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1.Einleitung

1.1 Einfthrung

Das Osophaguskarzinom ist einer der aggressivgigmetalen Tumoren. Mit einer Hau-
figkeit von 1,8% aller malignen Tumoren bei Mannand 0,6% bei Frauen ist es fur 3,2%
bzw. 1,1% aller Todesfalle durch Neoplasien bei M#n und Frauen in Deutschland ver-
antwortlich (Berz et al.,, 2010). Nach der neuesfén Auflage) UICC-Klassifikation
(Wittekind et al., 2010) z&hlen jetzt alle Tumordes gastrodsophagealen Uberganges
(AEG-Typen | bis Ill) zu den OsophaguskarzinomenfRA&rdem ist es in den Industriena-
tionen in den letzten Jahren zu einer steigendeidénz von Adenokarzinomen des Oso-
phagus gekommen (Kong et al., 2011). Diese beidgsathen haben dazu gefuhrt, dass
die Inzidenz des Osophaguskarzinoms zunimmt (Jemal., 2010). Die Mortalitiat des
Osophaguskarzinoms ist dabei mit ca. 90% sehr fioa@mangar et al., 2006). Selbst wenn
zum Zeitpunkt der Operation noch keine Lymphknoteder Fernmetastasen bestanden
haben, kommt es bei ca. 50% der Patienten mit Ggpstkarzinom im Verlauf der
Krankheit zur Ausbildung von Lokal-Rezidiven odeerfimetastasen (Marietta et al.,
2003). Diese Tatsache lasst die Vermutung zu, siahsbei diesen scheinbar kurativ ope-
rierten Patienten vielleicht schon vor dem Zeitgutdr Operation isolierte Tumorzellen
vom Priméartumor geldst haben, die jedoch nichtdeit gangigen Diagnostik nachzuwei-
sen waren. Die Forschung zum Nachweis von zirkethiden (CTC) und disseminierten
Tumorzellen (DTC) hat einen immer héheren Stellabhwe der Medizin erreicht. Man
geht davon aus, dass CTC/ DTC, bevor es zur Entstetion Metastasen kommt, meist
lange Zeit inaktiv sind (,dormancy“), und da die isten Chemotherapeutika nur bei
proliferierenden Zellen wirken, kénnen sie in dexgRl nicht durch gangige Chemothera-
peutika eliminiert werden (Pantel et al., 1993)e Dier vorliegende Arbeit untersucht eine
Methode zum Nachweis von CTC und DTC bei Patient#rOsophaguskarzinom und den
Zusammenhang mit dem Uberleben. Durch den NachwegisCTC/ DTC sowie der Un-
tersuchung von deren Eigenschaften wird es in Ziikaelleicht mdglich sein, Patienten,
die von einer Chemotherapie oder zielgerichtetegbkiherapie profitieren kdnnten, ge-



zielt zu identifizieren und sie auf diese Art bedberapieren zu kdnnen (Van de Stolpe et
al., 2011). So lieRRe sich also vielleicht auchRliegnose der Patienten mit Osophaguskar-

zinom verbessern und die hohe Mortalitatsrate senke

1.2 Das Osophaguskarzinom

1.2.1 Epidemiologie, Histologie und Risikofaktoren

Die Begriffe Osophaguskarzinom und Karzinome depliagogastralen Ubergang (AEG-
Tumoren) bezeichnen alle malignen epithelialen Ndubgen der Speiseréhre und des
Magenmundes (Kardia) (Wittekind et al., 2011).

In Deutschland erkranken jahrlich etwa 4100 Marured ca. 1090 Frauen neu an einem
Osophaguskarzinom. Dies entspricht einem Anteil ¥@8% aller bosartigen Neubildun-
gen bei Mannern und 0,6 % bei den Frauen (Bert,e2@10). Trotz dieses relativ gerin-
gen Anteils an den bésartigen Neubildungen insgesdrder Anteil dieser Erkrankung an
den Krebstodesfallen mit 3,2% bei den Mannern udéolbei den Frauen deutlich hdher
(Berz et al., 2010). Manner erkranken dreimal hjarfian einem Osophaguskarzinom als
Frauen und mit einem mittleren Erkrankungsalter @6rdahren ca. 4 Jahre friher (Berz et
al., 2010).

Das Plattenepithelkarzinom ist weltweit betrachtet die haufigste histologesdform des
Osophaguskarzinoms. Die wichtigsten Risikofaktdi@nein Plattenepithelkarzinom stel-
len in Mitteleuropa das Tabakrauchen und der Kongamhochprozentigem Alkohol dar
(Hashibe et al., 2007; Morita et al., 2010). Diendmnation beider Faktoren fuhrt zu einer
Verstarkung dieses Risikos (Morita et al., 2010).

Adenokarzinome des Osophagus sind vorwiegend im unteren Dritisl@sophagus loka-
lisiert (Lagarde et al., 2006). Wahrend die HaudigKur Plattenepithelkarzinome in den
letzten Jahren konstant blieb oder sogar abnahtrdi@aHaufigkeit fir Adenokarzinome
des 6sophagogastralen Ubergangs (AEG-Tumoren)rinvestlichen Welt in den letzten
Jahren deutlich zugenommen (Kong et al., 2011; geps al., 2005). Dies ist wahrschein-



lich durch die Zunahme der Adipositas-Rate in destlichen Welt zu erklaren, die einen

Risikofaktor fur die Entwicklung eines Adenokarzmes darstellt (Kong et al., 2011).

Die Einteilung der AEG-Tumoren geschieht auf digénde Art.:

Tabelle 1: Einteilung der AEG-Tumoren nach Siewert

AEG-Typ Lokalisation

I Adenokarzinom des distalen Osophagus, 1-5 cm oral der anatomischen Kardia

Il Kardiakarzinom, 1 cm oral bis 2 cm aboral der anatomischen Kardia

1l Subkardiale Karzinome, 2 bis 5 cm aboral der anatomischen Kardia

(nach Stein et al., 2000)

Als Hauptrisikofaktor fir das Adenokarzinom gilt rdsogenannte Barrett Osophagus
(Hvid-Jensen et al., 2011). Beim Barrett Osophamisteht auf dem Boden eines chroni-
schen gastrodsophagealen Refluxes eine Zylindaspietaplasie im distalen Osophagus.
D. h. das mehrschichtige unverhornte Plattenepi#slOsophagus wandelt sich durch den
chronischen Entziindungsreiz in Zylinderepithel wme)ches unter physiologischen Be-

dingungen im Magen, nicht jedoch im Osophagus vorkb.

1.2.2 Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung des Osophaguskarzinoms érfolgzeit nach der 7. Auflage des
Cancer Staging Manuals der AJCC 2009 (Edge €2@09). Sie qilt fur alle Tumoren des
Osophagus sowie des ésophagogastralen Ubergangsni@er vorangegangener TNM-
Klassifikationen haben sich folgende Aspekte geér(&ace et al., 2010):

- Bei der T-Kategorie erfolgt jetzt eine Subklassifizierung zwischen Tda T4b —

Tumoren (siehe Tabelle 2).



- Die N- Kategorie wird jetzt je nach Anzahl der befallenen Lymphlarohetasta-
sen weiter subklassifiziert NO bis N3 (siehe Tabel. Fur das diese Arbeit betref-
fende Patientenkollektiv liegt lediglich eine Difémzierung zwischen NO- und N1-
Stadium vor. Als regionare Lymphknoten werden jetantliche paradsophagealen

Lymphknoten von cervical bis zoeliakal gewertet.

- Bei derM- Kategorie wurde der Begriff Mx eliminiert und es erfolgtzétediglich
eine Differenzierung zwischen MO- und M1-Stadiuragelgen wurde fur das diese
Arbeit betreffende Patientenkollektiv je nach Lokalion der Fernmetastase eine

weitere Differenzierung zwischen Mla und M1b vorg@men.

Tabelle 2: TNM-Klassifikation der Osophaguskarzin@amach AJCC 2009

T: Primartumor M: Fernmetastasen
Tis Carcinoma in situ/ High grade dysplasie MO Keine Fernmetastasen
T1 Tumor infiltriert Lamina propria oder Submukosa M1 Fernmetastasen

Tla Lamina propria oder muscularis mucosae
T1b Submukosa
T2 Tumor infiltriert Muscularis propria
T3 Tumor infiltriert die Tunica adventitia
T4 Tumor infiltriert Nachbarstrukturen
T4a Pleura, Perikard, Diaphragma oder benachbartes Peritoneum

T4b Andere benachbarte Strukturen wie z. B. Aorta, Trachea oder

Wirbelkdrper
N: Regionéare Lymphknoten G: Differenzierungsgrad
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen G1 Gut differenziert
N1 1-2 Regiondre Lymphknotenmetastasen G2 MaRig differenziert
N2 3-6 Regionadre Lymphknotenmetastasen G3 Schlecht differenziert
N3 > 6 Regionare Lymphknotenmetastasen G4 Undifferenziert

(Edge et al., 2009)

Hieraus ergibt sich jetzt die folgende Stadiendumeg:



Tabelle 3: Stadieneinteilung der Osophaguskarzinor(Rlattenepithelkarzinome und Adenokarzinome)
nach AJCC

Stadium 0 : Tis, NO, MO
Stadiumla: T1, NO, MO
StadiumlIb: T2, NO, MO
Stadium Il A: T3, NO, MO
Stadium 11 B : T1 oder T2, N1, MO
Stadium llla: T4a, NO, MO
T3, N1, MO
T1 oder T2, N2, MO
Stadium lll b : T3, N2, MO
Stadium lll ¢ :  T4a, N1 oder N2, MO
T4b, jedes N, MO
Jedes T, N3, MO

Stadium IV:  Jedes T, jedes N, M1

(Edge et al., 2009)

In der aktuellen AJCC-Klassifikation wurde aul3erdeime Stadieneinteilung nach prog-
nostischen Faktoren hinzugefuigt, bei der auch g#olbgische Typ (Plattenepithelkarzi-
nom oder Adenokarzinom), der Differenzierungsgradis die Lokalisation zum Tragen
kommen, da man festgestellt hat, dass diese Fakenen wesentlichen Einfluss auf die
Prognose haben (Rice et al., 2010). Das Vorhandensen CTC und DTC oder der
Nachweis von Mikrometastasen wurde fiir das Osopi@grinom dagegen noch nicht

mit in die Stadieneinteilung einbezogen (siehe atapbitel 4.5).

Die R-Kategorie stellt das postoperative Ergebnis der Resektion&la ist folgenderma-

3en eingeteilt:

RO kein residueller Tumor (makroskopischer und mikogssch tumorfrei)
R1 mikroskopisch residueller Tumor (Schnittrandehibicimorfrei)

R2 makroskopisch residueller Tumor



1.2.3 Diagnostik

Zur Diagnostik zahlen bei allen Patienten nach edakten Anamnese, der korperlichen
Untersuchung sowie der Kontrolle bestimmter Labapeeter im Blut die endoskopische
Untersuchung mit gezielter Entnahme von Biopsiine Kontrastmittelrontgenuntersu-
chung von Magen und Speiserthre sowie ein RontgemHorax in zwei Ebenen (Stahl et
al., 2010). Zur Bestimmung der Tumorinfiltratior$é kann die Endosonographie durch-
gefuhrt werden. Bei der Suche nach Fernmetastatagteneben der korperlichen Unter-
suchung auf tastbare Lymphknoten eine Bildgebuntetsi Computertomographie (CT)
des Thorax und des Abdomens (einschliel3lich desdddiei suprabifurkalen und zervika-
len Karzinomen). Bei Verdacht auf eine Tumorfistgjlerfolgt eine Rontgenkontrastdar-
stellung des Trachealsystems (Zacherl et al., 2(Di&) Positronenemissionstomographie
Computertomographie (PET-CT) mit 2-Fluor-2-deoxygDeose scheint die Sensitivitat
beim Nachweis von Fernmetastasen zu erhdhen. $ikunier anderem zur Primardiag-
nostik eingesetzt. Aul3erdem hilft sie bei einer i@beoder Radiochemotherapie den The-
rapieerfolg schnell zu beurteilen (Unterscheidungisehen Respondern und Non-

Respondern) (Bruzzi et al., 2007).

1.2.4 Therapie

Fur eineoperative Therapiekommen in der Regel fast alle Patienten ohne Fetastasen
in Frage, sofern nicht aus Grinden des Tumorwagistine lokale Inoperabilitat (z. B.
Infiltration der Trachea) besteht. Die Operatiotitegedoch wenn maéglich in Zentren mit
groRer Erfahrung im Bereich der OsophaguschirurgiaégroRen Patientenzahlen erfolgen,

da hierdurch die Mortalitat gesenkt werden kanmkBeyer et al., 2003).

» Bei Frihkarzinomen (Tis) und bei den bis zu 2 cm groRen Mukosakarzinonteging
Mukosektomie (interventionell mittels Endoskopie} @herapie der Wahl. (Zacherl et al.,
2006).



» Bei resektablen Adenokarzinomen erfolgt in der Regee radikale transhiatale Oso-
phagusresektion mit abdominaler und mediastinayenghknotenresektion (Zweifeldlym-
phadenektomie) (Zacherl et al., 2006).

» Bei resektablem Plattenepithelkarzinom erfolgt eirsnsthorakale en bloc Osopha-
gektomie mit 2-Feld-Lymphadenektomie (Zacherl et2006).

» Fortgeschrittene Tumorstadien (alle T3/T4, alle N grof3er Oynd alle primar nicht
kurativ resektablen Tumoren werden in der Regelefmsiimultimodaler Therapiekonzepte
behandelt (Burkhard et al., 2005). Dabei erfolgt&mhst eine neoadjuvante Chemothera-
pie bzw. Radiochemotherapie gefolgt von einer QmeraEs konnte zum jetzigen Zeit-
punkt nicht nachgewiesen werden, dass die neoaug\@hemo- oder Radiochemothera-
pie zu einer Prognoseverbesserung bei Patienteprimiar kurativ resektablem Osopha-
guskarzinom (T2, NO, MO) fuhrt, obwohl man davorsgehen muss, dass ca. 50% aller
Patienten bei Diagnosestellung ein zu niedrigedi@ta diagnostiziert bekommen (Zhang
et al., 2012).

Zur Rekonstruktion der Speisepassage wird in dgeRein Magenhochzug durchgefuhrt
(Huttl et al., 2002). Liegt ein Zustand nach Magmektion vor, wird ein Koloninterponat
eingesetzt.

1.2.5 Prognose und Rezidivraten

Aktuell werden in der Literatur bei intentional ktiv operierten Patienten 5-Jahres-
Uberlebensraten (JUR) zwischen 25 % und 52% beswdmi (Oezcelic et al., 2012; Hagen
et al., 2001; Reynholds et al., 2012), wobei sihRfognose fur Patienten mit Osopha-
guskarzinom in den letzten Dekaden stark verbe$sgr{Reynholds et al., 2012). Es ist
anzunehmen, dass die verbesserte Prognose dueth@ie Spezialisierung bestimmter
Zentren fur Osophaguskarzinome mit hohen Patieatdan, verbesserten Operationstech-
niken und einen erhdhten Einsatz von neoadjuvahbemapiekonzepten zu begriinden ist
(Lagarde et al., 2006). Es muss jedoch erwahnt everdass trotz verbesserter Prognose
nur sehr wenige der Patienten mit OsophaguskarziaihDauer geheilt werden kénnen.
Ca. 90% sterben aufgrund der Tumorerkrankung (Kgewaet al., 2006; Jemal et al.,



2010). In der Literatur werden zudem Rezidivhaudiggn nach kurativer Operation zwi-
schen 42,4% und 52,4 % angegeben (Marietta é2@)3; Chen et al., 2007; Oezcelic et
al., 2012; Lee et al., 2011, Dresner et al., 20D@.Zeit bis zum Auftreten eines Rezidivs
betragt dabei oft nur wenige Monate, wobei nachti&tén eines Rezidivs die meisten
Patienten innerhalb weniger Monate versterben. b@gt z. B. in der Arbeitsgruppe von
Dresner (Dresner et al., 2000) die Rezidivhaufigh8P6 mit einer medianen Zeit bis zum
Auftreten des Rezidives von 11,7 Monaten. Das nmedidberleben nach Auftreten des

Rezidivs betragt dabei nur 2,7 Monate.

1.3 Tumorzelldisseminierung

1.3.1 Disseminierte und zirkulierende Tumorzellen

Die meisten Patienten mit Karzinomen sterben aunffjon Metastasen und deren Folgen
(Pantel et al., 2008). Es ist dabei wahrscheinligss die Metastasierung schon viel friher
beginnt, als bisher angenommen. So kommt es imnextew bei eigentlich kurativ ope-
rierten Patienten im spateren Verlauf zur Ausbilglvan Metastasen. Die Vermutung liegt
also nahe, dass sich schon vor der Operation emzZalmorzellen abgelost haben, die in
einem inaktiven Zustand Uberdauern kénnen (,doriyfan®er derzeitige Stand der For-
schung ist, dass sich die meisten DTC in einemtivexk Zustand befinden, in welchem sie
zwar nicht proliferieren (GO-Phase des Zellzykls$, konnen jedoch jederzeit das Poten-
tial dazu ausbilden (Pantel et al., 1993). Man nseteeidet heute zwischeDisseminier-
ten Tumorzellert, (DTC), welche isolierte Tumorzellen im Gewebe B im Knochen-
mark oder in der Leber) darstellen, unéirkulierenden Tumorzellen*, (CTC) isolierte

Tumorzellen im peripherem Blut (Pantel et al., 2008

Die Anwesenheit von DTC im Knochenmark kann nicht aur Entstehung von Kno-

chenmetastasen fuhren, sondern auch zur EntstelmmnEernmetastasen in allen anderen
Organen; dies gilt auch fur Tumoren, bei denencemalerweise nur sehr selten zur Aus-
bildung von Knochenmetastasen kommt (Pantel g2@04). Bei Patienten mit Osopha-

guskarzinom kommt es nur relativ selten zur Entgtghvon Knochenmetastasen (Man-



dard et al., 1981), dennoch werden bei ihnen Tueallerzim Knochenmark nachgewiesen,
deshalb geht man davon aus, dass die Prasenz ich&mmark nur als ein Zustand zu
betrachten ist, in welchem die Zellen zwar sehrithgrdauern kbnnen jedoch nur sehr
selten Metastasen ausbilden.

Damit es zur Entstehung von CTC kommen kann, messPdmartumor zunachst mit
BlutgefalRen versorgt werden (Angiogenese), Ubecheeldie Tumorzellen dann in das
GefalRsystem austreten konnen (Intravasation) (Ceemdt al., 2002). Die Uberlebens-
dauer von CTGm peripheren Blut ist nur kurz, und zur Entstehung Metastasen ist es
notwendig, dass sie in ein fUr sie spezifischetoZgan gelangen und hier wieder aus dem
BlutgefalRsystem austreten (Extravasation) (Chaméerd., 2002). Es wurde postuliert,
dass dieser Vorgang nach dem sogenannten ,seesbdh®rinzip ablauft, nach dem sich
Tumorzellen von bestimmten Primartumoren nur insiérspezifischen Organen niederlas-
sen konnen (Paget, 1989). Man geht davon aus,mimssine kleine Subgruppe der CTC
die Fahigkeit dazu hat spater Metastasen auszubildd dass sie sich hierzu eventuell in
ein fur sie spezifisches Organ einnisten mussem (& Stolpe et al., 2011). Welche Ei-
genschaften fir die Bildung von Metastasen relegamd, ist derzeit noch nicht bekannt
(Pantel et al., 2008). CTC im Blut haben ihren Wusg entweder im Primartumor, oder
sie haben sich von bereits entstandenen Metasgedéat (Van de Stolpe et al., 2011).
Weiterhin haben sich in spezifischen Analysen diesdierten Tumorzellen Unterschiede
zwischen den Tumorzellen im Priméartumor und den CIDTC gezeigt. Ein Modell zur
Tumorzelldisseminierung besagt, dass sich die QT€inem sehr frihen Tumorstadium
vom Primartumor Iésen und sich dann unabhangigdiesem entwickeln oder sie l6sen
sich erst in einem spateren Stadium von einer NetagPantel et al., 2004). Eine einheit-
liche Definition von CTC existiert zum heutigen #einkt noch nicht und es ist wichtig,
dass eine solche festgelegt wird (Van de Stolpd.e2011). Dabei muss jedoch beachtet
werden, dass die Eigenschaften von CTC sehr hetersgin kbnnen und zwischen ver-
schiedenen Tumorarten aber auch innerhalb eineenRat sehr stark variieren kdnnen
(Van de Stolpe et al., 2011). CTC/ DTC sind mit demkdmmlichen Nachweismethosen
nicht nachweisbar.

