUCHTE VARIABLEN N R RHO
Kontrollgewebe Anteil Tumorzellen am Praparat 36 keine keine
Korr.mégl | Korr.mogl
Positiver Anteil Kontrollgewebsschnitt 36 |0.807 0.850
Arithmetisches Mittel Kontrollgewebe 36 |0.861 0.833
Urteilergewichtetes Mittel Kontrollgewebe 36 |0.841 0.850
Tumorgewebe Anteil Tumorzellen am Praparat 54 10.678 0.700
Positiver Anteil Tumorschnitt 54 10.699 0.692
Arithmetisches Mittel Tumorschnitt 54 |0.794 0.751
Urteilergewichtetes Mittel Tumorschnitt 54 10.726 0.662

Tab. 2 Untersucheriibereinstimmung in MalRkorrelation (R), Rangkorrelation nach Spearmann (RHO).
Der Wert nahe 1 zeigt die sehr hohe Ubereinstimmung der Urteile der beiden Untersucher. Beim
Anteil Tumorzellen am Préaparat zeigte war eine Korrelation beim Kontrollgewebe nicht berechenbar,
da keine vorhanden waren. Die Irrtumswahrscheinlichkeit war jeweils <0,001 und wurde nicht einzeln
dargestellt.
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3.2.2.3 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die Ergebnisse der morphologischen Begutachtung wurden nach dem in 2.2.1.5
angegebenen System quantifiziert. Es wurde der Anteil des positiven Gewebes am
Praparat in Prozent angegeben, sowie die Farbungsintensitat auf einer Rangskala
von 0 bis 3. Da es in unterschiedlichen Bereichen der Praparate unterschiedlich
starke Farbungen gab, wurde sowohl das arithmetische Mittel der Intensitaten
berechnet, als auch das einer eine Gewichtung des Urteilers angegeben, wie
ausgepragt die Intensitat aus seiner Sicht war. In Mittelwerten dargestellt ergibt sich

hieraus folgende Tabelle:

N MITTELWERT | MITTELWERT
URTEILER 1 [URTEILER 2
Kontrollgewebe | Positiver Anteil 36 ([8.73 13.33
Farbungsintensitat, Arithmetisches Mittel 36 |[0.9054 0.8403
Farbungsintensitat Urteilergewichtetes Mittel [ 36 |0.851 0.958
Tumorgewebe | Positiver Anteil 54 |(43.18 42.47
Farbungsintensitat, Arithmetisches Mittel 54 |[1.6887 1.6981
Farbungsintensitat Urteilergewichtetes Mittel |54 |1.925 1.981

Tabelle 3: Mittelwerte beider Urteiler bei Gefriergeweben flir den positiven Anteil am
Préparat sowie die urteilergewichtete Farbungsintensitat und das arithmetische Mittel
der Farbungsintensitét.

Der schon in den Mittelwerten deutliche Unterschied war auch sehr signifikant. In
Einzelaufstellungen der folgenden Tabellen finden sich die mit dem Wilcoxon-Test
berechneten z-Werte (basierend auf den negativen Rangen), sowie die p-Werte zur
Angaben der Irrtumswahrscheinlichkeit. Gleiches findet sich flr die arithmetischen

Mittelwerte, bei denen die Ergebnisse der Urteiler gemittelt wurden.
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Z-WERT [P 1 Z-WERT2 | P2

1
Gefarbte Flache, Ko vs. Tu -4,995 <0,001 -4,971 <0,001
Farbungsintensitat Arithm. Mittel Ko vs. Tu -4,446 <0,001 -4,786 <0,001
Farbungsintensitat Gew. Mittel Ko vs. Tu -4,738 <0,001 -4,550 <0,001

Tabelle 4 z-Werte (negative Rénge) und p mit Wilcoxontest fiir die beiden Urteiler.
Die Unterschiede zwischen Kontroll- und Tumorgewebe (Ko, Tu) sind jeweis
hochsignifikant fiir Fldche und Farbungsintensitat.

Z-WERT P
Geféarbte Flache, Ko vs. Tu -5,013 <0,001
Farbungsintensitat Arithm. Mittel Ko vs. Tu -4,812 <0,001
Farbungsintensitat Gew. Mittel Ko vs. Tu -4,878 <0,001

Tabelle 5: Signifikanz der Unterschiede Ko vs. Tu fiir die von beiden Urteilern
gemittelten Unterschiede.. Da die Urteileriibereinstimmung hoch war (vgl. 3.2.3.1)
war es mdglich die Ergebnisse beider Untersucher zu Mitteln, die hier gezeigten
Ergebnisse wurden mit dem Wilcoxon-Test berechnet.