Auch Mikrometastasen sind in der Regel nicht durch die Gblichen Nadsmethoden
im Rahmen des Stagings detektierbar, sie stelletJimerschied zu CTC/ DTC jedoch
bereits Zellverbande aus multiplen Zellen dar uredsen evtl. eine GefalRinvasion oder
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eine Stromareaktion auf. Definitionsgemal (nach @amcer Staging Manual der AJCC,
6. Auflage) sind Mikrometastasen Zellverbé&nde niiee Gro3e von tber 0,2 mm aber

nicht groRer als 2 mm (Greene et al., 2002).

1.3.2 CK-20 in der Diagnostik zum Nachweis von isolierte Tumorzellen

Erst seit der Entwicklung markerspezifischer immatdthemischer und molekularer Me-
thoden ist es moglich, DTC und CTC nachzuweiseantel et al., 2008). Man geht heute
davon aus, dass die Fernmetastasierung in einerelE@listadium beginnt. Diese einzelne
Zelle kann jedoch mit konventionellen Diagnostikhueten nicht nachgewiesen werden
(Pantel et al., 2004).

In dieser Arbeit erfolgt der Nachweis von CTC ulbare nested CK-20 RT-PCR. Im fol-
genden Kapitel wird die Bedeutung der Zytokeratipeziell des Zytokeratins 20 (CK-20)

zum Nachweis disseminierter Tumorzellen naher &rtéu

Zytokeratine sind zu ,den Standardmarkern* beimhveagis von DTC/ CTC bei epithelia-
len Tumoren geworden (Pantel et al., 2008). Siedere von Epithelzellen gebildet und
sind normalerweise in den mesenchymalen Kompart@meBlut und Knochenmark nicht
nachweisbar (Schlimok et al., 1987). Das Vorkommem Zytokeratinen in mesenchyma-

len Kompartimenten stellt somit eine ektope Expoesdar.

In dieser Arbeit wurde das CK-20 &arker fur die Tumorzelldissemination bei Patienten
mit Osophaguskarzinom verwendet. Ein Vorteil desZiKgegeniiber anderen Zytokerati-
nen ist, dass fur CK-20 im Gegensatz zu andereok&yatinen (z. B. CK-18 und 19) kei-
ne Pseudogene nachgewiesen werden, durch die fasseln positiven Ergebnissen kom-
men kann (Soeth et al., 1997a). Bereits 1992 wdutdeh die Arbeitsgruppe von Moll
(Moll et al., 1992) CK-20 als geeignet fur den Tumslnachweis beschrieben. CK-20
kommt im Epithel des Gastrointestinaltraktes, inotbel und in Merkel-Zellen vor und ist
sowohl bei Adenokarzinomen als auch bei Plattehejiarzinomen nachweisbar (Moll et
al., 1992).

Als Nachweismethoden fir CTC und DTC haben sichi ZMethoden bewahrt, die Im-

munzytochemie (Nachweis auf Proteinebene) und dignierase-Kettenreaktion (PCR)
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(Nachweis auf DNA oder RNA-Ebene). Meist wird vand Nachweis von DTC und CTC
eine Methode zur Anreicherung der Zellen durchigefiwie z. B. die Ficoll-
Dichtekissenzentrifugation (siehe Kapitel 2.4) (f@ast al., 2008).

Bei der PCR miussen prinzipiell Methoden unterschieden werden,denen spezifische
Mutationen auf DNA-Ebene (p53, k-ras) nachgewieserden, von Methoden, bei denen
der Nachweis von mRNA tumorassoziierter (CEA, SCOAy. gewebsspezifischer Mar-
ker (Zytokeratine: z. B. CK-20) erfolgt. Ein grof3éorteil der PCR-Methode gegenuber
der Immunzytochemie stellt dabei deren hohe Seitéitidar, die durch hohe Amplifikati-
onsraten gewahrleistet wird. Durch die PCR ist égllith RNA in sehr kleinen Mengen
nachzuweisen (Brakenhoff et al., 1999). Ein Nathder PCR-Methode gegeniber der
Immunhistochemie ist, dass man die isolierten Tuaéan nicht morphologisch darstellen
und so keine zytopathologischen Analysen an ihngehdihren kann (Riethdorf et al.,
2008). In Kapitel 2.6 dieser Arbeit wird die Metleodernested RT-PCRnéaher erlautert.
Leider hat sich bisher jedoch noch keine einhéidi® CR-Methode zum Nachweis von
DTC/ CTC durchgesetzt und in den unterschiedlianeist monozentrischen Studien wer-

den viele verschiedene methodische Ansatze verwéBakard et al., 2012).

Viele Arbeitsgruppen verwenden zur Detektion vooligsten Tumorzellenmmunzyto-
chemische MethodenDabei unterscheidet man direkte von indirekterindéen. Bei der
direkten Methode werden spezifische Gewebsantigetektiert, indem sie mit Antikor-
pern markiert werden, welche mit einem Fluorochomtar Enzym gekoppelt sind. Bei der
indirekten Methode wird ein mit Fluorochrom oderzim markierter Sekundarantikorper,
der an den Primarantikdrper bindet, verwendet. iBeftende der achtziger Jahre wies
Schlimok (Schlimok et al., 1987) mit dem monokl@malZytokeratin-Antikbrper CK-2,
der gegen CK-18 gerichtet ist, epitheliale Tumderelm Knochenmark bei Patienten mit
Kolorektal- und Mammakarzinom nach. Durch die Imimstochemie ist es méglich, be-
stimmte Marker sichtbar in der Zelle (und damit @i€C/ DTC) darzustellen (Vorteil ge-
gendber der PCR). Es muss jedoch auch erwéhnt medadess die Auswertung der Im-
munhistochemie sehr zeitaufwandig und schwer masttldurchfuhrbar ist. Fur die Aus-
wertung der Farbungen ist Expertenwissen erfortenind sie ist nur sehr schwierig zu
standardisieren (Bidard et al., 2012). Es sollleseandardisiertes System zur Auswertung
der immunhistochemischen Féarbungen durch einenrEerqp&onsensus festgelegt werden.

Einen Versuch diese Probleme zu I6sen stellt utamiderem das Cell-Search System dar,
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ein standardisiertes halbautomatisiertes Zellahegungs- und Zellerkennungssystem. Es
ist das einzige validierte System, welches vonkd2A zur Diagnostik bei Brustkrebspati-
entinnen, Prostatakarzinompatienten und PatienteKoforektalem Karzinom zugelassen
ist (Van de Stolpe et al., 2011). Das Cell-Seargst€dn arbeitet mit einer Erkennung und
Anreicherung der CTC Uber EpCam, einem anschlieffefkakieren und Farben der Tu-
morzellen sowie einer manuellen Auszahlung derefdglVan de Stolpe et al., 2011). Wei-
terhin erleichtert die Anwendung automatischer et&knnungssysteme, wie zum Beispiel
des ACIS (,automated cellular image analysis syst€&hromaVision Medical Systems/
Zeiss, Oberkochen) die Auswertung der Ergebnissd-ddbungen (Borgen et al., 2001).
Einen gro3en Nachteil dieser Systeme inklusive @el-Search-Systems stellen jedoch
die hohen Kosten dar, die eine Anwendung in deriddhen Routinediagnostik erschwe-

ren.

Man geht davon aus, dass auch durch die Vielzahhedete mdglichen Methoden nicht
alle CTC entdeckt werden, da es auch Tumorzellbt) die z. B. keine Zytokeratine ex-
primieren und/oder weil Tumorzellen bei den Anagdwitten zerstort werden oder verlo-
ren gehen (Van de Stolpe et al., 2011). Es ist s¢éw wichtig zu realisieren, dass es zum
heutigen Zeitpunkt noch keinen Goldstandard zurekiein von CTC/DTC gibt und es
sehr unwahrscheinlich ist, dass mit einem Verfatsé@&ntliche vorhandene CTC/DTC ent-
deckt werden (Van de Stolpe et al., 2011).

1.3.3 Disseminierte/ Zirkulierende Tumorzellen im Blut und im Knochenmark

In dieser Arbeit wurden sowohl Blutproben als aletochenmarkproben zur Detektion
von Tumorzellen untersucht. Das Blut ist ein idedd@mpartiment fur den Nachweis zir-
kulierender Tumorzellen, da es leicht und kostestgrzuganglich ist und die Entnahme
fur den Patienten nur eine geringe Belastung dirddas Knochenmark ist fur diagnosti-
sche Zwecke durch eine Knochenmarkpunktion am Béa&wwam einfacher zu erreichen
als andere Organe wie z. B. die Leber. Eine Knoatakpunktion ist jedoch keine Routi-
nemal3nahme. Das Knochenmark wirde sich somit ndindteflr Screeningmethoden
nach isolierten Tumorzellen eignen, da es mit einelativ hohen Aufwand fur Arzt und

Patienten verbunden ware. Im Zusammenhang mit @heurgischen Tumorresektion
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kann das Knochenmark jedoch in Vollnarkose enthommerden und kénnte somit auch

als zusatzlicher Stagingparameter dienen.

1.4 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es, Blut- und Knocherkpaoben von Patienten mit Osopha-
guskarzinom auf das Vorhandensein von CTC und DuiGQrgersuchen und deren Zu-
sammenhang mit dem Uberleben zu bestimmen. Zumvigstuer isolierten Tumorzellen
wurde eine spezifische nested CK-20 RT-PCR eingesanschlielend wurde der Zu-
sammenhang der CTC und DTC mit dem Uberleben digrffen bestimmt. In dieser Ar-
beit wurde im Einzelnen der Frage nachgegangerjroBusammenhang besteht zwischen
dem Gesamtiiberleben, dem rezidivfreie Uberlebendend tumorspezifischen Uberleben
und dem Nachweis von CK-20 im Blut bzw. im Knochamknbei Patienten mit Osopha-

guskarzinom.

Aus dieser Fragestellung ergeben sich folgendeeveekragen, die mithilfe dieser Arbeit

geklart werden sollen:

» Ist CK-20 ein geeigneter Marker zum Nachweis vom®teelldissemination bei Pati-

enten mit Osophaguskarzinom?

* |st der CK-20 Nachweis im Blut und im Knochenmark amderen klinischen Parame-

tern z. B. UICC-Stadium, Geschlecht, etc. assdZiier

» Ist das Vorhandensein von DTC / CTC ein unabhamgigagnostischer Faktor bei Pa-

tienten mit Osophaguskarzinom?

« Sollte man den Nachweis von isolierten TumorzebienPatienten mit Osophaguskar-
zinom mit in die Stadieneinteilung aufnehmen unel Erognosebeurteilung danach rich-

ten?

+ Sollten Patienten mit Osophaguskarzinom, bei désaiere Tumorzellen nachgewie-

sen wurden, grundsatzlich anders therapiert werden?
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2.Material und Methoden

2.1 Das Patientenkollektiv

Zur Rekrutierung fir diese retrospektive Studie deur Patienten erfasst, die zwischen
1996 und 2006 in der Chirurgischen Klinik der Ctigis Albrechts Universitat zu Kiel
aufgrund eines Osophaguskarzinoms operiert wordleth ©er Rekrutierungszeitraum
umfasst den Zeitraum von Mai 1996 bis Mai 2006. Bediane Nachbeobachtungszeit-
raum betragt 89 Monate (95% Konfidenzintervall: 88). Insgesamt besteht das dieser
Arbeit zugrundeliegende Patientenkollektiv aus &fidaten. Eingeschlossen wurden alle
Patienten mit Osophaguskarzinom, von denen eineiahsende Menge RNA aus Blut-
oder Knochenmarkproben isoliert wurde, um die CKPZIR durchftihren zu kénnen. Eine
weitere Voraussetzung zum Einschluss in die Studie dass eine RO-Resektion erfolgt
war (kein Residualtumor nach Operation). Ausgessdn wurden alle Patienten, bei de-
nen es innerhalb des Studienzeitraumes zu eineshigldollow up“ kam (1 Patient) sowie
die Patienten, die perioperativ verstorben wareRgBenten). Als perioperativ verstorben
wurden bis zu 4 Wochen post operationem gewertettatin wurden 9 Patienten ausge-
schlossen, bei denen nicht bekannt war, ob sier@padjuvante Chemotherapie erhalten
hatten. Von den Adenokarzinomen wurden lediglighAEG-Typen | und Il in die Studie
eingeschlossen. Es ist dabei zu beachten, dastatieneinteilung der Patienten des diese
Arbeit betreffendem Kollektivs je hach Operationgaekt noch nach friheren Einteilun-
gen der AJCC-Stadien erfolgt ist. Patienten mieginAEG Il Tumor wurden in dieser
Arbeit somit nicht betrachtet, da sie nach der deyma Einteilung noch zu den Magenkar-

zinomen gerechnet wurden (siehe Kapitel 1.2.2).

Fur die weitergehende Auswertung der KlinischereDaturde aul3erdem ein Gesamtkol-
lektiv (RO bis R2) betrachtet, bei dem auch diedpéen mit Residualtumor sowie die Pa-
tienten, von denen nicht bekannt war, ob eine rjegadte Chemotherapie durchgefuhrt
wurden war, eingeschlossen wurden. Diese Datenzsigdnsten der Ubersichtlichkeit und
Fokussierung der Arbeit im Anhang aufgefuhrt.
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2.2 Probengewinnung

Die Probengewinnung fand direkt vor der Operaties Brimartumors statt, als der Patient
bereits narkotisiert war. Der Probennnahme undldiefenden Studie liegt eine Geneh-
migung der Ethikkommission des Universitatsklinikai®chleswig-Holstein, Campus Kiel
zugrunde (Az. 110/99). Im Rahmen der Biobank-Rauim der Klinik fur Allgemeine
Chirurgie und Thoraxchirurgie am Universtitatskmm Schleswig Holstein wurden stan-
dardmafig Gewebe-, Blut und Knochenmarkproben Vem &atienten bei bzw. vor der

Operation entnommen und asserviert.

Fur die Blutprobe werden jedem Patienten 20 ml Blug einem zentralen Venenkatheter
entnommen. Das Knochenmark wird jeweils am recldeokenkamm punktiert. In der
Basalschicht der Epidermis befinden sich sogenaviet&elzellen dendritische Zellen mit
neurosekretorischen Granula, die bekannterweis€Cléxprimieren (Moll et all 1991).
Um zu vermeiden, dass CK-20 positive Zellen ausHKjgdermis der Haut in die Probe
gelangen, wird daher zunéchst ein kleiner Hautscbiber der Entnahmestelle gesetzt. Im
Anschluss daran wird mit einelamshidi Biopsienadelaus jeder Punktionsstelle unter
streng aseptischen Bedingungen 10 ml Knochenmarioemmen. Sowohl die Blut- als
auch die Knochenmarkproben werden in 5,5 ml Lithidaparin Monovetten von Sarstedt
abgenommen. Fir die Biobank wird routinemalig istitat fur Pathologie Tumorgewebe
sowie peritumorales nicht-neoplastisches Gewebesalmpitten und in Kryoréhrchen
Uberfuhrt. Diese werden dann in flissigem Sticksgefroren und bei minus 80°C gela-

gert.

2.3 Krytomschnitte der Gewebeproben

Die Gewebeproben (Tumorgewebe und peritumoraleseBe)wurden mit einem Kryo-
tom (Zeiss, Oberkochen) auf mikroskopische Objaltr geschnitten (Schnittstarke 5um,
2 Schnitte pro Objekttrager) und dann ohne Fixigrumer Nacht luftgetrocknet. Am
nachsten Tag wurden die Objekttrager mit einem aiachweil3gerat in Boxen einge-
schweil3t und bei minus 20 °C gelagert.
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2.4 Ficoll-Dichtekissen-Zentrifugation von Blut- und Knochenmarkpro-

ben

In den folgenden Unterkapiteln werden zu BeginregeRapitels jeweils die verwendeten

Reagenzien gelistet.

Ficoll Dichtekissen Zentrifugation Zellzéhlung
RPMI-1640 Medium Trypanblau Lésung 0,4%

Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare)

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)

Alle Reagenzien, soweit nicht anders angegebemnsém von Life Technologies, Darm-
stadt.

Als Zellanreicherungsmethode wurde vor der RNA#sahg die Ficoll-Dichtekissen
Zentrifugation durchgefihrt. Hierbei wird das Bhaw. das Knochenmark durch die rela-
tive Dichte des Trennmediums Ficofl € 1,077 g/ml) durch Zentrifugieren entsprechend

der Dichten der Blutbestandteile aufgetrennt.

Zunachst wurde dabei das mit Lithium-Heparin vettgeBlut bzw. Knochenmark mit
RPMI-Medium (Zellkultur-Medium) in einem Verhaltniwon 1:3 verdinnt. Dann wurde
15 ml Ficoll-Paque Plus in ein neues 50 ml Roéhrchegeben und mit dem mit RPMI
1640 verdinnten Blut bzw. Knochenmark tberschichiét nachstes wurde das 50ml-
Roéhrchen bei 18 — 20 °C zentrifugiert (t = 40 400 x g, 1530 Umdrehungen/Minute).
Die Erythrozyten und Granulozyten werden dabeigpellt, und das Plasma mit den
Thrombozyten bildet den Uberstand. Zwischen Trerdiume (Ficoll) und Plasma entsteht
dabei eine Interphasen der sich sowohl die mononuklearen Zellen (Lynpftten) des

Blutes als auch eventuell vorhandene CTC befindn mononukleare Zellen mesen-
chymalen Ursprungs sind, exprimieren sie in derdRigin CK-20. Von denen in der In-
terphase befindlichen Zellen exprimieren somit gedlfall nur die Tumorzellen CK-20.

Weiterhin ist bekannt, dass Granulozyten als Zettesenchymalen Ursprungs CK-20
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exprimieren kdénnen (Jung et al., 1999). Da Granéor beim hier angewandten Trenn-
verfahren pelletiert werden, ist die Ficoll-Dichigden Zentrifugation essentiell, um falsch

positive Ergebnisse bei der PCR zu vermeiden.

Die dann folgenden Arbeitsschritte wurden auf Hiscgefiihrt, um eine Degration der
RNA zu vermeiden. Die Interphase kann man mit bio@aige erkennen und abpipettie-
ren. Sie wurde dann in ein steriles 50 ml Réhrapegeben und mit Phosphat-gepufferter
Salzlésung (PBS) in einem Verhéltnis von 1:2 verdiiAnschlielend wurde die Suspen-
sion erneut zentrifugiert (t = 30min, 4009, 1410d¥ehungen/ Minute) und der Uberstand

wurde verworfen.

4+—— Plazma und Thrambozyten
i i4— Interphase (Mononukledre Zellen und Tumorzelen)
#— Ficoll

——  Granulozyten
\7 und
Erythrozyten

Abb. 1: Schematische Darstellung der Phasen und |Zefteilung nach der Ficoll-Dichtekissen-
Zentrifugation

Das Zellpellet wurde dann in 1-2 ml PBS resuspehdied die Zellzahl wurde bestimmt.