Verdeutlicht werden sollen diese Ergebnisse anhand der folgenden Boxplots, die
Ergebnisse fur die gefarbten Gefriergewebe noch einmal anschaulich darstellen. Hier
wird mit einem fetten Strich der Median dargestellt, die obere Begrenzung des
Kastens (Box) stellt das 1. Quartil dar, die untere das 3. Quartil. Die nach oben und
unten ausfahrenden Striche (Whisker) entsprechen dem Maximum und Minimum,

welches die Werte angenommen haben.
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Abbildung 17: Anteil positiven Gewebes um Tumorgewebe (links) und Kontrollgewebe (rechts) in

Gefriergeweben bei den Untersuchern 1 (oben) und 2 (unten
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Abbildung 18: Gewichtete Farbungsintensitdt Tumorgewebe (links) und Kontrollgewebe (rechts)
in Gefriergeweben bei den Untersuchern 1 (oben) und 2 (unten)

Zusammenfassend a8t sich also festhalten, dass bei den untersuchten
Gefriergewebsschnitten die Schnitte von Tumoren auf einer signifikant gréReren
Flache signifikant starker gefarbt waren, als die Kontrollgewebsschnitte. Dieser

Unterschied fand sich bei beiden Untersuchern in gleicher Weise.
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3.2.2.4 Ergebnisse der systematischen Farbungen an paraffinierten Tissue-

Arrays

Zusatzlich wurde ein paraffinierter Tissue-Microarray gefarbt. Dieser wurde von der
Firma Superbiochips Laboratories, Korea (CR1-B02) bezogen. Als Farbetechnik
zeigte sich die APAAP-Technik deutlich Uberlegen gegenuber der bei
Gefrierschnitten verwendeten ABC-Technik. Hier war, wie unten gezeigt, die
Intensitat der Farbung geringer, jedoch zeigten sich morphologisch die gleichen

Ergebnisse.

Abbildung 19: Tissue Array CR1-B02, Patient 44, PE-Ca, 25fache Vergré3erung; es
zeigt sich eine Rotfarbung des Stromas um die Tumorzellnester, die aufgrund der
Kernfarbung blau hervortreten.
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Abbildung 20: Patient 44, CR1B02, VergréBerung aus dem vorher gezeigten
Préparat 100x APAAP

Abbildung 21: Patient 7, PE-Ca 100x, Tnc608, geringere TnC-Féarbung, jedoch auch
hier deutliche Farbung der Bindegewebsstrdange um Tumorzellen
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Insgesamt wurden 60 auf dem Array vorliegende Praparate von ebensovielen
Patienten gefarbt. Alle Farbungen wurden nach dem oben beschriebenen System
(vgl. 2.2.1.5) ausgewertet und die Ergebnisse statistisch umfassend untersucht.

Hierbei ergaben sich folgende Mittelwerte fur die beiden Untersucher:

URTEILER 1 URTEILER 2
Positive Gewichtetes Mittel | Positive Gewichtetes Mittel
Flache Intensitat Flache Intensitat

1 Gefriergewebe (n= 54) 43.18 1.925 42.47 1.981

2 Array (n=60) 42.07 1.362 41.05 1.069

Tabelle 6: Gemittelte Ergebnisse der Urteiler 1 und 2 fiir positive Flache und das
gewichtete Mittel der Intensitdt bei zuvor gefrorenen und paraffinierten
Tumorgeweben. Es féllt ein Unterschied bezliglich der Intensitét auf.

Exemplarisch fur Untersucher 1 seien hier die Signifikanzen fur die Unterschiede
zwischen Gefriergewebe und dem zuvor paraffinierten Arraygewebe bei positiver

Flache und gewichtetem Mittel angegeben, berechnet mit dem Mann- Whitney- U-

Test:
POSITIVE FLACHE GEW.MITTEL
FARBUNGSINTENSITAT
z p z p
Gefriergewebe vs.|-0.335 0.738 -3.491 <0.001
Array

Tabelle 7: Signifikanz der Unterschiede zwischen Gefrier- und paraffiniertem Arraygewebe mit Mann-
Whitney-U Test. Die Unterschiede bei der Farbungsintensitét sind signifikant.

Es zeigt sich also eine signifikant geringere Farbungsintensitat in der APAAP-
Technik bei den paraffinierten Tissue-Arrays. Dies wird im Rahmen der Diskussion
weiter behandelt werden. Die Unterschiede im gefarbten Flachenanteil waren nicht

signifikant. Die folgenden Boxplots sollen dies veranschaulichen:
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Abbildung 22: Féarbungsintensitat bei Untersucher 1 in den einzelnen Gruppen.
Gruppe 1: Gefriergewebe, Gruppe 2: kommerzieller Tissue-Array; Die Unterschiede

zwischen den einzelnen Gruppen sind signifikant (p<0,001 vgl. Thl. 7)
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Abbildung 23: Anteil positiven Gewebes um die Tumorzellen. Untersucher 2.
Gruppe 1: Gefriergewebe, Gruppe 2 kommerzieller Tissue-Array. Die Unterschiede
sind nicht signifikant (vgl. Thl. 7)
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Der Anteil an Tumorzellen an den Praparaten unterschied sich in den einzelnen

Gruppen nicht signifikant, wie die folgenden Boxplots veranschaulichen.
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Abbildung 24: Anteil Tumorzellen am Préparat. Untersucher 2.
Gruppe 1: Gefriergewebe, Gruppe 2: kommerzieller Tissue-Array, kein
signifikanter Unterschied.