Hierzu wurden 10 pl Zellsuspension mit 90 ul Tryplan-Loésung (zum Ausschluss der
toten Zellen) gut gevortext in ein 1,5 ml Rohrclgggeben und anschlieRend auf eine
Neubauer Zahlkammer aufgetragen. Gezahlt wurdeuieliegroRen Eckquadrate und dann

wurde anhand folgender Formel die Zellzahl erntittel

Summe der 4 Eckquadrate x Verdiinnung (10)*=1Rellzahl / ml Zellsuspension.
4
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2.5 RNA- Isolierung

1 ml peqGOLDRNAPure™ (peqglab GmbH, Erlangen)sopropanol
0,2 ml Chloroform Ethanol 70% (w/v)

Soweit nicht anders angegeben stammen die ReageraneMerck, Darmstadt.

Um die CK-20 RT-PCR durchfuhren zu kénnen, mussighst aus den gewonnenen In-
terphasezellen RNA isoliert werden. Dazu wurdenedigltenen zentrifugierten Interpha-
sezellen mit 1ml peqgGOLDRNAPure™ (1ml peqGOLDRNAFNr je max 1ellen)
resuspendiert und lysiert. Die Proben wurden déni imin bei Raumtemperatur inkubiert
und es wurde pro Probe 0,2 ml Chloroform hinzugegelChloroform dient sowohl dazu,
die organische (phenolhaltige) und wassrige (RNRide) Phase zu trennen als auch da-
zu, die in der Probe enthaltenen Proteine zu deeetn. Anschlie3end wurden die Proben
zentrifugiert, wobei die RNA-haltige wassrige Phassh nach oben und die organische
Phase sich unten absetzt, weil sie schwerer alsé&Wast. Zwischen den beiden Phasen
findet sich eine Interphase, bestehend aus deed®ni Proteinen. Die wassrige Phase
wurde abpipettiert und mit Isopropanol in einemRi&dinis von 1:2 versetzt. Dabei kommt
es zur Ausfallung der RNA, die durch erneutes 4ergieren (t = 10 min, 12000 x g) bei
4°C pelletiert wurde. Das Pellet wurde mit 70% igeéthanol gewaschen und anschliel3end
in RNAse freiem Wasser gelost. Die Proben werden-8@°C aufbewahrt. Zur Uberpri-
fung der RNA Qualitat sowie Quantitat wurde die RN@sung anschlielRend im Bioana-

lyzer 2100 (Agilent, Waldbronn) auf einem RNA nabip analysiert.

2.6 Durchfuihrung der nested CK-20 RT-PCR

2.6.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine Methode um bestimmte DNA-Abscknitt vitro zu amplifizieren. Die
Amplifizierung der DNA gelingt bei der PCR mithil&gner DNA-Polymerase. Jeder PCR-

Zyklus besteht aus drei Schritten:
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1) Denaturierung: Hierbei wird die zu amplifizierende doppelstréggiDNA durch
Spaltung der Wasserstoffbriickenbindungen, die did{3trange verbinden, in Einzel-
strange getrennt. Dies ist durch Erhitzen auf 9i¥®06°C maoglich.

2) Primerhybridisierung: Die Primer lagern sich an die ihnen komplementaren
DNA-Abschnitte an. Dies ist bei Einhalten einer Paratur von ca. 55°C bis 65°C (ab-
hangig vom Primer) mdglich.

3) Elongation: Durch die DNA-Polymerase werden Nukleotide hinten dPrimern
aufgeflllt. Der Prozess beginnt an den 3'-Endenadgelagerten Primer und folgt dann
dem DNA-Einzelstrang entsprechend der Basenpaarngls.

Fur die Durchfihrung der PCR bendtigt man eineeiiiabile DNA-Polymerase (Tag-
Polymerase), den zu amplifizierenden DNA-Abschalt Matrize, zwei Primer (jeweils
komplementar zu einem der beiden Doppelstrange),dd jeweiligen Startpunkte der
Amplifikation festlegen, Deoxynukleosidtriphosphaits Bausteine der Amplifikations-
produkte, Md*-lonen firr die Funktion der DNA-Polymerase und efiie die Tag-
Polymerase geeignete Pufferlésung. Der PCR-Prdme=dtsht aus ca. 20—40 Zyklen. Dabei
werden in jedem Zyklus auch die Produkte vorheriggden amplifiziert, so dass es im
Idealfall zu einer Verdopplung der Amplifikationsplukte je Zyklus und damit zu einer

exponentiell ansteigenden Anzahl von Amplifikatipredukten kommt.

2.6.2 cDNA Synthese

cDNA Reaktionsansatz

2 g denaturierte RNA (je nach Ansatz gel6st in callB,0)
4,0l Erst Strang Puffer

0,4 ul Dithiothreitol 0,1 M (DTT)

1,0pl Super Script Il (Reverse Transkriptase)

1,0l RNAse Inhibitor

1,0pl 50 pM Random Hexamer

1,0l 10 uM Desoxynukleotid Triphosphat (ANTP) Mix

ad 20pl H20

Alle Reagenzien stammen von Life Technologies, anit.

Um die PCR durchfiihren zu kénnen, muss zundchsdderusuvor isolierten mRNA cDNA

synthetisiert werden. Hierzu wurde die zuvor iseéidRNA fur 10 Minuten bei 70°C dena-
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turiert und dann sofort auf Eis gekuhlt. Dann wudi#g oben genannte Reaktionsansatz

pipettiert. Fur einen Kontrollansatz ohne RT wustigtt Super Script Il zum selben An-
satz 1yl Wasser hinzugegeben. Anschlielend erfolgte inrmbeycler (Biometra, Got-
tingen) erst die Hybridisierung der Random Hexaeottle (10 min bei 24°) und dann die
Synthese der komplementdaren DNA (cDNA) (60 min #2f). Nach abgeschlossener
cDNA-Synthese wurde die RT durch eine funf minttigeubation bei 95° C inaktiviert.

2.6.3CK-20 nested RT PCR

Tricine Puffer (Ponce und Micol, 1992)
300 mM Tricine pH 8,4

20mM MgCI2

50mM B-Mercaptoethanol

0,1% Gelatine

1% Thesit

Alle Reagenzien fur den Tricine Puffer stammen 8agma, Taufenkirchen.

Externer PCR Reaktionsansatz
2 pg cDNA (in ca. 2Qul Lésung)
3,0l 10X Tricine Puffer

1,0pl 10 pM Deoxynukleotid Triphosphat Mix

1,0pl 20 pM CK-20-A sense Primer und CK-20-B antisense Pri(Ma//G-Biotech, Ebersberg)
0,2l Tag-DNA-Polymerase

ad 50ul H-0

Interner PCR Reaktionsansatz

1,0l des Reaktionsproduktes der externen PCR

4,9l 10x Tricine Puffer

1,0l 10 uM Deoxynukleotid Triphosphat Mix

1,0l 20 uM CK-20-C sense Primer und CK-20-D antisense Prifi/G-Biotech)
0,2l Tag-DNA-Polymerase

ad 50ul H-0

Soweit nicht anders angegeben stammen alle Reagefiz die PCR-Reaktionsansatze

von Life Technologies.
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Zum Nachweis der CK-20 mRNA wurde in der Arbeitggpe schon friher ein nested RT-
PCR Ansatz entwickelt (Soeth et al 1996 und 19P®se Methode wurde auch in dieser
Arbeit verwendet und wird im Folgenden genaueruteld. Der Vorteil der nested-PCR
gegeniber der Standard-PCR ist eine hohere Seatdgitind eine gesteigerte Spezifitat, da
weniger Nebenprodukte entstehen kénnen. Dies kdiintdie hier durchgefuhrte CK-20
PCR schon friiher experimentell gezeigt werden (Sekeal., 1996).

Als Referenz und methodische Kontrolle wurde ei@&®RRUr Porphobilinogen Deaminase
(PBGD) durchgefihrt. PBGD kann als ein sogenannté®usekeeping-Gérangesehen

werden, d. h. es wird normalerweise in jeder Zktlastant exprimiert. Das Protokoll fur
die PBGD-PCR wurde analog zur CK-20 PCR durchgefinvobei jedoch die Temperatu-

ren fur die Primerhybridisierung niedriger sind.

[Bp] 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500

1 1 ] 1

| | ] |
r« A r« ) A r«
‘ Exon 1 ){Exon?}{ Exon 3 ){ Exon 4 ){ Exon5>{ Exon 6 )[%}Exon%}

CKS222 CKS304 CKAS767 CKAS988

485 Bp (Intern)

788 Bp (Extern)

Abb. 2: Schematische Darstellung der nested CK-ZB-IRCR

Rote Pfeile: Position der Primer in der CK-20 mRNAr die interne und externe CK-20 PCR. Bp: Basen-
paare.

Fur die Durchfihrung der nested CK-20 RT-PCR undRBGD PCR wurden folgende

Primer verwendet:

Tabelle 4: Verwendete Primer fir die CK-20- und PB®-PCR (nach Soeth, 1997)

Name der Primer PCR- Sequenzen der Sense und antisense Lange
Ansatz Primer Amplikon
(Bp)
CKS222 Extern 5-GCGTTTATGGGGGTGCTGGAG-3 788
CKAS988 5- AAGGCTCTGGGAGGTGCGTCTC-3
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CKS304 Intern 5-CGGCGGGGACCTGTTTGT-3 485
CKAS767 5-CAGTGTTGCCCAGATGCTTGTG-3’
PBGD sense Kontrolle 5-CTTCACCATCGGAGCCATCTGC-3 204

PBGD antisense 5'- CGAAGCCGGGTGTTGAGGTTT-3

Fur die externe PCR wurde der oben genannte As@izl Ansatz) pipettiert. Dann wur-
de folgendes Protokoll durchgefiihrt: Zuerst wurds dus 9 Zyklen bestehende Touch-
down-Protokoll durchgefiihrt (Tabelle 5: Touch-dowgefolgt von 22 PCR Zyklen (Tabel-
le 5: Externe PCR). Touch-down beschreibt ein P@&rahren, bei dem in den ersten 9
Zyklen in jedem Zyklus die Annealing Temperatur zegsive um jeweils 1°C gesenkt
wird und dann ab dem 10. Zyklus bei einer konstafitemperatur von 61°C bestehen
bleibt. Da bei einer hohen Annealing TemperaturigemNebenprodukte entstehen kon-
nen, wird die PCR auf diese Art spezifischer. Fig idterne PCR wurde der oben be-
schriebene Ansatz (50 Ansatz) pipettiert. Dann wurde erneut das in Tiek beschrie-

bene Protokoll durchgefihrt.

Tabelle 5: Protokoll der nested CK-20 PCR

Zyklus | Denaturierung Frimerhybridisierung EI{)ngation n Zyklen
Touch-down-Zyklen

1 40 s/ 94°C 2 min/ 70°C 1
2 40 s/ 94°C 1 min 55 s/ 69°C 1
3 40 s/ 94°C 1 min 50 s/ 68°C (66°C) 1
4 40 s/ 94°C 1 min 45 s/ 67°C (65°C) 1
5 40 s/ 94°C 1 min 40 s/ 66°C (64°C) 1
6 40 s/ 94°C 1 min 35 s/ 65°C (63°C) 1
7 40 s/ 94°C 1 min 30 s/ 64°C (62°C) 1
8 40 s/ 94°C 1 min 25 s/ 63°C (61°C) 1
9 40 s/ 94°C 1 min 20 s/ 62°C (60°C) 1
Externe und interne PCR

10- 30|40 s/ 94°C 1 min/ 61°C (59°C) 1 min30s/72°C 21
31 15 min/ 72°C 1

(Soeth et al 1996,1997.) Die Temperaturen in Klantmentsprechen den Temperaturen bei der PBGD-

PCR
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Die PCR wurde im Thermocycler (Biometra) durchgefiXon jeder Probe wurden min-
destens zwei PCR-Durchlaufe durchgefihrt. Bei veiderchlichen Ergebnissen wurden

eine weitere PCR durchgefiihrt, nach der das Ergdbsigelegt wurde.

2.6.4 Agarosegel-Elektrophorese

Um die Amplifikate darzustellen zu kdnnen, wurdeneeiAgarosegel-Elektrophorese
durchgefuhrt. Mit Hilfe dieser Technik werden DNAagmente nach der Grél3e ihres Mo-
lekulargewichtes (MG) aufgetrennt. In wassrigenf&uaf geloste DNA ist aufgrund ihrer
Phosphatgruppen negativ geladen und wandert immeigektrischen Feld zum Pluspol.
Agarose bildet in Losung und unter Erhitzen dopeldtale Abschnitte aus. Nach Abkuh-
len der Losung entsteht dann ein festes Gel. Did{bkagmente trennen sich abhangig
von der PorengrofRe des Agarosegels aufgrund imtesschiedlichen Molekulargewichts.
Die Agarosekonzentration muss dabei so gewahlteverdass die DNA-Molekile optimal
aufgetrennt werden konnen. Kleine DNA-Bestandteiandern bei der Agarose-
Gelelektrophorese schneller im Gel als grol3e. Riefstrecke ist dabei linear zum Loga-
rithmus der Molekularmasse. Die Ergebnisse konmasehdiel3end mit DNA-Bestandteilen

bekannter Fragmentgrof3e verglichen werden.

Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) Beladungs-Mix

40mM Tris-Acetat pH 8,0 10 x blue juice gel loading buffer (Life Tech-
nologies)

1mM EDTA-Na2

0,5 pg/ ml Ethidiumbromid (Endkonzentration)

2 g Agarose (Life Technologies)

Alle Reagenzien soweit nicht anders angegeben stanvon von Merck, Darmstadt.

Fur die Herstellung des 2% Agarosegels wurden ygrédse in 100 ml TAE- Puffer bei
100 °C gelost. Das Gel wurde im Folgenden auf 5a88@ekihlt und dann wurden 0,5 pg/
ml Ethidiumbromid hinzugegeben, welches als Fafbstient. AnschlieRend wurde das

Gel in eine Laufkammer gegeben. Als nachstes wemlélexiglasprobenkamm in einem
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Ende des Gelpositioniert bis das Gel abgekihlt und fest war. Betfernung des Kam-
mes entstanden auf diese Weise Taschen im Gekloche die einzelnen Proben aufgetra-

gen werden konnten.

Es wurden jeweils 1@l des PCR Reaktionsproduktes mipuRBeladungsmix vermischt
und in die Geltaschen einpipettiert. Die Elektro@se wurde dann in einer Elektrophore-
sekammer (Biorad) fir 40 min mit 90 V konstantea®mung durchgefihrt. Anschliel3end
wurde das Ergebnis unter UV-Licht visualisiert uotbdokumentiert. Zur Kontrolle der
GroRe der einzelnen cDNA- Fragmente wurde der Mds&gewichtsmarker Nr. VI
(Roche, Mannheim) verwendet.

Das CK-20- PCR Produkt wandert als 485 BasenpggrHtagment (Interne PCR) in der
Elektrophorese. Das PBGD-PCR Produkt wandert adsbhpOFragment in der Elektropho-

rese.

2.7 Immunhistochemischer Nachweis von CK 20 in Osophagkarzi-

nom- sowie peritumoralem nicht-neoplastischem Geweb

Zur Bestatigung, dass CK-20 ein geeigneter Marken Nachweis von Osophaguskarzi-
nomzellen ist, wurden zunachst immunhistochemigéidbungen von Osophaguskarzi-

nom- sowie peritumoralen Osophagusgewebeschnitigefertigt.

Fir diese Arbeit wurde dieRPAAP-Methode zum Nachweis von CK-20 auf Proteinebene
bei Schnitten von Osophaguskarzinom- und peritutaoranicht-neoplastischnem Gewebe
verwendet. Bei dieser indirekten Nachweismethodd @in Briickenantikdrper verwendet,

der den Priméarantikorper mit einem Alkalische Piagase anti-Alkalische Phosphatase-
Komplex verbindet. Dieser aus Antikorper und Enzyikalische Phosphatase) bestehen-
de Komplex ist gegen den Priméarantikorper gerictidét Intensitat der Farbung und die

Sensitivitat bei der APAAP-Methode sind denen bmi einfachen direkten und der indi-

rekten Nachweismethode deutlich Gberlegen, weitllalie Sandwich-Farbetechnik meh-
rere Enzymkomplexe an ein Antigenmolekil gebunderden konnen und so die Signal-
starke deutlich erhdht wird.
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Dako Kit 5000 Zusatzlich bendtigte Reagenzien
Dako REAL™ Link, Secondary antibody Dako REAL™ Waschpuffer S3006
Dako REAL™ APAAP Immunocomplex Dako REAL™ Haemotoxylin

Dako REAL™ Chromogen Red 1
Dako REAL™ Chromogen Red 2
Dako REAL™ Chormogen Red 3
Dako REAL™ Levamisole

Dako REAL™ AP Substrate Buffer

Tabelle 6: Verwendete Primarantikérper fur die immbistochemischen Farbungen.

Spezifitat / Klon \verwendete Verdiinnung Lieferfirma
Maus-Anti-human CK-20 / Ks 20.10 1:10 Progen, Heidelberg
Anti-human pan-Zytokeratin Kl1 1:10 BioLogo, Kronshagen

Alle verwendeten Reagenzien (aul3er Primarantikpggeammen von Dako, Hamburg. Bevor
die Gewebeschnitte angefarbt wurden, wurde dieiffg¢zind Qualitat der Farbungen mit
Zelllinien, die auf Objekttragern gewachsen wagerggetestet durch Verdiinnungsreihen mit
Antikorpern; die verwendete Zelllinien waren: Wi¢olonkarzinom Zelllinie), A818-4
(Pankreaskarzinom) und Colo357 (PankreaskarzinDmage Objekttrager wurden freundli-
cherweise von Frau Bianca Zinke, Sektion fur Molakeli Onkologie, UKSH Campus Kiel,

zur Verfiigung gestellt.

Vor der Immundetektion wurden die Kryotomschnittaachst 10 min bei Raumtemperatur

Aceton fixiert. Fur die immunhistochemischen Féapen wurde der Dako Cytomation
Autostainer (Dako, Hamburg) eingesetzt. Die zuvagedertigten Kryotomschnitte (Kapi-

tel 2.3) wurden mit dem APAAP-Kit Order-Nr. K500D4ko) nach dem unten beschrie-
benem Protokoll angefarbt. Auf dem Computer wurdenPosition der zu farbenden Ge-
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webe, die Anordnung der Objekttrager und das Volunher eingesetzten Reagenzien ge-
pruft und ggf. neu angepasst. Die Reagenzien wurdedafir vorgesehenen Gestell nach

Protokoll angeordnet.

Der Autostainer wurde nach folgendem Protokoll paogmiert: Zuerst wurde der Pri-
marantikérper (siehe Tabelle 6) bzw. Negativ- oBesitivkontrolle aufgetragen und 45
min bei Raumtemperatur inkubiert. Als nachstes wutdr Sekundare Antikorper (Dako
ReafV Link secondary antibody) aufgetragen und 30 mkulniert. Dann folgte das Auf-
tragen des Tertiaren Antikérpers (Dako REKIAPAAP Immunocomplex) mit einer In-
kubationszeit von 30 min.. Als folgender Schrittrde die APAAP-Reaktion mit Neu-
fuchsin angefarbt. Dazu wurden Chromogen 1 bisv@esder Substrate Buffer zunachst
nach dem im Kit beschriebenem Protokoll vermisaid dann 10 min. inkubiert. Die en-
dogene Alkalische Phosphatase wurde dabei durchudi&tzliche Zugabe von Levamisol
geblockt. Dann erfolgte die sogenannte Gegenfarbunmgdie Zellkerne blau zu farben.
Hierzu wurde Dako REAIM Haemotoxylin aufgetragen und 3 min. inkubiert. Zskisn
jedem Schritt erfolgte jeweils das Auftragen de ®@&Waschpuffers. Dieser Schritt dient
dazu Uberschissige ungebundene Antikorper zu aatfer

Die verwendeten primaren Antikdrper fur die Immuwtbchemischen Farbungen der Gewe-
beproben waren die in Tabelle 6 genannten gege@@kzw. multiple Keratine (KL1) ge-
richteten monoklonalen Maus-anti-Human Antikorper.