3.2.4 Ergebnisse Western Blot

Erganzend wurden Gewebslysate von Kontroll- und Tumorgeweben von
Gefriergeweben von insgesamt 13 Patienten erstellt. Im Western Blot zeigten sich
deutliche Banden bei Tumorlysaten, nicht jedoch bei den Lysaten von
Kontrollgeweben der gleichen Patienten. Auffallig war eine breite Streuung der
Banden im Bereich von 300 bis 105 kDa, was auf die vorhandene Autolyse
hindeuten kénnte, wobei die Hauptbande im Bereich der langen SpleilRvariante bei

200 kDa nachzuweisen ist. Verwendet wurde ein sechsprozentiges SDS-
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Polyacrylamidtrenngel gemal} o.g. Protokoll (vgl. 2.2.7.1), fur das Sammelgel wurde

eine Konzentration von 5% gewahlt.

Patt Pat. Pat. Pat pat Pat Pat Pat
22 22 41 41 1 1 47 47
PE- Kont. Ad- Kont Ad- Ad- PE- Kont

Ca Ca XCavlCa
250 KDamm,
160 kDajeld
L 2
105 KD agu, TN

75 kDa e

Abbildung 25: Western Blot, TnC608, aufgetragen jeweils Tumor- und Kontrollysat
eines Patienten, jeweils keine Farbung bei den Kontrollysaten. In den einzelnen
Spalten: 1: Full range rainbow marker 800; 2,3: Pat. 22, PE-Ca, Kontrolle; 4,5: Pat.
41, Adeno-Ca, Kontrolle; 6,7: Pat. 1, Adeno-Ca, Kontrolle; 8,9: Pat. 47, PE-Ca,
Kontrolle ; Belichtungszeit 2 min

Die im Westernblot verwendeten Gewebe sind anschlieend im Vergleich als

immunhistologisch gefarbte Praparate abgebildet (Abbildungen 26 bis 33).

Pat. 22 — PE-Ca 200x Pat. 22 — Kontrollgewebe 200x, rechts im
Bild entziindliches Infiltrat
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Pat. 41 Adeno-Ca 200x

Pat. 41 — Kontrollgewebe 200x

Pat. 1 — Adeno-Ca 200x

Pat. 47 — PE- Ca 200x

Pat.1 — Kontrollgewebe mit dezenter
Farbung perivaskular
& » #

Pat. 47 Kntrollgewebe: dezente Farbung
von Krypten und Basalmembran

Abbildungen 26 bis 33: Gegeniiberstellung der Immunhistologie der Karzinom- und
Kontrollgewebe deren Lysate im Western-Blot verwendet wurden.
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3.2.5 Einflusse auf die Farbungsflache und Intensitat

Gepruft wurde, ob eine Beziehung zwischen Alter oder Geschlecht der Patienten und
der gefarbten Flache oder der Farbungsintensitat bestand. Hier fand sich kein
signifikanter Zusammenhang.

Das TNM-Stadium zum Zeitpunkt der Resektion und die Differenzierung des Tumors
(G) wurde untersucht. Hier bestand kein signifikanter Zusammenhang zu gefarbter
Flache oder Intensitat (Kruskal Wallis Test, Signifikanzniveau samtlich > 0,2).
Informationen zu Gefaldinvasion (V) und LymphgefalRinvasion (L) standen nur bei
wenigen Praparaten zur Verflgung, so dass eine Berechnung von

Zusammenhangen nicht sinnvoll war.

KLASSIFIKATION PE-CA | ADENO-CA | ANDERE GESAMT
T 1 2 5 0 7
2 6 13 2 21
3 58 21 3 82
4 2 1 1 4
X 0 1 0 1
N 0 21 10 5 36
1 47 25 1 73
2 0 1 0 1
3 0 4 0 4
X 0 1 0 1
M X 19 37 0 56
0 47 0 6 55
1 2 1 0 4
G 1 0 3 0 3
2 9 9 0 20
3 8 23 0 31
? 51 3 6 54
Gesamt n 68 40 6 114
Gefroren 17 37 0 54
Paraffin 51 3 6 60

Tabelle 8: Tumorcharakteristika, angegeben ist die Patientenanzahl

? Die TNM-Klassifikation entspricht der zum Erhebungszeitpunkt der Daten giiltigen TNM-
Klassifikation von 2003 (UICC 2003). Dies entspricht im wesentlichen, jedoch nicht in allen
Punkten der TNM-Klassifikation von 2010 (UICC 2010); so ist z.B. die Kategorie MX in der
neuen Klassifikation nicht mehr vorhanden.
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Ebenso wurden die vorhandenen Angaben zu Karzinomentitat (Plattenepithel- oder
Adenokarzinom) auf signifikante Unterschiede untersucht. Bei den Gefriergeweben
zeigten sich tendenzielle Unterschiede in Bezug auf Gefarbte Flache und Intensitat
zugunsten der Plattenepithelkarzinome. Signifikant gréfRer (p<0,05) waren bei
Untersucher 1 und 2 das arithmetische Mittel der Farbungsintensitat der PE-Ca-

Praparate, bei Untersucher 1 zudem noch die gefarbte Flache.