Als Positivkontrolle diente der Pan-Zytokeratin-Atrper KL1, als Negativkontrolle wurden
die Schnitte mit 1% Rinderserumalbumin in PBS in&rtb (PBS am Anfang des Kapitels in
die Liste der Lésungen, wie bei 2.4). Zum Fotograin der Praparate wurde ein Zeiss-
Mikroskop (Axioskop 40) mit aufschraubbarer Digitamera (AxioCamMRc, Zeiss) ver-

wendet.
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2.8 Statistische Auswertung der Daten

2.8.1 Praktische Durchfihrung der Datenanalysen

Die klinischen Daten der in der Klinik fur Allgenma Chirurgie und Thoraxchirurgie am
UKSH operierten Osophaguskarzinom-Patienten wufdettaufend durch Mitarbeiter der
Klinik erhoben und in eine klinische Datenbank eipiiegt. Die letzte fur diese Arbeit
relevante Patientennachsorge fand im November 3@4t@ Folgende Parameter wurden

fur die Studie eruiert:

. Geschlecht, Alter,
. TNM-Kategorie und Grading sowie UICC-Stadium

. Operations-Datum, Todesdatum sowie letztes Nacksbegum und Rezidivdaten
(fur Lokalrezidive und Fernmetastasen getrennt)

. neoadjuvante Therapie

. Histologie des Tumors

. Operations-Radikalitat

. Todesursache (fiir die Berechnung des tumorspezifistberlebens)

. Daten zu den PCR-Analysen aus Blut und Knochenraaskden Ergebnissen der
CK-20 PCR Analysen zum Nachweis von disseminietted zirkulierenden Tu-
morzellen

Die Uberlebenszeiten in Monaten wurden beginnendeab Zeitpunkt der Operation be-
rechnet. Fur die Berechnung des Gesamtiiberlebegsdig Nachbeobachtungszeit aller
Patienten, die zum Zeitpunkt der letzten Nachsoxgeh lebten oder zwischenzeitlich fir
die Nachsorge verloren gegangen waren, als zem&erdbachtung in die Berechnung ein.
Fur die Berechnung des tumorspezifischen Uberlebanse die Beobachtungzeit aller
Patienten ohne Todesdatum und aller Patientemidrt am Tumor verstorben waren, als
zensierte Beobachtung gewertet. Fir die Berechadesgrezidivireien Uberlebens wurde
nur die Nachbeobachtungszeit der Patienten alsexem®8eobachtung gewertet, von de-

nen weder ein Rezidiv-Datum noch ein Todesdatunafoatkwar.

Zum Vergleich der Uberlebenskurven wurde der Latkrdiest (Mantel 1966, Peto 1972)
angewandt. Als Signifikanzniveau gilt in dieser Aitlein p-Wert vore = 0,05.Multivari-
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ate Analysen wurden anhand des Proportionalen Hamatells von Cox (Cox Regressi-
onsmodell) (Cox 1972) berechnet. Es wurden nuralden flr die multivariate Analyse
herangezogen, die bei der univariaten Analyse 1@mi-test) eine signifikante Wirkung
auf das Uberleben hatten. Samtliche statistisclsésveurden mit dem Programm SPSS ®
11.5 fur Windows durchgefuhrt.

2.8.2 Theoretischer Hintergrund der Datenanalysen

Die Kaplan-Meier-Uberlebensanaly¢&aplan und Meier 1958) zielt auf eine Berechnung
der kumulativen Uberlebenswahrscheinlichkeiten Gesamtkollektivszu jedem Zeit-
punkt der Studie. Zensierte Patienten werden beKdplan-Meier-Uberlebensanalyse nur
bis zum letzten Nachsorgedatum als Uberlebend lgeeécind dann nicht mehr in den fol-

genden Rechnungen beriicksichtigt.

Der Log-Rank-Testergleicht die beobachteten SterbehaufigkeitenniX)den erwarteten
Sterbehaufigkeiten (1) zu jedem Zeitpunkt. WareNidhypothese richtig (bei Annahme
der Nullhypothese geht man davon aus, dass in dieleo Gruppen die Uberlebenswahr-
scheinlichkeiten etwa gleich hoch sind und evtltddschiede im Uberleben auf zufalligen
Schwankungen beruhen), wirden die Todesfélle iallagér Reihenfolge unabhangig von
der Gruppenzugehdrigkeit auftreten (dies entsprédene den erwarteten Sterbehaufigkei-
ten). Wenn jedoch z. B. die CK-20 positive Gruppéhrer Uberlebenszeit der CK-20 ne-
gativen unterlegen ware, so wirden die Todesfalelbn Patienten dieser Gruppe friher
auftreten. Es ergabe sich dabei eine Abweichungchein den Todesfallen, die tatsachlich
beobachtetverden, und denen, die bei zufalliger ReihenfolgeTbdesfélle erwartetir-
den. Die Differenzen zwischen den beobachtet (X) emvarteten (1) Todesfallen werden
zu jedem Zeitpunkt aufsummiert und in Relation zBEnwvartungswert (u) gesetzt. Die
resultierende Teststatistik ist unter der Nullhyyeste annaherndhi-Quadrat (y2) verteilt
mit dem Freiheitsgrad 1.

XZ _ (X1 _:ul)z + (Xz _:uz)z
My M,

Da diey2-Verteilung eine theoretische Verteilung ist, eeEgenschaften bekannt sind,

geben Statistikprogramme automatisch entsprechefierte aus (wie das hier verwende-
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te SPSS 11.5). Dabei ist deiVert die Wahrscheinlichkeit dafir, dass sich degdd wie
beobachtet realisieren, falls in Wirklichkeit diellfypothese zutrifft. Ist er kleiner als das
Signifikanzniveau wird die Nullhypothese verworfand das Ergebnis (der Unterschied
im Verlauf zweier Uberlebenskurven) wird als stigish signifikant bezeichnet.

Mit Hilfe des Cox-Modellslésst sich der Einfluss von verschiedenen Varrablaf eine-
Uberlebenszeit untersuchen. Sinn von multiplen Medeist es, den Einfluss von ver-
schiedenen Kovariablen auf andere Variablen zudieren. Wie ist der Einfluss von einer
Kovariablen auf das Uberleben, wenn alle anderevaKablen konstant sind? Das hieRRe
beispielsweise: Wie wirkt sich das Vorhandensein @@ C/ DTC auf das Uberleben aus,
wenn alle Patienten die gleiche T-Kategorie, N-iatee und M-Kategorie haben. Aus
den Regressionskoeffizienten lassen sich adjustldazard Ratios (HR) als Mal fur die

Starke des Zusammenhangs berechnen.
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3.Ergebnisse

3.1Das Patientenkollektiv

Wie in der Fragestellung formuliert, wird in dies®beit der Zusammenhang von DTC-
und CTC-Nachweis mit dem Uberleben bei PatientenOabphaguskarzinom untersucht.
Hierzu wurden Blut- und Knochenmarkproben sowieeaton Patienten mit Osopha-
guskarzinom, die an der Klinik fir Allgemeine Chugie und Thoraxchirurgie des UKSH
operiert wurden, analysiert. Im folgenden Kapit@ldndas fur diese Arbeit relevante Pati-

entenkollektiv ndher beschrieben:

Das Patientenkollektiv RObesteht aus 77 Patienten, deren Tumoren mit kerdtitention
(RO) reseziert wurden mit einem Altersmedian vordéliren zum Operationszeitpunkt. Von
den 77 Patienten sind 64 (83,1%) mannlich und 63¢) weiblich.

Die histologische Tumorart verteilt sich wie in Bllb 7 dargestellt.

Tabelle 7: Verteilung der histologischen Tumorareln Patientenkollektiv RO (n=77)

Tumorart Haufigkeit absolut (in
%)
Plattenepithelkarzinom 37 (48,1)
Adenokarzinom 39 (50,6)
Neuroendokriner Tumor 1(1,3)

Die Verteilung der TNM-Klassifizierung und der Ul€&adien stellt sich fir das Patien-
tenkollektiv RO wie folgt dar:
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Tabelle 8: Verteilung der TNM-Klassifikatiobeim Patientenkollektiv RO (n=77)

T N M
0 34 66 (85,7%)
(44,2%)
1 18 43 10 (13%)
(23,4%) (55,8%)
2 23
(29,9%)
3 32
(41,5%)
4 1 (1,3%)
X 3 (3,9%) 1 (1,3%)

Tabelle 9: Verteilung der UICC-Stadien beim Patiemkollektiv RO (n=77)

Stadium Haufigkeit absolut (in %)
I 16 (20,8)

I 28 (36,3)

I 19 (24,7)

\Y 10 (13)

Unbekannt 4 (5,2)

Beim Patientenkollektiv RO verteilt sich der Difégizierungsgrad folgendermalen:
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Tabelle 10: Verteilung des Differenzierungsgradbesim Patientenkollektiv RO(n=77)

Grade Haufigkeit absolut (in %)
1 5(6,5)

2 37 (48,05)

3 32 (41,55)

Unbekannt 3 (3,9

Als neoadjuvante Therapie hatten 32 (41,6%) deefan zuvor eine Chemotherapie er-
halten, 45 (58,4%) der Patienten hatten keine Chimmapie erhalten. Die beobachtete
Rezidivhaufigkeit im vorliegenden Patientenkollgkbetragt 46,75% im Beobachtungs-
zeitraum. Das mediane Uberleben in Patientenkolék® betragt 26 Monate. Die 5-JUR
fur das Patientenkollektiv RO betragt 33,23%.

Das Patientenkollektiv RO bis R2 wurde zur besséfearsichtlichkeit der Arbeit in den
Anhang verschoben, es dient insbesondere der Dangfaler eigentlichen klinischen Si-
tuation bei Patienten mit Osophaguskarzinom, irchel viele Patienten nicht RO-reseziert

werden konnen.

3.2 Zusammenhang zwischen Uberlebenswahrscheinlichkeit und aus-

gewahlten klinischen Daten

3.2.1 Fur das Patientenkollektiv RO

Fur das Patientenkollektiv RO wurde der Einflussgmwahlter klinischer Parameter auf

das Uberleben berechnet.

In Abbildung 3 ist der Einfluss désICC-Stadiums auf das Uberleben fiir das Patienten-
kollektiv RO (n=77) dargestellt.
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Abb. 3: Zusammenhang zwischen UICC-Stadium und Uleeen fir das Patientenkollektiv RO

An der senkrechten gestrichelten Linie bei 60 Moeatsind die prozentualef-JUR in Klammern darge-
stellt. Die p-Werte fir den Vergleich der kumulaém Uberlebenswahrscheinlichkeiten der verschiedenen
UICC-Stadienwurden mit dem Log-Rank-Test errechnet und sind @ls paarweise (Spalte: Zeile) fiir die
verschiedenen Stadieim der Tabelle rechts oben angegeben. St.: UICC ditan.

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied der tlddmenswahrscheinlichkeiten zwischen
Stadium | und Il (p=0,012), Il und 11l (p=0,003nd Il und IV (p=0,023). Es besteht of-

fenbar jeweils kein signifikanter Unterschied debeldebenswahrscheinlichkeiten zwi-

schen Stadium | und Il (p=0,976) und Il und IV (§667), und auch der Zusammenhang
zwischen Stadium I und IV (p=0,169) erwies sichzmer deutlich unterschiedlichen Kur-

venverlaufe und 5-JUR rechnerisch als nicht sigaift. Nach funf Jahren leben noch
62,5% der Stadium | Patienten, 40,75% der StadiuRatienten, 10,53% der Stadium Il

Patienten und 16,67% der Stadium IV Patienten.

Nachfolgend wurden die Uberlebenszeiten zusatflickombinierte friihe Stadien (Stadi-
um | und II) und fortgeschrittene Stadien (Stadilihund V) berechnet. In Abbildung 4
ist der Einfluss des UICC-Stadiums getrennt nadhdn Stadien (Stadium | und 1) und
spaten Stadien (Stadium 11l und IV) auf das Ubeatelir das Patientenkollektiv RO in

Form von Kaplan-Meier Kurven dargestellt.
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Abb. 4: Zusammenhang zwischen Stadiengruppe und tildgen fiir das Patientenkollektiv RO

a) Gesamtiiberleben b) rezidivfreies und c) tumasifisches Uberleben. Die p-Werte fiir den Vergleich
der kumulativen Uberlebenswahrscheinlichkeiten dbeiden Gruppen wurden mit dem Log-Rank-Test
errechnet. An der senkrechten gestrichelten Linieit80 Monaten sind die prozentualéd* JUR in Klam-
mern dargestellt (4a). An der horizontalen gestradten Linie bei der kumulativen Uberlebenswahrschei
lichkeit von 0,5 ergibt sich das mediane Uberlebamd ist in Monaten in eckigen Klammern angegeben. |
und II: UICC-Stadien | und Il, Il und IV: UICC-Sta dien lll und IV.

Patienten mit frihen UICC-Stadien haben ein sigaift langeres Gesamtiuberleben, re-
zidivfreies Uberleben und tumorspezifisches Ubanehls Patienten mit spaten Stadien

(jeweils p<0,001). Dies zeigt sich auch in der R)die mit 49% fir die Patienten mit
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niedrigen UICC-Stadien deutlich oberhalb von Pa@enmit hohen UICC-Stadien
(11,47%) liegt. Das mediane Uberleben fur Patienérfriihen Stadien betragt 52 Monate
beim Gesamtiberleben, 46 Monate beim rezidivfreierleben und 64 Monate beim
tumorspezifischen Uberleben. Bei Patienten mitesp&tadien betragt es nur 20 Monate
beim Gesamtiiberleben und tumorspezifischen Uberlelnel 15 Monate beim rezidiv-

freien Uberleben.
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In Abbildung 5 ist der Einfluss der T-Kategorie al#s Uberleben in Form von Kaplan-
Meier-Uberlebenskurven fir das PatientenkollektivgRaphisch dargestellt.
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Abb. 5: Zusammenhang zwischen T-Kategorie und Ukéen fir das Patientkollektiv RO

a) Gesamtiiberleben, b) rezidivfreies Uberleben w)dumorspezifisches Uberleben fiir das Patientenkol
lektiv RO. An der senkrechten gestrichelten Linieis0 Monaten sind die prozentuale® JUR in Klam-
mern dargestellt (5a). Die p-Werte fiir den Vergleider kumulativen Uberlebenswahrscheinlichkeitenibe
den verschiedenen T-Kategoriemurden mit dem Log-Rank-Test errechnet und sind @ls paarweise
(Spalte: Zeile) fur die verschiedenen T-Kategorignder Tabelle rechts oben angegeben.
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Beim Gesamtiiberleben und tumorspezifischen Ubarlelegt sich ein signifikanter Un-

terschied der Uberlebenswahrscheinlichkeiten zveischl- und T4- Tumoren (p=0,005/
p<0,001) sowie T2- und T4- Tumoren (p=0,001). Beamidivfreien Uberleben zeigt sich
ein signifikanter Unterschied der Uberlebenswalreidithkeiten zwischen T1- und T4-

Tumoren (p=0,036), T2- und T4-Tumoren (p=0,001) tiBdund T4-Tumoren (p=0,001).

Die 5-JUR ist mit steigender T-Kategorie abnehméndl: 55,56%, T2: 32,11%, T3:

22,63% und T4: 0%). Es ist jedoch sowohl fiir dig{8R als auch fiir den Log-Rank-Test
zu beachten, dass nur ein Patient mit T4-TumorarR&chnungen eingeflossen ist.
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In Abbildung 6 ist der Einfluss der N-Kategorie alals Uberleben fur das Patientenkollek-
tiv RO anhand von Kaplan-Meier-Kurven dargestellt.
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Abb. 6: Zusammenhang zwischen N-Kategorie und Ukéen fir das Patientenkollektiv RO

a) Gesamtiiberleben, b) rezidivfreies Uberleben w)dumorspezifisches Uberleben. An der senkrechten
gestrichelten Linie bei 60 Monaten sind die prozealen 5- JUR in Klammern dargestellt (6a). Die p-
Werte fur den Vergleich der kumulativen Uberlebersscheinlichkeiten der beiden N-Kategoriemur-
den mit dem Log-Rank-Test errechnet. An der horizalen gestrichelten Linie bei der kumulativen Uber-
lebenswahrscheinlichkeit von 0,5 ergibt sich das dimme Uberleben und ist in Monaten in eckigen
Klammern angegeben.
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Es zeigt sich, dass Patienten ohne Lymphknotentastasine hohere Uberlebenswahr-
scheinlichkeit haben fir das Gesamtiiberleber0,(G01), das rezidivfreie Uberleben
(p<0,001) und das tumorspezifische Uberleber0(p01). Auch die 5-JUR ist mit 53,82%
fur die NO Patienten deutlich hoher als fir die Rtienten (17,87%). Das mediane Uber-
leben fur die Patienten ohne Lymphknotenmetasté$éhbetragt 62 Monate fur das Ge-
samtiberleben und das rezidivfreie Uberleben unddBate fiir das tumorspezifische
Uberleben. Das mediane Uberleben fiir die Patiemi@&n_ymphknotenmetastasen (N1)
betragt 26 Monate beim Gesamtiiberleben und tumzfsohen Uberleben und 17 Mona-

te beim rezidivfreien Uberleben.
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In Abbildung 7 ist der Zusammenhang zwischen dekategorie und dem Uberleben fir

das Patientenkollektiv RO in Form von einer Kapleier-Kurven dargestellt.
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Abb. 7: Zusammenhang zwischen M-Kategorie und Ulsdxén fir das Patientenkollektiv RO

a) Gesamtiiberleben, b) rezidivfreies Uberleben w)dumorspezifisches Uberleben. An der senkrechten
gestrichelten Linie bei 60 Monaten sind die prozealen 5- JUR in Klammern dargestellt (7a). Die p-
Werte fiir den Vergleich der kumulativen Uberlebensmrscheinlichkeiten der beiden M-Kategoriemur-
den mit dem Log-Rank-Test errechnet. An der horizalen gestrichelten Linie bei der kumulativen Uber-
lebenswahrscheinlichkeit von 0,5 ergibt sich das disme Uberleben und ist in Monaten in eckigen
Klammern angegeben.
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Fur das Patientenkollektiv RO bis R2 (siehe Anhdg)nte ein signifikanter Zusammen-
hang zwischen der M-Kategorie und dem Uberlebehgmwiesen werden. Fir das Patien-
tenkollektiv RO konnte dies jedoch nicht gezeigtrdem (Gesamtiberleben: p=0,121, re-
zidivfreies Uberleben: p=0, 241 und tumorspezifesctiberleben p=0,069). Die 5-JUR der
Patienten ohne Fernmetastasen (MO) liegt mit 36,8@utlich oberhalb der 5-JUR der
Patienten mit Fernmetastasen (M1), die 16,67% ¢fietNach 35 Monaten ist die Halfte
dieser Patientengruppe verstorben (auch tumorspezisUberleben), nach 26 Monate ist
die Halfte der Patienten ohne Fernmetastasen veestamder an einem Rezidiv erkrankt.
In der Gruppe der M1 Patienten betragt das medifverleben 17 Monate fir das Ge-

samtiiberleben, das rezidivfreie Uberleben unduasispezifische Uberleben.

3.2.2 Zusammenfassung: Zusammenhang zwischen Uberlebendwacheinlichkeiten

und ausgewahlten klinischen Daten fir das Patientéwllektiv RO

In Tabelle 11 ist der Zusammenhang zwischen Ubenglahrscheinlichkeit und einigen
klinischen Parametern fir das Patientenkollektivd@dgestellt. Die p-Werte sind dabei
jeweils mit dem Log-Rank-Test berechnet wordennfligante p-Werte sind dabei gelb
hinterlegt und werden im Kapitel 3.5 zur Durchfulguer Multivariaten Analysen heran-

gezogen.

Tabelle 11: Assoziation zwischen Uberlebenswahrschehkeiten und ausgewéhlten klinischen Parame-
tern

Variable Gesamtlberleben Rezidivfreies Uberleben Tumorspezifisches
(p-Wert) (p-Wert) Uberleben (p-Wert)

Geschlecht 0,655 0,62 0,697

Alter 0,658 0,676 0,475

Histologie 0,808 0,847 0,977

N-Kategorie < 0,001 < 0,001 < 0,001

M-Kategorie 0,121 0,241 0,069

Grade 0,428 0,537 0,463

Stadiengruppe <0,001 <0,001 <0,001
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3.3 Nachweis von CK-20

3.3.1 Immunhistochemischer Nachweis von CK-20 in Gewebepben von Osopha-

guskarzinom- und peritumoralem nicht-neoplastischerGewebe des Osophagus

Um zu untersuchen, ob CK-20 ein geeigneter Marker Klachweis von Osophaguskarzi-
nomzellen ist, wurden immunhistochemische FarbungerOsophaguskarzinomgewebe
und peritumoralem nicht-neoplastischen Gewebe ameGeschnitte von 8 exemplarischen
Patienten durchgefiihrt. In Tabelle 12 sind dieigtihen Daten und die Ergebnisse der
CK-20 RT-PCR im Blut und im Knochenmark dieser Brésentativen Patienten darge-
stellt und in Tabelle 13 sind die Ergebnisse denumhistochemischen Anfarbungen von
Tumorgewebe und peritumoralem nicht-neoplastiscbewebe fir eben diese 8 Patienten
dargestellt. Es muss dabei betont werden, dass micHProben von den gleichen Patienten
wie fur die PCR-Analysen herangezogen worden siadjass auch Proben von Patienten
mit AEG-Typ lll dabei sind. Proben von Osophagusmaigewebe stehen unserem Labor

nicht zur Untersuchung zur Verfligung.

Tabelle 12: Klinische Daten von 8 exemplarischentigaten, bei denen immunhistochemische Farbungen
durchgefiihrt wurden

P. Histologie UICC- Grade G CK-20 CK-20

Nr. Stadium Blut KM

1 Adenokarzinom v 3 m positiv positiv
AEG Il

2 Adenokarzinom 1] 3 w positiv positiv

3 Plattenepithelkarzinom Il 1 m positiv negativ

4 Adenokarzinom v 3 m positiv negativ

5 Plattenepithelkarzinom Il 2 w negativ negativ

6 Plattenepithelkarzinom ] 3 m positiv n. u.

7 Plattenepithelkarzinom. ] 3 w n. u. n. u.

8 Adenokarzinom [ 3 w negativ negativ
AEG Il

P. Nr.: Patienten-Nr., G: Geschlecht,. n.u.: Nichintersucht
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Tabelle 13: Ergebnisse der immunhistochemischen Béangen von Tumorgewebe und peritumoralem nicht-némtischen Gewebe von 8 exemplarischen Patienten

Verwendete Antikdrper und Gewebeproben

Patien- CK-20.10 CK-20.10 KL1 (Positivkontrolle) Negativkontrolle Bemerkungen

ten Nr. PT TG TG/ PT TG/ PT

1 +++ +/- ++/+++ - - Die Farbung des PT ist noch
intensiver mit CK-20.10 als mit
KL1

2 +++ + +++/+++ - - Mit CK-20.10 wurden im TG
andere Zellen angeféarbt als mit
KL1

3 Kein Gewebe + +++ - -

vorhanden
4 +++ + ++/++ - - Im PT mit CK-20.10 sehr inho-

mogene Anfarbung

5 + + ++/++ -/ -
6 - + +++ [ ++ - -
7 + + ++/+++ -/ -
8 ++ + + +4++/++ -/ -

PT: peritumorales nicht-neoplastisches Gewebe , T@norgewebe; +/-: sehr schwache Farbung, +: schveaEarbung, ++: mittlere Farbung, +++: starke
Farbung, - : keine Farbung.
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Aus der Tabelle 13 geht hervor, dass in 6 (85,71#%) insgesamt 7 analysierten Schnitten
von peritumoralem nicht-neoplastischen Gewebe e@iochMeis von CK-20 durch den An-
tikbrper CK-20.10 gelang. Von diesen zeigte sichdbeon 6 sogar eine stark positive Far-
bung, wahrend bei 2 Praparaten nur eine schwaateifignachweisbar war. Bei denjeni-
gen 4 Fallen, bei denen ein stark positiver Nacbweiperitumoralen nicht-neoplastischen
Gewebe gelang, handelt es sich um die 4 untersué¢hdéenten mit Adenokarzinomen.
Bei diesen zeigt sich jeweils eine Barrett-Metajlas peritumoralem nichtmalignen Ge-
webe. Fir die Barrett-Schleimhaut das Osopahgust&oschon frither gezeigt werden,
dass sie eine starke Expression von CK-20 aufdat Baal et al., 2008). Beim Tumor-
gewebe gelang bei 7 von 8 (87,5%) GewebeschniiterNachweis von CK-20, wobei
jedoch in allen 7 Schnitten jeweils die Intensgtét Farbung im Vergleich zur Positivkon-
trolle nur relativ schwach war. Differenziert nagér histologischen Tumorart zeigte sich
bei 4 von 4 (100%) der Plattenepithelkarzinome bed3 von 4 (75% der Adenokarzino-

me ein schwacher CK-20 Nachweis im Tumorgewebe.

In Abbildung 8 sind die Ergebnisse der immunhisésolschen Farbungen im Tumorge-
webe und im peritumoralen nicht-neoplastischen Gevewie die jeweiligen Positiv- und

Negativkontrollen fir den Patienten 1 dargestellt.
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Abb. 8: Immunhistochemische Anfarbungen von peritamalem nicht-neoplastischen Gewebe und Oso-
phaguskarzinomgewebe fur den Patienten 1

a: Farbung von peritumoralem nicht-neoplastischene@ebe mit dem CK-20 AK CK 20.10, b: Farbung
von Tumorgewebe mit dem CK-20 AK CK 20.10, c: Famguvon peritumoralem nicht-neoplastischen
Gewebe mit dem Panzytokeratin-AK KL1, d: Farbungnvdumorgewebe mit dem Panzytokeratin-AK
KL1, e: Peritumorales nicht-neoplastisches Gewebegitivkontrolle, f: Tumorgewebe Negativkontrolle.
Der Mal3stabbalken fiir alle Abbildungen dargestaht Abbildung f entspricht 100 um, der Maf3stabbalken
im Detailbild in Abbildung b entspricht 50 um undilgauch fir f.
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In Abbildung 8a ist die immunhistochemische Farbwmm peritumoralem nicht-
neoplastischen Gewebe mit dem CK-20 AntikérperZDKt0 dokumentiert. Es zeigt sich
hier eine typische Barrett-Metaplasie des Osophdgsigeigt sich eine sehr starke Reakti-
on (Rotfarbung der Epithelzellen), die verglichernt wher Positivkontrolle durch den
Panzytokeratin Antikérper KL1 (dargestellt in Al8x) sogar noch eine héhere Farbinten-
sitdt aufweist. In der Negativkontrolle des peritmadlem nicht-neoplastischen Gewebes
(Abb. 8 e) zeigt sich nur eine sehr marginale Rasaing. In Abbildung 8 b ist die im-
munhistochemische Farbung vom Tumorgewebe dessé&thganten (Patient 1) darge-
stellt, das als Adenokarzinom befundet wurde. Egt zéch hier eine schwache Rosafér-
bung, die tendenziell sowohl in der Ubersichtsvégrung als auch im Detail etwas pro-
minenter ist als in der Negativkontrolle (vergleachbb. 8 b und f). In der Positivkontrolle
durch den Panzytokerarin Antikdrper KL1 zeigt satlch flir das Tumorgewebe eine deut-

lich intensive Rotfarbung der Tumorzellnester (A8ll).

In Abbildung 9 sind die Ergebnisse der immunhisésolschen Farbungen im Tumorge-
webe und im peritumoralen nicht-neoplastischen Gevgowie die jeweiligen Positiv- und

Negativkontrollen fir den Patienten 2 dokumentiert.
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Abb. 9: Immunhistochemische Anfarbungen von peritamalem nicht-neoplastischen Gewebe und Oso-
phaguskarzinomgewebe fur den Patienten 2

a: Farbung von peritumoralem nicht-neoplastischene@ebe mit dem CK-20 AK CK 20.10, b: Farbung
von Tumorgewebe mit dem CK-20 AK CK 20.10, c: Famguvon peritumoralem nicht-neoplastischen
Gewebe mit dem Panzytokeratin-AK KL1, d: Farbungnvd@umorgewebe mit dem Panzytokeratin-AK
KL1, e: Peritumorales nicht-neoplastisches Gewebegitivkontrolle, f: Tumorgewebe Negativkontrolle.
Der MalR3stabsbalken fur alle Abbildungen dargestsfit Abbildung f entspricht 100 um, Mal3stabsbalken
im Detailbild in Abbildung b entspricht 50 pum. Dies MafR3stab gilt auch fur das Detailbild in f.
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Es zeigt sich auch hier wieder eine typische BaB8ehleimhaut im peritumoralen nicht-
malignen Gewebe mit einer sehr starken Farbunghddeo CK-20 Antikdrper CK-20.10
(Abb. 9 a). Wie schon fur den Patienten 1 dokuneeitvurde, ist auch fir den Patienten 2
die Farbintensitat bei der Farbung des peritumaoraleht-neoplastischen Gewebes durch
den CK-20 Antikérper CK-20.10 hoher als in der Bakontrolle durch den Panzytokera-
tin Antikdrper KL1 (Abb. 9 c). In der Negativkontte (Abb. 9 e) zeigt sich auch hier kei-
ne oder eine nur marginale Farbung des peritumonaleht-neoplastischen Gewebes. Im
Tumorgewebe (es handelt sich auch hier um ein Adezmom) wird beim Patienten 2
durch die CK-20 Immunhistochemie eine sehr schwaérbung erreicht, die bei einzel-
nen Zellen aber auch deutlich ausgepragt ist @gbh. 9 b Ubersicht und VergréRerung)
und im Vergleich mit der Negativkontrolle fir dasiorgewebe (Abb. 9 f) eindeutig
nachweisbar ist. Diese Reaktion wird als schwadttipo(+) gewertet. Die immunhisto-
chemische Farbung des Tumorgewebes durch den Baamtin Antikorper KL1 zeigt

auch fur den Patienten 2 wieder deutlich rot gé&flumorzellnester.

In Abbildung 10 sind die Ergebnisse der immunhiseischen Farbungen von Tumor-
gewebe und peritumoralem nicht-neoplastischen Gewblrch den CK-20 Antikérper
CK-20.10 sowie die entsprechenden Positiv- und Ndgmtrollen fir den Patienten 6

dargestellt.
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Abb. 10: Immunhistochemische Anfiarbungen von pernitwralem nicht-neoplastischen Gewebe und Oso-
phaguskarzinomgewebe fiir den Patienten 6

a: Farbung von peritumoralem nicht-neoplastischene@ebe mit dem CK-20 AK CK 20.10, b: Farbung
von Tumorgewebe mit dem CK-20 AK CK 20.10 mit Detigrof3erung, ¢: Farbung von peritumoralem

nicht-neoplastischen Gewebe mit dem Panzytoker&K-KL1, d: Farbung von Tumorgewebe mit dem

Panzytokeratin-AK KL1, e: Peritumorales nicht-ne@stischen Gewebe Negativkontrolle, f: Tumorgewe-
be Negativkontrolle. Der Maf3stabbalken fir alle Alihungen dargestellt in Abbildung f entspricht 100

pum, Maf3stabbalken im Detailbild in Abbildung b emischt 50 pum.
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Beim Patienten 6 gelang im peritumoralem nicht-testschen Gewebe kein Nachweis
von CK-20 in der Immunhistochemie. Es zeigt sicér lkein Unterschied in der Farbung
verglichen mit der Negativkontrolle (siehe Abb.d.0nd e). In der Positivkontrolle fir das
peritumorale nicht-neoplastische Gewebe (Abb. 18eg)t sich hingegen eine malig star-
ke Rotfarbung (++). Im korrespondierenden Tumordmyelas als Plattenepithelkarzinom
befundet wurde, zeigt sich eine leichte bis mafkigdbung einzelner Zellen und Zellber-
bande durch den CK-20 Antikdrper (Abb. 10 b, Uksrsiund VergroRerung), die sich
deutlich von der kaum nachweisbaren Farbung inNsgativkontrolle (Abb. 10 f) unter-

scheidet und somit als positiv gewertet wird. DérlKAntikorper in der Positivkontrolle

zeigt beim Tumorgewebe auch hier wieder ein stasitiwes Ergebnis (Abb. 10 d).

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungechdden CK-20 Antikorper CK-
20.10 konnen folgendermafllen zusammengefasst werdenperitumoralen nicht-
neoplastischen Gewebe gelang in den meisten F&@léhein Nachweis von CK-20, wo-
bei die Farbung in den Praparaten, die eine Bavtetaplasie aufwiesen (4/6), als stark
positiv gewertet wurde. Im Tumorgewebe konnte woi 8 Schnitten CK-20 nachgewie-

sen werden, wobei hier die Intensitat der Farbemggjls nur als schwach gewertet wurde.
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3.3.2Ergebnisse der CK-20 RT-PCR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
I 1 11 11 1Ir T 1) 10 I Il ]
M BB KMKME B KMKM B EKMKM B EKMKMEE B B KMKME E BE BEKMKME B KMKME B M

485-BP

Abb. 11: Ergebnis der CK-20 RT-PCR und anschlieBenélektrophorese reprasentativ fir 10 Patienten

M= Molekulargewichtsmarker, B= Blut, KM= Knochennmk, BP= Basenpaare, 1 bis 10 = Proben 1 bis
10, alle Proben wurden doppelt getestet; positivenBen fiir CK-20 ergaben sich fir 2 KM, 3 KM, die
zweite Probe fur 4 KM, die erste Probe von 7 B, diste Probe von 8 KM und fur 9 B.

1 2 3 4 5 & 7 8 9 10
—— ey e ey | e | e ey |
M B KM BKMBKMEBE KMB B KM B B KM B KM BH2 M

204-BP

Abb. 12: Ergebnisse der PBGD-PCR mit anschlie3enBé&rktrophorese reprasentativ fur 10 Patienten

M= Molekulargewichtsmarker, B= Blut, KM= Knochenmk, H20= Negativkontrolle, 1-10 = Proben 1-
10, alle Proben haben eine positive Bande fir PB@DRer der Negativkontrolle.

In Abbildung 11 sind die Ergebnisse der Agarosétijektrophorese nach durchgefihrter
CK-20 RT PCR von 10 Patienten reprasentativ fir @asamtkollektiv dargestellt. Es
wurden jeweils Blut- und Knochenmarkproben untensudede Probe wurde doppelt ge-
testet. Gut zu erkennen sind die positiven Band#mMB5 Basenpaaren, die eine CK-20
Positivitat indizieren fir die Proben 2 Knochenm@) 3 KM, die zweite Probe flr 4

KM, die erste Probe von 7 Blut (B), die erste Prebe 8 KM und fur 9 B.

In Abbildung 12 ist die Agarosegel-ElektrophoresemPBGD-PCR (Positivkontrolle) fur
eben diesel0 Patienten dargestellt. Die Bande(#eBasenpaaren stellt das Amplikon der
PBGD-RT-PCR dar. Es ist fur alle Proben eine pasiBande nachweisbar. Nur fur die

Negativkontrolle (HO) ist keine positive Bande nachzuweisen.
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3.3.3 Detektionsraten von CK-20 mRNA mittels CK-20 RT-PCRbeim Patientenkol-
lektiv RO

Die folgenden Ergebnisse sind fur das Patienteektid RO (n=77) dargestellt, da samtli-
che Berechnungen der Uberlebenswahrscheinlichikeftbhangigkeit vom CK-20 Nach-
weis ebenfalls flr dieses Kollektiv durchgefuhrtrden. In Abbildung 13 sind die Detek-
tionsraten von CK-20 im Blut und im Knochenmark fi’s Patientenkollektiv RO in Form
eines Saulendiagrammes dargestellt.

100 -
90
80 -
70
60 -
50 1
40
30 1 1635 68,9
20
10

B CK 20 positiv
O CK 20 negativ

Detektionsraten in %

Blut KM Gesamt
n=74 n=61 n=77

Abb. 13: Detektionsraten von CK-20 mRNA im Knocheark und im Blut sowie im Knochenmark und
/oder im Blut fur das Patientenkollektiv RO

KM= Knochenmark

Es wurden Blutproben von 74 Patienten auf CK-2@rnsoicht, von denen 27 (36,5%) posi-
tiv waren. Von 61 Patienten wurden Knochenmarkpmob@tersucht, von denen 19
(31,1%) positiv waren. Entweder im Blut oder imd€henmark oder doppelt positiv wa-
ren 40 (51,9%) der 77 getesteten Patienten. Diekiehsrate im Blut ist somit etwas ho-

her als die Rate im Knochenmark.
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3.3.4 Detektionsraten von CK-20 in Abhangigkeit von bestnmten klinischen Para-

metern

Um der Frage nachzugehen, ob das Vorhandenseike20 im Blut oder im Knochen-
mark mit bestimmten klinischen Parametern assdzsérwird im folgenden Kapitel die
Korrelation zwischen dem CK-20 Nachweis im Blut unmdKnochenmark und verschie-
denen klinischen Parametern analysiert. Die Kotiorlawird jeweils fur die Detektionsra-
ten in den Knochenmarkproben, in den Blutprobeniesdir die Detektion in einem von
beiden Kompartimenten getrennt berechnet (Tabdllbid 16). Man beachte, dass bei be-
stimmten Variablen, z. B. das UICC-Stadium nur &dgn mit fur diese Variable bekann-
tem Status in die Berechnung mit eingeschlosselevmuund so die Patientenanzahl vari-
leren kannDie Korrelation ist in Form einer sogenannten Ktabelle dargestellt, wobei
Unterschiede in den Verteilungen mit Hilfe des Ghiadrat-Tests auf Signifikanz gepruft

werden.

In Tabelle 14 ist die Korrelation zwischen einem-@K Nachweis im Knochenmark und
angegebenen klinischen Parametern dargestellt. Hemmsarkproben wurden insgesamt

von 61 Patienten getestet.
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Tabelle 14: Korrelation zwischen dem CK-20 Nachwéms Knochenmark und bestimmten klinischen
Parametern

Nachweis von CK -20 im Knoche n- .
mark Korrelation
Variable (n=61 Patienten) X2-Test
Saer;n Positiv (%)  Negativ (%) | (p-Wert)
Geschlecht weiblich 9 2 (22,22%) 7 (77,78%) 0.531
mannlich 52 17 (32,69%) |35 (67,31%)
UICC-Stadium | | 12 3 (25%) 9 (75%)
(n=59) Il 24 10 (41,67%) |14 (58,33%) (049
1 15 3 (20%) 12 (80%)
v 8 3 (37,5%) 5 (62,5%)
T-Kategorie I 14 5 (35,71%) 9 (64,29%)
(n=59) Il 19 7 (36,84%) 12 (63,16%) 0.815
1 25 7 (28%) 18 (72%)
v 1 0 1 (100%)
N-Kategorie 0 27 8 (29,63%) 19 (70,37%) 0.82
I 34 11 (32,35%) |23 (67,65%)
M-Kategorie |0 53 16 (30,19%) |37 (69,81%)
| 8 3 (37,5%) 5 (62,5%) 0677
Neoadjuvante |Ja 25 7 (28%) 18 (72%)
0,658
Therapie Nein 36 12 (33,33%) |24 (66,67%)
Rezidiv Ja 28 8 (28,57%) 20 (71,43%) 0.689
Nein 33 11 (33,33%) |22 (66,67%)
Tumorart Adenokarzinom 29 7 (24,14%) 22 (75,86%)
(histologisch) rF:c')"’l‘,n“e”ep“he'karZi' 31 11 (35,48%) |20 (64,52%) | 0,338
(n=60)

Es besteht keine Korrelation zwischen dem CK-20hMests im Knochenmark und einem
der getesteten klinischen Parameter. Aus der Tebelt zudem hervor, dass 17 (32,69%)
der insgesamt 52 getesteten mannlichen PatiemenG¥-20 positive Knochenmarkspro-
be aufweisen. Damit ist die Detektionsrate bei Bi&mnern deutlich oberhalb der Detekti-
onsrate der Frauen, die bei 22,22% liegt. Im Chadat-Test zeigt sich jedoch keine Kor-
relation zwischen dem CK-20 Nachweis im Knochenmart dem Geschlecht (p=0,531).
Bei der Analyse der Korrelation zwischen dem UlC@dsim und dem CK-20 Nachweis
im Knochenmark ist eine erhdhte CK-20 Detektioresfét Patienten mit UICC-Stadium Il
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(41,67%) sowie eine relativ niedrige Detektionsréiiedie Patienten mit UICC-Stadium

Il (20%) auffallig. Auch diese Beobachtung ist ¢ett nicht statistisch signifikant

(p=0,49). Es zeigt sich keine Korrelation zwisclaen CK-20 Positivitat im Knochenmark

und der T-Kategorie (p=0,815), der N-Kategorie (§82) oder der M-Kategorie (p=0,677).
Auch zwischen der Tatsache, ob eine neoadjuvaneéenGtinerapie erfolgt ist und der De-
tektionsrate von CK-20 im Knochenmark konnte keissoziation nachgewiesen werden
(p=0,658). Die Rezidivhaufigkeit in unserem Pagskbllektiv ist nicht abh&ngig vom

CK-20 Nachweis im Knochenmark (p=0,689).