VARIABLEN PE-CA | ADENO- Z-WERT P
CA
Urteiler 1 [ Anteil Tumorgewebe / Praparat 40.00 43.75 -0.666 0.506
Gefarbte Flache 58.40 38.01 -2.176 0.030
Farbungsintensitat Arithmetisches Mittel 1.85 1.6328 -2.047 0.041
Farbungsintensitat Gewichtetes Mittel 2.167 1.844 -2.261 0.024
Urteiler 2 [ Anteil Tumorgewebe / Praparat 40.33 42.19 -0.418 0.676
Gefarbte Flache 50.67 |40.91 -1.445 0.149
Farbungsintensitat Arithmetisches Mittel 1.85 1.6484 -2.035 0.042
Farbungsintensitat Gewichtetes Mittel 2.133 1.937 -1.671 0.095

Tabelle 9 : Unterschiede zwischen den Tumorentitdten bei Gefriergeweben, nach
Untersuchern aufgeschliisselt. Angegeben sind die Mittelwerte. z-Wert und p wurden
mit dem Mann-Whitney-U-Test ermittelt

Bei den paraffinierten Geweben auf den Tissue-Arrays bestand das o0.g. Problem der
deutlichen Farbungsunterschiede zwischen den Arrays, dieses wird in der Diskussion
wieder aufgegriffen werden. Im Bezug auf die Tumorentitaten bestand hier beim
CR1-B02-Array eine deutlich starkere Expression von positivem Gewebe bei
Plattenepithelkarzinomen. Allerdings waren nur drei Adenokarzinomproben auf dem
Array, weshalb keine Signifikanzen gepruft wurden.

Die kleine Gruppe der sechs Tumoren anderer Entitat, die auf dem Array CR1-B02
zu finden waren (1x Basaloides Ca, 1x Kleinzelliges Ca, 3x Adenosquamdses Ca),
war eher mit den Plattenepithelkarzinomen vergleichbar (Daten nicht gezeigt).

Die kleine Gruppe der Barrettmukosa-Proben (funf Patienten) hob sich nicht von der
Gruppe der Kontrollgewebe ab, wurde jedoch nicht gemeinsam mit dieser bearbeitet.

Hier waren grélere Stichproben nétig, um gegebenenfalls Unterschiede statistisch
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zu sichern. Nach den bisherigen Daten, unterscheidet sich der TnC-Gehalt von
Barrett-Mukosa nicht von dem mikroskopisch gesunden Osophagusgewebes.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass eine deutliche Tendenz zu starkerer TnC-
Expression bei Plattenepithelkarzinomen im Vergleich zu Adenokarzinomen bestand.

Das TNM-Stadium hatte keinen Einflu auf die Expression, ebensowenig wie Alter
und Geschlecht der Patienten.
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4. Diskussion

4.1 Neurotensin-Rezeptor 1

4.1.1 Evaluation

Die Evaluation der verwendeten Antikérper erwies sich als schwierig. Weder zeigte
sich immunhistochemisch die vorbeschriebene Positivitdt der Zellinien Colo205,
HT29, CaCo2T und SW 480, wie bei Maoret et al. (1994), allerdings mit Hilfe von
RT-PCR und Sequenzanalysen vorbeschrieben wurde, noch zeigte sich bei den
Antikdrpern eine spezifische Bande im Westernblot, bei dem die Lysate der o.g.
Zellinien aufgetragen wurde. Insgesamt sind die verwendeten Antikoérper als
untauglich fur die Detektion im Western-Blot einzustufen. Dies ist nicht ungewoéhnlich
bei Antikorpern gegen G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (vgl. Michel et al. 2009,
s.u.)

Nachdem CHO, HEK und MiaPaCa-Zellinien mit NTR-1-Plasmiden transfiziert
wurden, zeigte sich, in mehreren Versuchen reproduzierbar, eine Immunfluoreszenz
einzelner Zellen.

Bei immunhistologischen Versuchen wurden zunachst Darmpraparate verwendet, die
jedoch lediglich eine Farbung im Bereich der schleimbildenden Zellen aufwiesen.
Eine wie bei Reubi et al. (1999.1 und 1999.2) vorbeschriebene Farbung im Bereich
von Nervenzellen liel3 sich nicht nachweisen. In weiteren Versuchen an Schnitten
humanen und murinen Cerebellums sowie an Pancreas-Karzinom-Praparaten liel3en
sich - allerdings nur mit dem polyklonalen Ziegenantikérper sc25042 — deutlich
Einzelzellen anfarben.

Es mul} festgestellt werden, dass sich G-Protein gekoppelte Rezeptoren haufig mit
Hilfe von Antikérpern nur ungenlgend sicher anfarben lassen. In Naunyn-
Schmiederbergs Archives of Pharmacology wurden in Band 379 (Michel et al. 2009)
mehrere Arbeiten verdffentlicht, die dies nochmals hinreichend belegen. Beispielhaft
sei hier der Artikel von Hamdani und van der Velden (2009) im gleichen Band
genannt, die zeigten, dass ein kommerziell erworbener Antikdrper, der eigentlich
spezifisch humane Beta-adrenerge Rezeptoren anfarben sollte, multiple Banden bei

diversen Spezies im Western-Blot zeigte, jedoch keine im erwarteten Bereich.
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Diskutiert wird, ob dies aufgrund der Ahnlichkeit der Rezeptoren einer Familie oder
gar aller G-Protein-gekoppelter Rezeptoren der Fall sei (Michel et al. 2009). Letztlich
finden die Autoren jedoch keine sichere Erklarung.