Es fallt auf, dass sich bei den Patienten mit A#tarminomen (Detektionsrate 24,14%)
eine etwas geringere Nachweisrate von CK-20 im Keomark zeigt als bei den Plat-
tenepithelkarzinomen (Detektionsrate 35,48%). Im-Qbadrat-Test konnte jedoch auch

hier keine Korrelation festgestellt werden (p=0,338

In Tabelle 15 ist die Korrelation zwischen dem CK{2achweis im Blut und den unter-
suchten klinischen Parametern dargestellt. Bluggmolvurden von insgesamt 74 Patienten

untersucht.
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Nachweis von CK-20 im Blut Korrelation
Variable (n=74 Patienten) X2-Test
Gesamt Positiv (%) Negativ (%) | (p-Wert)

Geschlecht weiblich 13 7 (53,85%) 6 (46,15%)

mannlich 61 20 (32,79%) |41 (67,21%) 0.152
gt'g dCil;m | 16 5 (31,25%) 11 (68,75%)
(n=70) Il 26 9 (34,62%) 17 (65,38%) 0,447

1 18 6(33,33%) 12 (66,67%)

v 10 6 (60%) 4 (40%)
T-Stadium I 18 5 (27,78%) 13 (72,22%)
(n=71) Il 22 7 (31,82%) 15 (68,18%) 0.439

1 30 14 (46,67%) |16 (53,33%)

v 1 0 1 (100%)
N-Stadium 0 33 13 (39,39%) |20 (60,61%) 0.641

I 41 14 (34,15%) |27 (65,85%)
M-Stadium 0 63 21 (33,33%) |42 (66,67%) 0.105
(n=73) I 10 6 (60%) 4 (40%)
Neoadjuvante | Ja 31 12 (38,71%) |19 (61,29%) 0.736
Therapie Nein 43 15 (34,88%) |28 (65,12%)
Rezidiv Ja 34 15 (44,12%) |19 (55,88%)

Nein 40 12 (30%) 28 (70%) 0.209
Tumorart Adenokarzinom 38 10 (26,32%) |28 (73,68%)
(histologisch) | Plattenepithelkarzinom | 35 16 (45,71%) |19 (54,29%) (0,084
(n=73)

Auch zwischen dem CK-20 Nachweis im Blut und detegfeten klinischen Parametern
konnte keine Korrelation nachgewiesen werden. Hgt ch in der Tabelle, dass 7
(53,85%) der insgesamt 13 getesteten Frauen eisigvpgetestete Blutprobe aufweisen,
wéahrend bei den Mannern nur bei 20 (32,79%) degedgsteten Proben ein Nachweis ge-
lingt. Trotz der wesentlich hoheren Detektionsriite das weibliche Geschlecht konnte
hier jedoch keine Korrelation nachgewiesen werder0(152). Auch kann fir den Zu-
sammenhang zwischen dem CK-20 Nachweis im Blut dem UICC-Stadium keine Kor-
relation nachgewiesen werden (p=0,439), wobei jedtie relativ hohe Rate an CK-20
positiven Proben bei den Stadium IV Patienten duft(60%) von 10 getesteten Proben.
Es zeigt sich keine Korrelation zwischen dem CK{2@chweis im Blut und der T-
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Kategorie (p=0,439) sowie der N-Kategorie (p=0)64ch zwischen M-Kategorie und
dem CK-20 Nachweis im Blut besteht keine Assozia{io=0,105). Fir die Patienten mit
Fernmetastasen (M1) zeigt sich jedoch eine deullittere Detektionsrate von CK-20 im
Blut (die Detektionsrate liegt bei 60%) als fur &atienten ohne Fernmetastasen (hier liegt
die Detektionsrate nur bei 33,33%). Eine neoadjtesarherapie beeinflusst in unserem
Kollektiv nicht die Detektion von CK-20 im Blut (j©5736). Auch die Rezidivhaufigkeit
ist nicht mit dem CK-20 Nachweis im Blut assoziigrt0,209). Es zeigt sich auch im Blut
eine deutlich hohere Nachweisrate von CK-20 flurRlettenepithelkarzinome als fir die
Adenokarzinome (45,71% versus 26,32%). Dieser Zusamhang ist jedoch nicht signifi-
kant (p=0,084).

In Tabelle 16 ist die Korrelation zwischen dem C&K{8achweis im Blut und /oder im
Knochenmark und den getesteten klinischen Parameimgestellt. D. h. alle Patienten,
die entweder im Knochenmark oder im Blut oder irdee Kompartimenten positive Pro-

ben hatten, wurden als positiv gewertet.
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ten klinischen Parametern
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Nachweis von CK-20 im Blut und/oder im K .
Knochenmark orrefation
Variable (n=77 Patienten) X2-Test
Gesamt Positiv (%) Negativ (%) (p-Wert)
Geschlecht weiblich 13 8 (61,54%) 5 (38,46%) 0.448
mannlich 64 32 (50%) 32 (50%)
UICC-Stadium || 16 7 (43,75%) 9 (56,25%)
(n=73) Il 28 18 (64,29%) 10 (35,71%) 0,038
11 19 6 (31,58%) 13 (68,52%)
v 10 8 (80%) 2 (20%)
T-Stadium I 18 9 (50%) 9 (50%)
(n=74) Il 23 14 (60,87%) 9 (39,13%) 0.508
11 32 16 (50%) 16 (50%)
v 1 0 1 (100%)
N-Stadium 0 34 19 (55,88%) 15 (44,12%) 0530
I 43 21 (48,84%) 22 (51,16%)
M-Stadium 0 66 32 (48,48%) 34 (51,52%)
(n=76) | 10 8 (80%) 2 (20%) 0.063
Neoadjuvante [Ja 32 17 (53,13%) 15 (46,87%) 0,862
Therapie Nein 45 23 (51,11%) 22 (48,89%)
(n=77)
o Ja 36 19 (52,78%) 17 (47,22%)
Rezidiv ] 0,891
Nein 41 21 (51,22%) 20 (48,78%)
Tumorart Adenokarzinom |39 16 (41%) 23 (59%)
(histologisch) | {anenePithel- | 57 23 (62,16%) |14 (37,84%) 0,065
(n=76)

Signifikante p-Werte sind gelb hinterlegt.

Folgende Ergebnisse werden aus der Tabelle eistthtl

Die Detektionsrate von CK-20 im Blut und/ oder inmdChenmark zeigt sich abhangig
vom UICC-Stadium (p=0,038). Insgesamt 7 (43,75%)ldePatienten mit Stadium | weli-
sen eine positive Probe flir CK-20 auf. Bei den a8daten mit Stadium Il ist die CK-20
Nachweisrate mit 64,29% deutlich hoher. Noch hakedie Rate bei den Patienten mit
UICC-Stadium IV. Hier weisen 8 (80%) der 10 getestePatienten eine positive Probe fir
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CK-20 im Blut und/oder im Knochenmark auf. Bei deatienten mit Stadium Il sind es

dagegen nur 16 (50%) der insgesamt 32 Patienten.

Es besteht keine Korrelation zwischen dem Geschianth dem CK-20 Nachweis im Blut
und/oder im Knochenmark (p=0,448). Es besteht k&ioeelation zwischen dem Nach-
weis von CK-20 im Blut und/ oder im Knochenmark wer T-Kategorie (p=0,598), der
N-Kategorie (p=0,539) oder der M-Kategorie (p=0,063ir Patienten mit Fernmetastasen
(M1) liegen jedoch deutlich hohere Detektionsraten CK-20 im Blut und/oder im Kno-
chenmark vor als fur die Patienten ohne Fernmetasté80% versus 48,48%). Es konnte
keine Korrelation zwischen einem Nachweis von CKi20Blut und/ oder im Knochen-
mark und einer neoadjuvanten Therapie nachgewieseden (p=0,891). Auch die Re-
zidivhaufigkeit zeigt sich nicht abhéangig von dd€-20 Nachweisrate im Blut und/oder im
Knochenmark (p=0,891). Bei der Analyse der histglclgen Tumorart fallt auf, dass flr
die Patienten mit Adenokarzinomen eine niedrigee¢ektionsrate (41%) vorliegt als fur
Patienten mit Plattenepithelkarzinomen (62,16%}. [p@Vert ist jedoch mit p=0,065 nicht
signifikant.

3.4 Zusammenhang zwischen CK-20 Nachweis im Blut undn Kno-

chenmark und dem Uberleben

In dieser Arbeit wird der Frage nachgegangen, vade die CK-20 Positivitat im Blut und
im Knochenmark auf das Uberleben bei Patienten @sibphaguskarzinom auswirken.
Hierzu wurden fir das oben beschriecbene Patieniekke RO Kaplan-Meier-

Uberlebensanalysen durchgefiihrt

Im folgenden Kapitel wird der Einfluss der CK-209Rwitat im Blut und im Knochen-
mark auf das Uberleben zunachst fur das Gesamikislider RO-resezierten Patienten und
dann an ausgewahlten Subkollektiven untersucht.Sbiekollektive werden dabei ausge-
hend vom Patientenkollektiv RO (n=77) gebildet. vilEsrden zunéachst nur die Patienten
ohne Lymphknotenmetastasen (NO) (n=34) betractiéesich bei diesen scheinbar kurativ
operierten Patienten (RO, NO) eine Tumorzelldiss@ming vorrausichtlich starker auf das
Uberleben auswirken kénnte als bei Patienten, dieits Lymphknotenmetastasen haben.
Dann wird der Einfluss der CK-20 Positivitat im Blund im Knochenmark nur fir die
UICC-Stadien | und Il sowie flur die UICC-Stadieh uihd IV getrennt betrachtet. Hier ist
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besonders die Frage interessant, ob sich bei denta mit scheinbar frihen Stadien und
relativ guter Prognose eine Untergruppe von Paremit Tumorzelldisseminierung ab-
grenzen lasst, die eine schlechtere Prognose hatteaventuell von weiteren Therapieop-
tionen profitieren wirden. Als letztes wird der tiiss der CK-20 Positivitat im Blut und

im Knochenmark nur fir jene Patienten berechnet,zdvor keine neoadjuvante Chemo-
therapie erhalten haben, da es mdglich ist, dassr aworhandene DTC und CTC durch
eine neoadjuvante Chemotherapie eliminiert worded and so das Ergebnis verandert

wurde (siehe Kapitel 4.3.5).
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3.4.1 Zusammenhang zwischen CK-20 Nachweis im Blut und irKnochenmark und

dem Uberleben firr das Patientenkollektiv RO

In Abbildung 14 ist der Einfluss der CK-20 Positiitiim Blut auf das Uberleben darge-

stellt.
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Abb. 14: Zusammenhang zwischen der CK-20 Positivita Blut und dem Uberleben fiir das Patienten-
kollektiv RO

a) Gesamtiiberleben, b) rezidivfreies Uberleben w)dumorspezifisches Uberleben. An der senkrechten
gestrichelten Linie bei 60 Monaten sind die prozeaten 5-JUR in Klammern dargestellt (14a). Die p-
Werte fir den Vergleich der kumulativen Uberlebermswscheinlichkeiten der beiden Gruppen (CK-20
positiv versus CK-20 negatiyurden mit dem Log-Rank-Test errechnet.
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Es zeigt sich kein signifikanter Zusammenhang zwescder CK-20 Positivitat im Blut
und dem Gesamtiiberleben (p=0,917), dem rezidivfréiberleben (p=0,936) oder dem
tumorspezifischen Uberleben (p=0,69). Die Kurvemn @&-20 positiv- und der CK-20
negativ getesteten Patienten verlaufen nahezulgarauffallig ist weiterhin, dass dié-
JURfur die CK-20 positiven Patienten mit 32,11% sogfvas oberhalb de-JURfUr die
CK-20 negativen Patienten liegt (diese liegt be#i3%).
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In Abbildung 15 ist der Einfluss der CK-20 Positiitiim Knochenmark auf das Uberleben

dargestellt.
a) Gesamtuberleben Réyidivfreies Uberleben
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Abb. 15: Assoziation zwischen der CK-20 Positivitat Knochenmark und dem Uberleben fir das Patien-
tenkollektiv RO

a) Gesamtiiberleben, b) rezidivfreies Uberleben w)dumorspezifisches Uberleben. An der senkrechten
gestrichelten Linie bei 60 Monaten sind die prozeaten 5-JUR in Klammern dargestellt (Abbildung
15a). Die p-Werte fur den Vergleich der kumulativdsberlebenswahrscheinlichkeiten der beiden Grup-
pen (CK-20 positiv versus CK-20 negativirden mit dem Log-Rank-Test errechnet. An der tmntalen
gestrichelten Linie bei der kumulativen Uberlebensiwrscheinlichkeit von 0,5 ergibt sich das mediane
Uberleben und ist in Monaten in eckigen Klammern gegeben.
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Es besteht ein signifikanter Zusammenhang zwisdeerCK-20 Positivitdt im Knochen-
mark und dem Gesamtiiberleben (p=0,029) sowie demoripezifischen Uberleben
(p=0,048), wobei die CK-20 negativen Patienten ldgutanger leben als die CK-20 posi-
tiven Patienten. Nach fiinf Jahren leben noch 48,88r CK-20 negativen Patienten wah-
rend von den CK-20 positiven nur noch 16,19% lelesgesamt ist nach 37 Monaten (43
Monaten: tumorspezifisch) die Halfte der Patienteh CK-20 negativen Knochenmark-
proben verstorben, wahrend von den Patienten rsitipen Proben schon nach 27 Mona-
ten die Halfte der Patienten verstorben ist (awchotrspezifisch). Zwischen der CK-20
Positivitat im Knochenmark und dem rezidivfreienddieben konnte kein signifikanter
Zusammenhang festgestellt werden (p=0,061). Didtédder Patienten mit CK-20 Nach-
weis im Knochenmark hat nach 24 Monaten ein RezadiNten oder ist verstorben. Bei

den Patienten ohne CK-20 Nachweis ist dies erdt B&dMonaten geschehen.

3.4.2Zusammenhang zwischen CK-20 Nachweis im Blut und irKnochenmark und

Uberleben bei Patienten ohne Lymphknotenmetastasen

In Abbildung 16 ist der Einfluss der CK-20 Positiitiim Knochenmark auf das Uberleben
fur die NO-diagnostizierten Patienten dargest®ltin den 34 Patienten ohne Lymphkno-
tenmetastasen wurden Knochenmarkproben von 27niatigetestet. Von diesen sind 8
Proben CK 20 positiv. Blutproben wurden von 33 &dgn getestet hiervon sind 13 posi-
tiv fur CK-20 getestet (siehe Tabelle 14 und 15).
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Abb. 16: Zusammenhang zwischen der CK-20 Positivith Knochenmark und dem Uberleben fiir die
Patienten ohne Lymphknotenmetastasen

a) Gesamtiiberleben, b) rezidivfreies Uberleben wydumorspezifisches Uberleben. Die p-Werte furr den
Vergleich der kumulativen Uberlebenswahrscheinliokiken der beiden Gruppen (CK-20 positiv versus
CK-20 negativ) wurden mit dem Log-Rank-Test erreeinAn der senkrechten gestrichelten Linie bei 60
Monaten sind die prozentuale®- JUR in Klammern dargestellt (16a).

Aus der Abbildung 16 gehen folgende Ergebnissedrerv

Fur die NO-diagnostizierten Patienten besteht gnifikanter Zusammenhang zwischen
der CK-20 Positivitat im Knochenmark und dem Gesdoatleben (p= 0,031sowie dem
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tumorspezifischen Uberleben (p= 0,03tvobei die CK-20 negativen Patienten jeweils
eine deutlich hohere Uberlebenswahrscheinlichkaliteh als die CK-20 positiven Patien-
ten. Dies spiegelt sich auch in der deutlich hah&&@UR von 62,72% fir die CK-20 ne-
gativen Patienten wieder. Von den CK-20 positivatigaten lebt in diesem Subkollektiv
nach fiinf Jahren kein Patient mehr. Die 3-JUR fése Gruppe betragt 35,71%.

Beim rezidivfreien Uberleben besteht dagegen kiginifikanter Zusammenhang zwischen
der CK-20 Positivitat im Knochenmark und der Ubkeeeswahrscheinlichkeit (p=0,125)
fur das Subkollektiv der NO-diagnostizierten Paten

Die Untersuchung des Zusammenhanges zwischen de@0@¥achweis im Blut und dem
Uberleben hat fiir das Kollektiv der NO-diagnosti@a Patienten folgende p-Werte erge-
ben:

Tabelle 17: Assoziation zwischen der CK-20 Posdt#it/im Blut und dem Uberleben fiir die Patienten oén
Lymphknotenmetastasen (NO)

Uberleben p-Wert
Gesamtuberleben 0,688
Rezidivfreies Uberleben 0,727
Tumorspezifisches Uberleben 0,694

CK-20 positiv (n= 13), CK-20 negativ (n= 20).

Wie aus der Tabelle hervorgeht, besteht jeweils lsggnifikanter Zusammenhang zwi-
schen der CK-20 Positivitat im Blut und dem Gesdmetleben (p=0,688), dem rezidiv-
freien Uberleben (p=0,727) und dem tumorspeziéacbberleben (p=0,694) fur die NO-
diagnostizierten Patienten. Die Kurvenverlaufe idaplan-Meier Kurven werden fir diese
Zusammenhange nicht dargestellt, da sich hieraire kgeiteren Erkenntnisse ableiten

lassen.
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3.4.3Zusammenhang zwischen CK-20 Nachweis im Blut und irKnochenmark und
Uberleben bei Patienten mit UICC-Stadium | und Il

In Abbildung 17 ist der Zusammenhang zwischen dé2C Nachweis im Knochenmark

und dem Uberleben fir die UICC-Stadien | und lI4aFdargestellt. Von den 44 Patienten
der UICC-Stadien | oder Il wurden von 36 Patienkerochenmarkproben getestet, von
denen 13 CK-20 positiv waren. Blutproben wurden 4@rPatienten untersucht, von denen

14 Proben positiv waren.
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Abb. 17: Assoziation zwischen der CK-20 Positivitat Knochenmark und dem Uberleben fur die Patien-
ten mit UICC-Stadium | und II

a) Gesamtiiberleben, b) rezidivfreies Uberleben wndumorspezifisches Uberleben. Die p-Werte fiir den
Vergleich der kumulativen Uberlebenswahrscheinlickiken der beiden Gruppen (CK-20 positiv versus
CK-20 negativ) wurden mit dem Log-Rank-Test erreetinAn der senkrechten gestrichelten Linie bei 60
Monaten sind die prozentuale- JUR in Klammern dargestellt (17a). An der horiztalen gestrichelten
Linie bei der kumulativen Uberlebenswahrscheinlicait von 0,5 ergibt sich das mediane Uberleben und
ist in Monaten in eckigen Klammern angegeben.