Michel et al. (2009) halten jedoch die reproduzierbare Anfarbung von transfizierten
Zellen, wie mit sc25042 gelungen, fur ein ausreichendes Argument fir die Spezifitat
des Antikorpers.

Aufgrund dieser Datenlage ist davon auszugehen, dass der verwendete Antikorper
ausreichend spezifisch an NTR-1 bindet. Daher erfolgte die weitere Auswertung der

Versuche.

4.1.2 Ergebnisse

Da aufgrund der Positivitat von transfizierten Zellen ein Hinweis auf die Reliabilitat
des Antikdrpers bestand (Michel et al. 2009), wurde versuchsweise mit der Farbung
von Osophaguskarzinom und Osophagusnormalgewebepraparaten begonnen. In
Normalgeweben zeigte sich, wie vorbeschrieben (Reubi 1998 und 1999.2) eine
Farbung der Muskulatur (vgl. Abb. 5 u. 6). Insgesamt 10 der
Osophaguskarzinompraparate zeigten ebenfalls eine sicher spezifische Farbung der
Membran von gro3kernigen Tumorzellen (vgl. Abb. 7). Eine solche Farbung von
Osophaguskarzinomzellen war bisher nicht vorbeschrieben, deutet aber auf die
Expression des membranstandigen Neurotensinrezeptors 1 hin.

Auf eine statistische Auswertung bezlglich Farbungsanteil und -intensitat wurde
verzichtet, da die angefarbte glatte Muskulatur die Praparate deutlich dominierte.
Dennoch zeigen die Ergebnisse, dass eine spezifische Expression des
Neurotensinrezeptors 1 bei Osophaguskarzinomen, und zwar sowohl bei Adeno- als
auch bei Plattenepithelkarzinomen moglicherweise gegeben ist. Hier ist jedoch
aufgrund der schwierigen Evaluationsergebnisse der Antikérper Zurickhaltung
angebracht.

Eine Validierung der Ergebnisse mit autoradiographischen Methoden nach dem
Protokoll von Reubi (Reubi et al. 1998 und 1999.2) wurde mehrfach versucht, schlug
jedoch fehl. Das Vorgehen ist unter 2.2.8 beschrieben. Selbst Positivkontrollen
konnten nicht angefarbt werden, auf eine Prasentation im Ergebnisteil wurde daher
verzichtet. Bisher ist das Labor von Reubi weltweit das einzige, das Versuche dieser
Art erfolgreich durchgefuhrt hat.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die spezifisch wirkenden Farbungen der
Tumorzellmembranen in Anbetracht der schwierigen Evaluation und der
gescheiterten autoradiographischen Kontrollversuche nicht mehr als ein Hinweis
darauf sein kodnnen, dass der Neurotensin-Rezeptor-1 vermehrt von
Osophaguskarzinomzellen  exprimiert  wird. Weitere  molekularbiologische
Untersuchungen und ggf. weitere Versuche mit weiteren Antikdrpern, nicht zuletzt
weitere autoradiographische Versuche mussten folgen, lieRen sich jedoch innerhalb

dieser Arbeit nicht mehr realisieren.
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4.2 Tenascin C

4.2.1 Evaluation

Der von Professor Faissner (Bochum) freundlicherweise Uberlassene Antikérper 608
gegen Tenascin zeigte in der Evaluation eine deutliche Farbung des extrazellularen
Stromas von Tumoren, wie dies in Vorpublikationen mehrfach vorbeschrieben war
(vgl Chiquet-Ehrismann et al. 2003).

Bei der Evaluation war auffallig, dass bei Gefriergeweben eine wesentlich geringere
Antikérperkonzentration (1:1000) notwendig war, als bei paraffinierten Geweben
(1:100) um eine ausreichende Farbung zu erreichen. Mdgliche Ursache fur diesen
Umstand ist die Verdeckung des Antigens durch die Paraffinierung oder eine durch
die Paraffinierung verzogerte Reaktion.

Um die Bindegewebsspezifitat des Antikorpers zu Uberpriufen, wurde zusatzlich noch
eine Parallelfarbung von TnC und dem bekannten Bindegewebsmarker Vimentin
vorgenommen. (Osborn et al. 1984) Wie erwartet zeigte sich, dass der Antikorper

TnC 608 nie aulRerhalb des Bindegewebes reagierte.

Die Ergebnisse im Western-Blot zeigten ausgepragte Banden beim Tumorgewebe
mit punctum maximum im Bereich von 250 kDa, wie bei der langen TnC-lsoform zu
erwarten und keine Banden bei Normalgeweben. Der weite Bereich 1aft sich erklaren
durch madgliche Proteoyse oder durch die unterschiedliche Groélke der einzelnen

Spleilvarianten des Tenascin-C (Chiquet-Ehrismann 2004),.

4.2.2 Systematische Farbungen

In der systematischen Farbung zeigte sich bei den gefrorenen Tumorgeweben eine
signifikant hdhere Intensitat (p<0,001) und ein hoéherer Anteil an gefarbtem Gewebe
(p<0,001) als in den parallel gefarbten Kontrollgeweben. Zwischen den beiden
Untersuchern bestand hier Einigkeit. Uberraschend kommen diese Erkenntnisse
nicht. Im Bereich des Osophagus fanden bereits Broll et al. (1995) bei
Plattenepithelkarzinomen und Salmela et al. (2001) bei Adenokarzinomen eine
vermehrte Anreicherung von TnC. Jedoch wurden diese Untersuchungen jeweils nur
an sehr kleinen Stichproben durchgefihrt. Salmela et al. untersuchten 15

Karzinomproben, Broll et al. 25.
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Die in der vorliegenden Arbeit gezeigte Stichprobe umfasste Untersuchungsmaterial
von 134 Patienten sowohl bei Adeno- als auch bei Plattenepithelkarzinomen.

Die Ergebnisse des kommerziell erworbenen Arrays Kkorrelierten gut mit den
Ergebnissen der Gefriergewebe. Zwar war die Farbungsintensitat im Rahmen der
APAAP-Farbung signifikant geringer (p<0,001), sie unterschied sich aber dennoch
weiterhin signifikant von den untersuchten gefrorenen Kontrollgeweben. Im Bezug
auf den Anteil an gefarbter Flache gab es keinen signifikanten Unterschied.

Somit zeigte sich eine deutliche Mehrexpression von TnC in Tumorgeweben des
Osophagus.

Es gibt verschiedene madgliche Grinde fir diese signifikante Abweichung zwischen
bei -80°C konservierten Praparaten und den in Paraffin eingebetteten Arrays.
Wahrscheinlich kommt es zu einer geringeren Zuganglichkeit des Antigens durch die
Paraffinierung. Auch erscheint eine Denaturierung des Antigens durch das erwarmte
Paraffin bei der Einbettung und die Erhitzung bei der Entparaffinierung moglich. Im
Rahmen der Gefriergewebe kann eine solche Denaturierung wahrscheinlich eher
vermieden werden. Im Bereich der DNA-Extraktion fUhrten Talaulikar et al (2008)
eine Untersuchung durch, die auch eine deutlich bessere Qualitdt des
Untersuchungsmaterials bei gefrorenen Geweben zeigte.

Flr Matrixproteine wurden Untersuchungen z.B. von Folkvord et al. 1989 und
Pelstring et al. 1991 durchgefuhrt. Hier zeigte sich die bessere Zuganglichkeit der
Epitope bei Gefriergeweben, jedoch ein besserer Erhalt der Gewebearchitektur bei

paraffinierten Geweben.

Mdglicherweise liele sich, wie in der jingeren Zeit mehrfach an anderen
Tumorgruppen versucht (Mighell 1997 bei Mundkarzinomen, Berndt et al. 2006 bei
Urothelkarzinomen, Takeda et al. 2007 bei kolorektalen Karzinomen) die Spezifitat
weiter steigern, wenn man einzelne Splei3varianten des TnC untersuchte und hierbei
spezifische Spleivarianten fir maligne entartetes Osophagusgewebe identifizierte.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die lange Isoform des TnC, die als
weitgehend spezifisch fur pathologische Prozesse beim adulten Menschen gilt,
vermehrt vorkommt (vgl. z.B. Katenkamp et al. 2004; Brack et al. 2006, Carnemolla
et al. 1999). Eine Epitopkartierung konnte mdglicherweise noch bessere Auskunft

geben, um welche Domane es sich hierbei handelt.

70



4. Diskussion

4.2.3 Ist Tenascin-C ein gutes Markermolekiil fiir Osophaguskarzinome?

Die Frage ist, soweit diese Arbeit sie beantworten kann, zu bejahen. Jedoch gibt es
einige Einschrankungen.

So werden Markermolekile haufig mit Serummarkern gleichgesetzt. Hierzu kann
diese Arbeit keine Auskunft geben. Jedoch wurde gleiches fur TnC als Serummarker
beim Kolonkarzinom 1995 von Riedl et al. und 2007 von Takeda et al. untersucht. In
beiden Arbeiten zeigte sich eine hohe Spezifitat bei jedoch nur geringer Sensitivitat -
ein allgemeines Problem bei Serummarkern von malignen Tumoren (Thomas L und
Stieber P 1998). Ob auch beim Osophaguskarzinom eine vermehrte Konzentration
von TnC im Blut zu finden ist, bliebe zu untersuchen.