Aus der Abbildung 17 ergeben sich folgende Ergedanis
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Es zeigt sich ein signifikanter Zusammenhang zvaectler CK-20 Positivitat im Kno-

chenmark und dem Gesamtiberleben fir die PatianiedJICC-Stadium | und Il (p=

0,023). Die CK-20 negativen Patienten haben déutiithere Uberlebenswahrscheinlich-
keiten als die CK-20 positiven. Dies zeigt sich hairc der deutlich hoheren 5-JUR von
58,35% fir die CK-20 negativen Patienten gegenbglr7% flr die CK-20 positiven. Der
Zusammenhang zwischen der CK-20 Positivitdt im Kweoenark und dem rezidivfreien
Uberleben (p=0,053) sowie dem tumorspezifischemrlében (p=0,066) fiir die Patienten
mit UICC-Stadium | und Il ist jeweils nicht atsgnifikant zu werten, es zeigt sich jedoch
ein deutlicher Trend, dass die Verlaufe untersditedind, was auch aus der Kaplan Mei-
er Graphik hervorgehCK-20 negative Patienten haben ein medianes Ulmerlebn 75

Monaten fir das Gesamtiiberleben und das tumorsumfUberleben sowie von 73 Mo-
naten fir das rezidivfreie Uberleben, wahrend die20 positiven Patienten fiir das Ge-
samtuberleben und das tumorspezifische Uberlebereinumedianes Uberleben von 46

Monaten haben und fiir das rezidivfreie Uberlebem4b Monaten.

In Abbildung 18 ist der Einfluss der CK-20 Posit#itiim Blut auf das Gesamtiiberleben
fur die Patienten mit UICC-Stadium | und Il in Foran einer Kaplan-Meier-Kurve dar-

gestellt.
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Abb. 18: Zusammenhang zwischen der CK-20 Positivith Blut und dem Gesamttberleben fur die Pati-
enten mit UICC-Stadium | und Il

Der p-Wert fiir den Vergleich der kumulativen Ubetlenswahrscheinlichkeiten der beiden Gruppen (CK-
20 positiv versus CK-20 negativ) wurde mit dem LRgnk-Test errechnet. An der senkrechten gestrichel-
ten Linie bei 60 Monaten sind die prozentual&a JUR in Klammern dargestellt.
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Die Berechnung des Zusammenhanges zwischen dem0Q¥a2hweis im Blut und dem
Uberleben hat fir das Kollektiv der Patienten miCO-Stadium | oder Il folgende p-

Werte ergeben:

Tabelle 18: Zusammenhang zwischen der CK-20 Pogiiivim Blut und dem Uberleben fiir die Patienten
mit UICC-Stadium | und Il

Uberleben p-Wert
Gesamtuberleben 0,512
Rezidivfreies Uberleben 0,582
Tumorspezifisches Uberleben 0,597

CK-20 positiv (n=14), CK-20 negativ (n=28).

Der Zusammenhang zwischen dem CK-20 Nachweis inh Bid dem Uberleben fur die

Patienten mit UICC-Stadium | und Il ist nicht sifikant fir das Gesamtuberleben
(p=0,512), das rezidivfreie Uberleben (p=0,582) whab tumorspezifische Uberleben
(p=0,597). Aus der Kaplan-Meier Kurve, die fur dassamtiiberleben dargestellt ist, geht
hervor, dass Patienten mit CK-20 positiven Blutgmln frihen UICC-Stadien eine deut-
lich hohere 5-JUR haben als Patienten mit CK-20atiegn Proben (53,33% versus
37,98%).

3.4.4Zusammenhang zwischen CK-20 Nachweis im Blut und irKnochenmark und
Uberleben bei Patienten mit UICC-Stadium Il und IV

In Abbildung 19 ist der Einfluss der CK-20 Positiitiim Knochenmark auf das Uberleben
fur die Patienten mit UICC-Stadien Il und IV (n92%argestellt. Von den 29 Patienten mit
UICC-Stadium 1l oder IV wurden Knochenmarkprobeonv23 Patienten getestet, von
denen 6 positiv waren. Blutproben wurden von 28eRtgn getestet von denen 12 positiv

waren.
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Abb. 19: Zusammenhang zwischen der CK-20 Positivith Knochenmark und dem Uberleben fiir die
Patienten mit UICC-Stadium Ill und IV

a) Gesamtiiberleben b) rezidivfreies Uberleben undwmnorspezifisches Uberleben. Die p-Werte fiir den
Vergleich der kumulativen Uberlebenswahrscheinliokiken der beiden Gruppen (CK-20 positiv versus
CK-20 negativ) wurden mit dem Log-Rank-Test erreeinAn der senkrechten gestrichelten Linie bei 60
Monaten sind die prozentuale- JUR in Klammern dargestellt (19a). An der horiztalen gestrichelten
Linie bei der kumulativen Uberlebenswahrscheinlicait von 0,5 ergibt sich das mediane Uberleben und
ist in Monaten in eckigen Klammern angegeben. CK£6sitiv (n=8), CK-20 negativ (n=17).
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Es zeigen sich die folgenden Ergebnisse: Es begwsht signifikanter Zusammenhang

zwischen der CK-20 Positivitat im Knochenmark ureindGesamtiberleben (p=0,217),
dem rezidivfreien Uberleben (p=0,337) und dem tispezifischen Uberleben (p=0,169).
Die 5-JUR der CK-20 negativen Patienten liegt jéddeutlich oberhalb der Rate der CK-
20 positiv getesteten Patienten. So leben von agiereen mit CK-20 negativen Kno-

chenmarkproben nach 5 Jahren noch 20,03%, dagegeéna den Patienten mit CK-20

positiven Proben nach 39 Monaten bereits 100% adrsh. Auch das mediane Uberleben
der CK-20 negativen Patienten ist langer. Von didebt nach 26 Monaten noch die Half-
te der Patienten (tumorspezifisch: 27 Monate), edtiivon den CK-20 positiven Patienten
schon nach 15 Monaten die Hélfte der Patientertardaen ist (auch tumorspezifisch). Von
den CK-20 negativen Patienten bekommt die Halfte Ritienten nach 17 Monaten ein
Rezidiv oder verstirbt, bei den CK-20 positiveni@aten ist das nach 15 Monaten einge-

treten.

In Abbildung 20 ist der Zusammenhang zwischen der20 Positivitat im Blut und dem
Gesamtuberleben fir die Patienten mit UICC-Stadilimand IV in Form von einer Ka-

plan Meier Kurve dargestellt.

1,01
0,81 p=0,261
0,61
0,41

0,21

Kumulative Uberlebenswahrscheinlichkeit

(0%} | CK-20 positiv
0] 40 80 120 160

0,0

Uberlebenszeit (Monate)

Abb. 20: Assoziation zwischen der CK-20 Positivitat Blut und dem Gesamtiiberleben fiir die Patienten
der UICC-Stadien Il und IV

Der p-Wert fir den Vergleich der kumulativen Ubeldenswahrscheinlichkeiten der beiden Gruppen (CK-
20 positiv versus CK-20 negativ) wurde mit dem LRgnk-Test errechnet. An der senkrechten gestrichel
ten Linie bei 60 Monaten sind die prozentualen 5-BUn Klammern dargestellt. CK-20 positiv (n=12),
CK-20 negativ (n=16).
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Der Zusammenhang fur die CK-20 Positivitat im Bind dem Uberleben hat fur das Kol-
lektiv der Patienten mit UICC-Stadium IIl und IVigende p-Werte ergeben:

Tabelle 19: Zusammenhang zwischen der CK-20 Pogiiivim Blut und dem Uberleben fiir die Patienten
mit UICC-Stadium Il und IV

Uberleben p-Wert
Gesamtuberleben 0,261
Rezidivfreies Uberleben 0,248
Tumorspezifisches Uberleben 0,196

CK-20 positiv (n=12), CK-20 negativ (n=16).

Es besteht kein signifikanter Zusammenhang zwisceem CK-20 Nachweis im Blut und
dem Gesamtiiberleben (p=0,261), dem rezidivfreiearlgben (p=0,248) und dem tumor-
spezifischen Uberleben (p=0,196n Gegensatz zu dem Subkollektiv der Patienten mit
frihen UICC-Stadien zeigt sich bei den spaten UR&dien jedoch eine hohere 5-JUR
fur CK-20 negative Patienten als fir CK-20 positRatienten. So leben von den CK-20
negativen Patienten nach 5 Jahren noch 18,75% &onCd-20 positiven sind nach 39

Monaten bereits 100% verstorben.

3.4.5Zusammenhang zwischen CK-20 Nachweis im Blut und irKnochenmark und

Uberleben bei den Patienten, die keine neoadjuvant@hemotherapie erhalten haben

In Abbildung 21 ist der Einfluss der CK-20 Positiitiim Knochenmark auf das Uberleben
fur die Patienten dargestellt, die keine neoadjtes&@hemotherapie erhalten haben (n=45).
Von den 45 Patienten, die keine Chemotherapie terhdaben, wurden Knochenmarkpro-
ben von 36 Patienten getestet, von denen 12 posgdtien. Blutproben wurden von 43 Pa-

tienten getestet, von denen 15 CK-20 positiv waren.
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Abb. 21: Assoziation zwischen der CK-20 Positivitat Knochenmark und dem Uberleben fur die Patien-
ten, die keine neoadjuvante Chemotherapie erhalteben

a) Gesamtiiberleben, b) rezidivfreies Uberleben uydumorspezifisches Uberleben. Die p-Werte fir den
Vergleich der kumulativen Uberlebenswahrscheinliokiken der beiden Gruppen (CK-20 positiv versus
CK-20 negativ) wurden mit dem Log-Rank-Test erreetinAn der senkrechten gestrichelten Linie bei 60
Monaten sind die prozentuale- JUR in Klammern dargestellt (21a). An der horiztalen gestrichelten
Linie bei der kumulativen Uberlebenswahrscheinlicait von 0,5 ergibt sich das mediane Uberleben und
ist in Monaten in eckigen Klammern angegeben.
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Aus der Abbildung 21 lassen sich folgende Ergelenadseiten:

Fur die Patienten, die zuvor keine neoadjuvantentiieerapie erhalten haben, zeigt sich
ein signifikanter Zusammenhang zwischen der CK-B8itRitat im Knochenmark und
dem Gesamtuberleben (p=0,013), der CK-20 Positinit&Kknochenmark und dem rezidiv-
freien Uberleben (p=0,018pwieder CK-20 Positivitat im Knochenmark und dem tumor-
spezifischen Uberleben (p=0,041). Damit bestehGiegensatz zum Gesamtkollektiv RO
ebenfalls ein signifikanter Zusammenhang zwischem €K-20 Nachweis im Knochen-
mark und dem rezidivfreien Uberleben. Die CK-20atagn Patienten haben jeweils deut-
lich hohere Uberlebenswahrscheinlichkeiten als@ke20 positiven. Die 5-JUR fiir die
CK-20 negativen Patienten liegt bei 59,95 %, watirere flr die CK-20 positiven bei
12,37% liegt. Von den CK-20 positiven Patienteninstiesem Subkollektiv nach 30 Mo-
naten (auch tumorspezifisch) die Halfte der Pagienerstorben, bei den CK-20 negativen
ist das erst nach 75 Monaten geschehen (auch tpemifisch). Bereits nach 24 Monaten
hat die Halfte aller CK-20 positiven Patienten Biezidiv erlitten oder ist verstorben, bei

den CK-20 negativen ist das erst nach 73 Monatefalé

In folgender Tabelle ist der Einfluss der CK-20 iaigat im Blut auf das Uberleben fiir
die Patienten, die keine neoadjuvante Chemotheeahadten haben, dargestellt.

Tabelle 20: Zusammenhang zwischen der CK-20 Poiséitvim Blut und dem Uberleben fiir die Patienten,
die keine neoadjuvante Chemotherapie erhalten haben

Uberleben p-Wert
Gesamtuberleben 0,776
Rezidivfreies Uberleben 0,714
Tumorspezifisches Uberleben 0,593

CK-20 positiv (n=15), CK-20 negativ (n=28).

Wie bereits fur das Gesamtkollektiv besteht auchdfis Subkollektiv der Patienten, die
keine neoadjuvante Chemotherapie erhalten habensignifikanter Zusammenhang zwi-
schen dem CK-20 Nachweis im Blut und dem Gesamigten (p=0,776), der CK-20
Positivitat im Blut und dem rezidivfreien Uberleb@v0,714) und der CK-20 Positivitat
im Blut und dem tumorspezifischen Uberleben (p=8)59
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3.5 Ergebnisse der Multivariaten Analysen

Um der Frage nachzugehen, ob der Nachweis von C&f2Qnabhangiger prognostischer
Faktor fur Patienten mit Osophaguskarzinom istderrim folgenden Kapitel multivariate
Analysen mit Hilfe des Cox-Regressionsmodell dueftigrt und mit der Methode des
schrittweisen Einschlusses mittels LR (likelihoodtjenten) Methode berechnet. Es wur-
den nur Variablen mit in die Rechnung eingeschiosf& die in der univariaten Analyse
(Log-Rank-Test) ein signifikanter p-Wert errechnetrde. Somit geht die CK-20 Positivi-
tat im Knochenmark mit in die Rechnungen fir dasaagtberleben und das tumorspezi-
fische Uberleben ein, der CK-20 Nachweis im Blutdadagegen nicht multivariat analy-
siert. Die p-Werte fur die multivariaten Analyselie in den folgenden drei Tabellen (Ta-
belle 21 bis 23) genannt werden, wurden jeweilsdaih Cox-Regressionsmodell errech-

net.

Tabelle 21: Ergebnisse der multivariaten Analyseiir fausgewahlte Faktoren assoziiert mit dem Gesamt-
Uberleben berechnet fir das Patientenkollektiv RO

Variable P-Wert P-Wert Hazard Quo-
(univariat) (multivariat) tient

CK-20 Nachweis im Knochen- 0,029 0,006 2,529

mark

N-Kategorie <0,001 0,357 1,53

Stadiengruppe <0,001 <0,001 3,128

Der Einfluss des CK-20 Nachweises im Knochenmarfkdas Gesamtiiberleben stellt fir
das Patientenkollektiv RO einen unabhéangigen prstigechen Faktor dar (p=0,006). Die
Wahrscheinlichkeit im Beobachtungszeitraum zu eeb&n ist dabei fur die CK-20 positi-

ven Patienten mehr als doppelt so hoch wie fiuiGKe20 negativen (HR=2,529). Die N-

Kategorie stellt dagegen keinen unabhangigen psigrabien Faktor fur dieses Patienten-
kollektiv dar (p=0,357, HR=1,53).Weiterhin stelkrdEinfluss der Zugehorigkeit zu einer
Stadiengruppe (Stadium | und Il versus Stadiunutidl IV) auf das Gesamtiberleben ei-

nen unabh&ngigen prognostischen Faktor dar (p<QHR%3,128).
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freien Uberleben berechnet fur das PatientenkolfiskRO

Variable P-Wert P-Wert Hazard
(univariat) (multivariat) Quotient

N-Kategorie <0,001 0,258 1,646

Stadiengruppe <0,001 0,001 2,913

Die N-Kategorie stellt auch fur das rezidivfreieddleben keinen unabhangigen prognosti-
schen Faktor fur dieses Patientenkollektiv dar (58, HR=1,646). Dagegen stellt der
Einfluss der Zugehorigkeit zu einer Stadiengruppgadium | und Il versus Stadium IlI
und 1V) auch fir das rezidivfreie Uberleben einealhangigen prognostischen Faktor dar
(p<0,001, HR=2,913).

Tabelle 23: Ergebnisse der multivariaten Analyseiir fausgewéhlte Faktoren assoziiert mit dem tumor-
spezifischen Uberleben berechnet firr das Patientaliéktiv RO

Variable P-Wert P-Wert Hazard
(univariat) (multivariat) Quotient

CK-20 Nachweis im Knochen- 0,048 0,013 2,37

mark

N-Kategorie <0,001 0,548 1,319

Stadiengruppe <0,001 0,002 2,873

Auch fur das tumorspezifische Uberleben stellt @&-20 Nachweis im Knochenmark
einen unabhangigen prognostischen Faktor dar (f30R=2,37). Die N-Kategorie stellt
auch hier wieder keinen unabhangigen prognostisEla&tor flr dieses Patientenkollektiv
dar (p=0,548, HR=1,319). Der Einfluss der Zugehdaigzu einer Stadiengruppe (Stadium
| und Il versus Stadium 1l und 1V) auf das tumaeszjfische Uberleben ergibt einen weite-
ren  unabhéngigen prognostischen Faktor fir dieBasientenkollektiv (p<0,001,

HR=3,128).
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4 .Diskussion

4.1 Patientenkollektive und Studie

4.1.1 Epidemiologische Daten, Histologie und Stadienverileng

Das dieser Arbeit zugrundeliegende Gesamtkollekitinfasst Patienten mit Residual-
tumorstatus RO bis R2. Die Beschreibung diesegfatikollektivs RO bis R2 hinsichtlich
klinischer Parameter sowie ihres Einflusses auf dherleben der Patienten wird aus
Griinden der Ubersichtlichkeit und FokussierungAinang zu dieser Dissertation darge-
stellt. Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf tsrtersuchung eines méglichen prognos-
tischen, pradiktiven Wertes der CK-20 RT-PCR Analys Blut und Knochenmark. Da-
her wurden im Hauptteil der Dissertation nur diggen Falle weitergehend untersucht, bei
denen nach Operation kein Residualtumor mehr vodesg die kurativ behandelten Féalle
(RO Status). Dieses Patientenkollektiv RO entsprjedoch nicht der eigentlichen klini-
schen Situation bei Patienten mit Osophaguskarzimodwird somit an dieser Stelle nicht
diskutiert.