Histologisch ist jedoch die Expression von Tenascin-C in Karzinomen des
Osophagus ausgepragt hoch. Wahrend sich in den mikroskopisch tumorfreien
histologischen Kontrollen lediglich im perivaskularen Bereich und in der
Basalmembran schwache Anfarbungen zeigten, war die Anfarbung im Interstitium
nur bei Karzinomen und hier auch nur um die Tumorzellen herum zu finden. Die
Spezifitat scheint hier also gegeben. Was die Sensitivitat angeht so kann auch diese
als hoch angesehen werden. In eine Vierfeldertafel gebracht ergeben sich flr die
gefrorenen Gewebe quantitativ folgende Werte, nach Untersuchern getrennt

dargestellt (Untersucher 1 / Untersucher 2):

Osophaguskarzinom Kontrollgewebe
Unt. 1/Unt. 2 Unt. 1/Unt. 2
TnC — positiv gew. Intensitat > 1 47 | 47 1179
TnC — negativ gew. Intensitat =< 1 717 29/ 31
TnC — positiv Flache > 5% 47 /46 16/18
TnC — negativ Flache =< 5% 718 24122

Rechnerisch ergeben sich demnach eine Sensitivitat von 87% fur beide Untersucher
und eine Spezifitat von 72,5% fur Untersucher 1 bzw 77,5% flr Untersucher 2 im
Bereich der gewichteten Farbungsintensitat, wenn man als Entscheidungsgrenze
eine Farbungsintensitat von > 1 (vgl. 2.2.1.5) wahlt.

Fir den gefarbten Flachenanteil ergeben sich eine Sensitivitat von 87% (Untersucher
1) bzw. 85,2 % (Untersucher 2) und eine Spezifitdt von 60% (Untersucher 1) bzw.
55% (Untersucher 2), wenn als Grenze eine positive Flache von > 5% des Schnittes

gewahlt wurde.
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Da im Rahmen der paraffineingebetteten Gewebe die Kontrollgewebe fehlten, lasst

sich hier nur eine halbe Vierfeldertafel darstellen und somit nur eine Sensitivitat

errechnen:
Osophaguskarzinom
Unt. 1/Unt. 2

TnC — positiv gew. Intensitat > 1 32/25

TnC — negativ gew. Intensitat =< 1 28 /35

TnC — positiv Flache > 5% 49 /49

TnC — negativ Flache =< 5% 11 /11

Hieraus errechnet sich eine Sensitivitat von 53,3% bei Untersucher 1 bzw.41,7 %
bei Untersucher 2 fur die untersuchergewichtete Farbungsintensitat und eine
Sensitivitat von 81,7% fur die gefarbte Flache fur beide Untersucher.

Hier ist jedoch zu berucksichtigen, dass sich die morphologische Beurteilung nicht
mit der quantitativen Beurteilung deckt. Aulerhalb von perivaskularem Gewebe und
der Basalmembran zeigte sich zu keinem Zeitpunkt eine Farbung im Kontrollgewebe.
Morphologisch ware also, wenn man nur Tumoren und Kontrollgewebe betrachtete,
die Sensitivitat und Spezifitat deutlich hdher.

Dies ist nun mit den gangigen immunhistochemischen Markern flr Karzinome zu
vergleichen. Bei Adenokarzinomen betragt die Sensitivitat des Antikérpers gegen das
Glykoprotein BerEp4 83% und die Spezifitat 91% (Chu und Weiss 2009, S. 124).
CEA dagegen verfugt Uber eine Sensitivitat von 85% und eine Spezifitat von 95%
(ebd.). CK5/6 ist ein Marker, der in Plattenepithelkarzinomen positiv ist, dieser
verfugt Uber eine Sensitivitat von etwa 77% und eine Spezifitdt von 96% (Kaufmann
et al 2001). Als  histologischer Marker fur die Malignitdt von
Osophagusveranderungen wird der Proliferationsmarker Ki67 diskutiert. (Sikkema et
al 2009). Zum Osophaguskarzinom liessen sich keine Angaben zu Sensitivitat und
Spezifitat finden. Im Rahmen des weit verbreiteten Screenings beim Cervixkarzinom
wird eine Sensitivitat von 89% und eine Spezifitdt von 67% angenommen
(International Agency for Research on Cancer 2005). Hier ware Tenascin-C am

Osophagus ein méglicherweise ebenso guter Marker.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Tenascin-C flr die mikroskopische
Untersuchung von Osophaguskarzinomen ein hinreichend gutes Markermolekiil zu

sein scheint.
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4.2.4 Hat die Tenascin-C-Expression prognostische Bedeutung?

Bei anderen Tumorentitaten wie z.B. dem Osteosarkom (Xiong et al. 2009) zeigte
sich eine prognostische Relevanz der TnC-Auspragung.

Die Frage ob die Expression von TnC bei Osophaguskarzinomen von prognostischer
Bedeutung ist, kann in dieser Arbeit jedoch - da keine Daten zur Uberlebenszeit
vorliegen - nicht beantwortet werden. Hier missen weitere Untersuchungen
erfolgen.

Jedoch wurden das TNM-Stadium zum Zeitpunkt der Resektion und die
Differenzierung des Tumors (G) untersucht. Hier bestand kein signifikanter
Zusammenhang zu gefarbter Flache oder Intensitat (Kruskal Wallis Test,
Signifikanzniveau samtlich > 0,2). Bekannt ist, dass das TNM-Stadium und die

Differenzierung des Tumors prognostisch bedeutsam sind (UICC 2003 und 2010),

4.2.5 Ist Tenascin-C ein potentielles Zielmolekiil fiir bildgebende Verfahren?

Weiter stellt sich die Frage nach der Mdoglichkeit, Tenascin-C als Zielmolekul fur
diagnostische Bildgebung zu nutzen. Hinweise hierauf gibt es z.B. im SPECT
(Dijkgraaf und Boerman 2010).

Studien, die eine antikdrperbasierte Diagnostik in vivo mit Tenascin-C als Zielmolekdil
in vivo durchgefuhrt haben, legten z.B. Silacci et al (2006) vor. Die Autoren zeigten,
dass ein radiojodmarkierter TnC-Antikorper selektiv in subkutan implantierten
Gliomen bei Mausen zu finden war, ebenso in einem orthotopen Rattenmodell. Brack
et al (2006) unternahmen gleiches, jedoch mit zwei neuen Antikorpern, die selektiv
gegen die alternativ gespleildten Domanen A1 und D gerichtet waren. Auch hier

zeigte sich, wieder im Mausmodell, eine gezielte Anreicherung.

4.2.6 Lassen sich die gewonnenen Erkenntnisse therapeutisch verwerten?

Es gibt zahlreiche Studien, die eine antikdrperbasierte Therapie in vivo mit Tenascin-
C als Zielmolekul in vivo durchgefuhrt haben.

Bereits 1992 verodffentlichten Riva et al. eine Therapieversuchsreihe, bei denen 10
Patienten mit Glioblastomen ein TnC-Antikdrper gekoppelt an Jod-131 direkt in den

Tumor appliziert wurde. Immerhin wurde bei 3 Patienten ein stable disease und bei
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drei Patienten gar eine partielle Remission erreicht. Auch intrathekal wurden bereits
131-1 gekoppelte Anti-TnC Antikérper beim Menschen gegeben (Brown et al. 1996),
ebenfalls bei cerebralen Neoplasien. Hier ist die Therapie zwar noch nicht als
Standard etabliert, war jedoch bereits Objekt einer Phase-Il Studie (Riva et al. 1999).
Im Bereich der gastroenterologischen Tumoren und der systemischen Gabe von
Anti-TnC-Antikorpern zu therapeutischen Zwecken sind die Studien noch lange nicht
so weit fortgeschritten. De Santis et al. untersuchten 2003 und 2006 Kolon-
Karzonom-Xenograft bei Mausen mit unterschiedlichen Anti-TnC-Antikérpern und
fanden dort ebenfalls eine spezifische Anreicherung. Eine Therapiestudie am Tier
legten Marlind et al. (2008) vor. Sie verwendeten Mause mit
Mammakarzinomxenografts und verwendeten einen Ant-TnC-Antikdrper spezifisch
gegen die alternativ gesplei3te Domane A1, dieser war gekoppelt an Interleukin 2.
Zudem bekam ein Teil der Mause Doxorubicin. Es zeigte sich eine deutliche
Lebensverlangerung durch die Antikdrpertherapie. In der gleichen Arbeit wurden
auch toxikologische Versuche an Javaneraffen demonstriert, die eine gute Toleranz
zeigten.

Insgesamt gibt es gute Hinweise darauf, dass vor allem die grofen Isoformen von
Tenascin C auch ein Ziel systemischer Antikdrpergabe sein kénnten (Schliemann
und Neri 2007; Rybak et al. 2007).

Hier lasst sich also zusammenfassen, dass es gute Hinweise darauf gibt, dass eine

Therapie mit Biologica mit dem Zielmolekul Tenascin-C sich etablieren kdnnte.

Naturgemal® erlaubt eine rein immunhistologische Arbeit keine ausreichende
Beurteilung darlber, inwiefern eine gewonnene Erkenntnis Kklinisch sinnvoll
einzusetzen ist. Allerdings gibt es in der Literatur, wie oben gezeigt, deutliche
Hinweise darauf, dass Tenascin-C ein interessantes Zielmolekul fur die Diagnostik
und Therapie von Malignomen ist. Ob dies letztlich auch fur Karzinome des
Osophagus gilt miissen weitere Untersuchungen zeigen. Basierend auf den
Erkenntnissen der vorliegenden Arbeit wurden weitere Versuche mit Osophagus-Ca-

Xenograftmausen unternommen. Hier stehen die Ergebnisse jedoch noch aus.
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4.2.7 Ausblick

Die Therapie von malignen Erkrankungen wird zunehmend durch gezielte Therapie
mit monoklonalen Antikdrpern gepragt. Im Bereich des Gastrointestinaltrakts, vor
allem des Kolon-Karzinoms (Schmiegel et al. 2008), aber auch des Magen-
Karzinoms (Moehler et al. 2011) werden sytemische Gaben monoklonaler Antikérper
zu therapeutischen Zwecken verwendet. Fir das Osophagus-Karzinom ist eine
solche Therapie bisher nicht etabliert. Jedoch zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit,
dass weitere Forschung hier lohnend sein kann. Die Publikation der Ergebnisse
dieser Arbeit ist in Vorbereitung und wird in Kirze angestrebt. Basierend auf dieser

Arbeit werden Untersuchungen am Xenograft-Mausmodell durchgeflhrt.
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