Das Gesamtkollektiv RO bis R2 besteht aus 94 Ratiemit einem Altersmedian von 61

Jahren zum Operationszeitpunkt. Das Verhaltnisménnlichen zu weiblichen Patienten
betragt 5,2:1. Diese epidemiologischen Daten stimmetwa mit anderen in der Literatur
genannten Daten Uberein. So zeigt sich z. B. behday et al. (Tachezy et al., 2012) in
einem Kollektiv aus 289 Patienten mit Osophaguskarz ein Geschlechtsverhaltnis von
3,59:1 und ein Altersmedian von 63,6 Jahren. Bedliigler histologischen Tumorart stellt
sich das Gesamtkollektiv RO bis R2 folgendermal@am 46,7 % der Patienten haben ein
Adenokarzinom, 45,7 % Plattenepithelkarzinome, Ratient hat einen neuroendokrinen
Tumor und bei den restlichen 7,5% der PatientediesTumorart unbekannt (siehe Tabelle
7). In der Literatur lasst sich hier eine groReigtasn der Verteilung der histologischen
Tumorart erkennen. So zeigt sich z. B. in einereitrion 2004 (Medical Research Coun-
cil Oesophageal Cancer Working Group, 2002) eingédlang von 31% Plattenepithel-

karzinomen, 66% Adenokarzinomen und 3% undifferenten Tumoren bei insgesamt 802
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randomisierten Patienten aus unterschiedlichenr@enDagegen beschreibt Sievert mit
seiner Arbeitsgruppe (Sievert et al., 2001) eindnéatnkollektiv von 1635 Patienten mit
einer Verteilung von 62% Plattenepithelkarzinomemnl (83% Adenokarzinomen. Diese
Unterschiede in der Verteilung der histologischem®orart sind sehr wahrscheinlich durch
die unterschiedlichen Rekrutierungszeitraume zuibveten, da sich in den letzten Jahren
der Anteil der Patienten mit Adenokarzinom statkoét hat (Kong et al., 2011; Reynolds
et al., 2012) (siehe Kapitel 1.2). Die Verteilurey @NM-Kategorie stellt sich beim Patien-
tenkollektiv RO bis R2 folgendermal3en dar: EinenTUimor haben 24,5%, einen T2-
Tumor 29,8% einen T3 Tumor 40,4% und einen T4-Tud%. Keine Lymphknotenme-
tastasen haben 44,7% und bereits Lymphknotenmse¢astaaben 55,3% der Patienten.
Keine Fernmetastasen haben 84% und bereits Ferstasda haben 14,9% (siehe Tabelle
8). Daraus ergibt sich fur das Patientenkollektvb®s R2 folgende Verteilung der UICC-
Stadien: Stadium I: 21,3%, Stadium 1I: 36,2%, Siadill: 23,4%, Stadium 1V: 14,9% und
ein unbekanntes Stadium bei 4,2% der PatientehgsSi@abelle 9). Eine ahnliche Vertei-
lung der T und der N-Kategorie zeigt sich auch imee Studie von Kaifi (Kaifi et al.,
2005). In dieser Studie waren jedoch nur Patieotere Fernmetastasen mit eingeschlos-
sen. Bei Tachezy et al. (Tachezy et al., 2012)eregjch dagegen in der Verteilung der
UICC-Stadien mehr Patienten mit Stadium IV (17,786it, Stadium 111 (30,45%) und mit
Stadium 11 (39,4%) als in unserem PatientenkolieR® bis R2. Daflir zeigen sich weniger
Patienten mit UICC-Stadium | (12,45%). Dieser héh@nteil von spaten Stadien ent-

spricht eher der klinischen Situation

4.1.2 Prognose

Die 5-JUR fiir das Patientenkollektiv RO bis R2 &gtr37,29%. Verteilt auf die einzelnen
UICC-Stadien zeigen sich dabei folgenden 5-JURdiSia I: 65%, Stadium II: 48,19%,
Stadium IlI: 13,64% und Stadium 1V: 12,96%. Im Vieigh hierzu gibt eine Arbeitsgrup-
pe von Hagen (Hagen et al., 2001) eine wesentiitiete 5-JUR von 52% fiir ein Kollek-
tiv von 100 Patienten mit Adenokarzinomen des Oagph an. Verteilt auf die UICC-
Stadien zeigen sich bei Hagen et al. die folgerBldbJR: Stadium I: 94%, Stadium II:
65%, Stadium Ill: 23% und Stadium IV: 27%. Diesesentliche héheren 5-JUR sind viel-
leicht dadurch zu begriinden, dass bei Hagen eualPatienten mit Adenokarzinom un-

tersucht worden sind, welche insgesamt eine beg§segnose haben als die Patienten mit
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Plattenepithelkarzinom (Rice et al., 2010) undsd#exr Altersmedian der Patienten in die-
ser Studie mit 57 Jahren unterhalb des Altersmedimmnserem Patientenkollektiv liegt.
In anderen Studien in der Literatur zeigen sichedag deutlich niedrigere 5-JUR. So wird
z. B. in einer Studie von Oezcelic et al. (Oezceti@l., 2012) fur ein Kollektiv von 114
Patienten mit Osophaguskarzinom nur eine 5-JUR 28% erreicht. Zusammenfassend
kann hier gesagt werden, dass die in der Literahgegebenen 5-JUR bei Patienten mit
Osophaguskarzinom sehr stark variieren, dass s&cPrgnose in den letzten Jahren je-
doch insgesamt deutlich verbessert hat (Reynhaoldls, €012) (siehe Kapitel 1.2.5).

4.1.3Zusammenhang zwischen TNM-Status und Uberleben

In dieser Arbeit wurde zun&chst mittels Kaplan-Mditherlebensanalysen der Einfluss
bestimmter klinischer Parameter auf das Uberlelerids Patientenkollektiv RO berech-
net. Die T-Kategorie wirkt sich in unserem Patiektglektiv RO nicht signifikant auf das
Uberleben aus. Ein signifikanter Unterschied deefléienswahrscheinlichkeiten besteht
nur jeweils zwischen T4-Tumoren und allen anderemdren (siehe Abb. 5). Dieser signi-
fikante Zusammenhang ist jedoch auf3er Acht zu haskedas Patientenkollektiv RO nur 1
Patienten mit T4-Tumor beinhaltet. Die N-Kategomiekt sich dagegen bei unserem Pati-
entenkollektiv signifikant auf das Gesamtiiberlgbdms rezidivfreie Uberleben und das
tumorspezifische Uberleben aus, wobei die Patieober® Lymphknotenmetastasen insge-
samt deutlich l&nger leben als die Patienten mihphlyknotenmetastasen (p<0,001) (siehe
Abb. 6). Dagegen zeigt sich kein signifikanter Zusgenhang zwischen M-Kategorie und
Uberleben fiir das Patientenkollektiv RO (siehe ABb.In der Literatur wird in den meis-
ten Studien ein signifikanter Zusammenhang zwischiM-Kategorie und Uberleben
nachgewiesen. So zeigt sich z. B. bei der Arbeifgge von Kato (Kato et al., 1993) flr
ein Patientenkollektiv von 351 Patienten aus Japarsignifikanter Unterschied im Uber-
leben zwischen Patienten mit T2 und T3-Tumoren @2&) und zwischen T3 und T4-
Tumoren (p=0,01). Auch die M- und die N-Kategorieken sich in dieser Studie jeweils
signifikant auf das Uberleben aus (jeweils p<0,0001 unserem Patientenkollektiv RO
kann ein signifikanter Zusammenhang lediglich fig M-Kategorie und das Uberleben

nachgewiesen werden, nicht jedoch fur die M-Katiegond die T-Kategorie und dem
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Uberleben. Dies ist wahrscheinlich dadurch zu lbeden, dass fiur das Patientenkollektiv
RO viele Patienten mit h6heren Tumorstadien nigntitksichtigt wurden, da alle Patien-
ten mit Residualtumor ausgeschlossen worden sinenfélls nicht berticksichtigt worden
sind die nicht operablen (palliativen) Patientes diese gar nicht erst in der Chirurgischen
Datenbank auftauchen. Insgesamt beinhaltet dasr@atikollektiv RO nur 10 Patienten
(13%) mit Fernmetastasen und nur einen Patientei4aT umor. Dies entspricht nicht der

realen klinischen Situation, in der das Osophaguakam oft erst spat diagnostiziert wird.

4.2 CK-20 als Marker der Tumorzelldisseminierung

4.2.1 CK-20 zum Nachweis von isolierten Tumorzellen beinterschiedlichen Tumo-

rentitaten

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob 2Kein geeigneter Marker zum Nach-
weis von DTC und CTC bei Patienten mit Osophaguskam ist. Ein Marker fur die Kli-
nische Routine sollte methodisch moglichst einfdetektierbar sein. AuRerdem sollte er
in moglichst allen Tumoren einer Entitat nachweist®n (Kalthoff et al., 2005 ytoke-
ratine gehotren zu den besten Markern zum Nachwais ITC und CTC bei soliden
epithelialen Tumoren (Pantel et al., 2004). CK-20de schon in vielen Studien bei unter-
schiedlichen Tumorentitaten zum Nachweis von DT@ GAC eingesetzt, wie z. B. beim
Pankreaskarzinom (Soeth et al., 2005), beim Kotatek Karzinom (Funaki et al.,1998;
Hardingham et al., 2000; Wyld et al., 1998; Kochakt 2005), beim Magenkarzinom
(Soeth et al., 1997; Oki et al., 2007; Fujita et aD06; Dardaei et al., 2011; Wu et al.,
2006), beim Blasenkarzinom (Retz et al., 2001) b@&manulosazelltumor des Ovars (Alta-
ras et al., 2002), beim oralen Plattenepithelkamir{Toyoshima et al., 2009) und bei Pati-
entinnen mit Brustkrebs (Hwang et al., 2012). DaciNveis erfolgte dabei entweder mit-
tels einer spezifischen CK-20 RT-PCR (Soeth e2@05; Soeth et al., 1996; Yamaguchi et
al., 2000; Retz et al., 2001, Koch et al., 200%9radittels Immunhistochemie zum Nach-
weis von Zytokeratinen (Leinung et al. 2000; Tlaorlet al., 1996b). Die Nachweisraten
von CK-20 im Blut oder Knochenmark variieren dabehr stark und sind abhangig von
der Methode. So zeigte sich in einer Studie vonté&{fujita et al., 2006), in der der
Nachweis von CEA, CK19 und CK-20 bei 65 Knochenmasken von Patienten mit Ma-
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genkarzinom getestet wurde, lediglich eine Nachraggsvon 1,5% fur CK-20. In der wei-
teren Literatur werden dagegen wesentlich hoherehWeisraten fir CK-20 bei unter-
schiedlichen Tumorentitdten (Pankreaskarzinom, Mkaeinom, Kolorektalem Karzi-
nom) zwischen 33,8 % und 55% im Blut (Soeth et20Q5; Funaki et al., 1998; Wyld et
al., 1998) und zwischen 11,2% und 35% im Knocheknj@oeth et al., 2005, Oki et al.,
2007, Dardaei et al., 2001) erreicht. Bei Wu e{\u et al., 2006) waren sogar 61,9% der
untersuchten Blutproben von Patienten mit Magenkam positiv fur CK-20. Studien
zum Nachweis von CTC/ DTC mittels CK-20 Nachweigtbh@®sophaguskarzinom liegen

nur sehr wenige in der Literatur vor und werdeiKapitel 4.2.3 beschrieben.

4.2.2 Immunhistochemischer Nachweis von CK-20 bei Patieeh mit Osopha-

guskarzinom

Ich habe immunhistochemische Farbungen mit dem CKyiikdrper CK-20.10 an Kryo-
Schnitten von peritumoralem nicht-neoplastischenpbagusgewebe - und korrespondie-
renden Osophaguskarzinomgewebe von 8 exemplariseaganten durchgefiihrt. Hier
zeigte sich in den Farbungen des peritumoralem-miebplastischen Gewebes in 6/7 Pati-
enten (85,71%) ein Nachweis von CK-20, wobei diebbeng bei den meisten Schnitten
(4/6) als stark positiv gewertet wurde. Hierbei dhelte es sich jeweils um eine Barrett-
Metaplasie fur die auch in aktuellen Studien in dégratur eine starke CK-20 Positvitat
gezeigt werden konnte (Van Baal et al., 2008). &eBrgebnis tberrascht somit nicht.
Auch im Tumorgewebe konnte bei 7 von 8 Patientéh5@) CK-20 nachgewiesen wer-
den, wobei hier die Intensitat der Farbung jed@sbejls nur als schwach gewertet wurde
(Siehe Abbildungen 8- 10 und Tabelle 13). Hiersmerkenswert, dass bei 4 von 4 Plat-
tenepithelkarzinom-Schnitten ein positiver CK-20 cNaeis gelang, obwohl Plat-
tenepithelkarzinome in der Literatur bisher eher @K-20 negativ bzw. dieses nur sehr
schwach exprimierend galten. Der immunhistocheneigd¢achweis des Markers CK-20 in
Osophaguskarzinom-Gewebeproben wurde bereits vaachiedenen Studiengruppen
Uberpruft und es liegen heterogene Ergebnisse daxid, inwieweit CK-20 von Osopha-
guskarzinomzellen (insbesondere Plattenepithelkanaen des Osophagus) exprimiert
wird. Die Arbeitsgruppe von Moll (Moll et al., 19pfestete bereits 1992 Gewebeschnitte

von fiinf Osophaguskarzinom-Patienten (jeweils nttBnepithelkarzinom des Osopha-
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gus) und konnte nur bei einer Probe (20%) CK-20waisen, wobei auch bei dieser Pro-
be nur ein sehr schwacher Nachweis gelang. Schuitt€sophagus-Normalgewebe wur-
den in dieser Arbeit nicht getestet. Es gelangghdan stark positiver Nachweis von CK-
20 in der Magenschleimhaut. In einer Studie von €thal. (Chu et al., 2000) zeigt sich bei
14 getesteten Gewebeschnitten von Patienten niteRépithelkarzinomen des Osophagus

bei keinem Patienten ein positiver CK-20 Nachwe)

Auch zu den Adenokarzinomen des Osophagus liegeterirLiteratur verschiedene Stu-
dien vor. In der Arbeitsgruppe von Driessen (Dresst al., 2004) wurde das Verhaltnis
von CK-7/CK-20 Expression im Vergleich bei Patientait Adenokarzinomen das Oso-
phagus (AEG-Typen | und Il), bei subkardialen Adarainomen (AEG-Typ Ill) und bei
Adenokarzinomen des Magens untersucht. Dabei feohdetn positiver CK-20 Nachweis
bei 14 (22%) der 66 Proben von OsophaguskarzinomeBeschnitten mit AEG-Typ |
oder IlI, bei 10 (13%) der Gewebeschnitte mit AE@ Tl und bei 15 (20%) der 75 Ma-
genkarzinom-Gewebe. Als positiv wurde eine Farbundjeser Studie nur dann gewertet,
wenn uUber 50% der Karzinomzellen angefarbt wurés#me Aussage Uber die Anzahl von
schwach positiven Farbungen wird in der Studie thgg'imacht, und es wurde auch kein

Osophagus-Normalgewebe untersucht.

Auch Tarniere et al. (Tarniere et al., 2002) unteinten das Verhaltnis von CK-7/CK-20
Expression bei Patienten mit Adenokarzinomen degeMs und des Osophagus. Es wur-
den insgesamt Gewebeproben von 85 Patienten mitokaezinomen des Osophagus mit-
tels eines immunhistochemischen Nachweises get&&irtdiesen 85 Proben zeigten sich
insgesamt 15 (17,64%) positiv, wahrend mit deroflen Nachweismethode bei den Pro-
ben von den distalen Adenokarzinomen des Magen&b32%) von 67 Proben positiv
waren. Zu beachten ist, dass auch in dieser Stiadid=rgebnis nur dann als positiv gewer-
tet wurde, wenn Uber 50% der Tumorzellen markieaten. Schwach oder stark positiv
waren in der Studie von Tarniere 59 (69,4%) derg@festeten Osophaguskarzinom-
Gewebeschnitte. Osophagusnormalgewebe wurde agchibit untersucht.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in desil akirliegenden Studien zum im-
munhistochemischen Nachweis von CK-20 an Gewebeprales Osophagus nur eine
Nachweiserate zwischen 0 und 20% gelingt. Schaut sich die Studien jedoch genauer

an, fallt auf, dass hier oft eine sehr hohe Rate mindestens 50% der Zellen angeféarbt
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sein muss, damit das Ergebnis als positiv gewariet. Werden auch schwach positive
Ergebnisse gezahlt, zeigt sich eine wesentlich t@hachweisrate z. B. 69,4% bei Tar-
niere et al. Weiterhin muss betont werden, dagsisider Literatur bei Plattenepithelkar-
zinomen noch geringere Nachweisraten zeigen al8denkarzinomen. Warum in der hier
vorgelegten Arbeit auch ein klarer Nachweis von ZIKbei den Plattenepithelkarzinomen
gelang, kann durch die unterschiedlichen Nachwelsoaen erklart werden. So wurden in
den oben zitierten Arbeiten Paraffinschnitte untens, wohingegen in dieser Dissertation
Kryoschnitte analysiert werden. Zur Detektion deasrkérs CK-20 in dieser Arbeit wurde
der Anti-CK-20 Antikérper KS 20.10 benutzt; bei Malurden die Anti-CK-20 Antikorper
KS 20.3, KS 20.5 und KS 20.8 verwendet. Es ist aidte bemerkenswert, dass auch in
der Arbeit von Moll immerhin einer von 5 untersuahtFallen (20%) CK-20-positiv war.
Ebenfalls in der Arbeit von Chu wurde der KS 20&iR0rper in Verbindung mit Paraf-
fin-Schnitten verwendet (Moll et al., 1992; Chuakt 2000). Diese methodischen Unter-
schiede erklaren mdglicherweise das in dieser Detsen beschriebene Uberraschende
Ergebnis. Es ist nicht davon auszugehen, dasscksei meinen Ergebnissen um falsch
positive Ergebnisse handelt; Um die Frage eindeadidlaren, ob CK-20 auch bei Plat-
tenepithelkarzinomen des Osophagus exprimiert wirigssen groRere Kollektive mit ver-
gleichbaren Methoden untersucht werden. Die Unténsug von Kryo-Schnitten erscheint
mir dabei sinnvoller, da Gewebe und Antigene beséin eher in seinem nativen Zustand

vorliegt.

4.2.3 Nachweis von CK-20 bei Patienten mit Osophaguskamom mittels CK-20
RT-PCR

In der hier vorliegenden Studie wurden Blutproben V4 Patienten mit Osophaguskarzi-
nom mittels CK-20 RT-PCR untersucht, von denen3&,5%) positiv fur CK-20 waren.
Knochenmarkproben wurden von 61 Patienten untetsuoh denen 19 (31,1%) positiv
fur CK-20 waren. Entweder im Blut oder im Knochemknader doppelt positiv waren 40
(51,9%) der 77 getesteten Patienten (siehe Abkgidi8). Die in dieser Studie erreichten
Nachweisraten stimmen sehr gut mit NachweisratenGi¢-20 im Blut und im Knochen-
mark tberein, die in anderen Studien bei untersibleen Tumorentitaten erreicht wurden

(siehe Kapitel 4.2.1). So liegen in der Literatig Nachweisraten von CK-20 im Blut zwi-
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schen 33,8% und 55% und die Nachweisraten vor2Ckmn Knochenmark zwischen
11,2% und 35%.

Studien zum Nachweis von CTC oder DTC beim Osopsleyzinom mit dem Marker
CK-20 liegen in der Literatur nur sehr wenige vBei Huang et al. (Huang et al., 2003)
wurden Blutproben von 62 Patienten mit gastroiimeattn Tumoren auf das Vorhanden-
sein von CEA, CK19 und CK-20 untersucht. Von denP@®ienten hatten 6 ein Osopha-
guskarzinom, 31 ein Magenkarzinom und 25 ein Kddtales Karzinom. Insgesamt waren
30 (48,4%) der getesteten Blutproben positiv furZIK Es wird jedoch in der Studie nicht
erwahnt, wie viele der 6 Patienten mit Osophaguskam positiv fir CK-20 getestet
wurden. Diese Studie ist also aufgrund der sehngen Patientenzahl und der geringen
Stratifizierung der Ergebnisse kaum mit der hieliggenden Arbeit zu vergleichen. Ito et
al. (Ito et al., 2004) untersuchten Blutproben @8nPatienten mit Plattenepithelkarzinom
des Osophagus auf das Vorhandensein von DTC/CTCNAthweis diente eine real-time
guantitative RT-CK-20-PCR sowie eine CEA-PCR audibhatproben. 20 von insgesamt
35 Testpatienten (von denen 11 gesunde Testpersmief4 Patienten mit benignen ent-
zundlichen Erkrankungen waren) zeigen in der Studie Ito et al. schwache Nachweise
von CK-20 mRNA in den Blutproben. Von den 28 Blatipen von Osophaguskarzinom-
Patienten waren 7 positiv fir CEA mRNA und 4 wapesitiv fir CK-20. Warum in die-
ser Studie bei den gesunden Testpersonen Uberbadogar eine hohere Nachweisrate
fir CK-20 gelingt als bei den Patienten mit Osopiskgrzinom bleibt kritisch zu hinter-
fragen und stellt einen klaren Schwachpunkt diégeeit dar. Die Autoren kommen zu
dem Schluss, dass CK-20 einen sehr unspezifisctagkevizum Nachweis von DTC/ CTC
beim Plattenepithelkarzinom des Osophagus darsititMarker muss nach Moglichkeit
spezifisch fur eine Tumorzelldisseminierung seini{der darf bei gesunden Probanden
oder Patienten mit entziindlichen Erkrankungen eegijigen Organes nicht nachweisbar
sein) (Kalthoff et al., 2005

Schon im Vorfeld dieser Dissertation konnte die Z#ffiat der hier angewandten CK-20
RT-PCR an einem Kontrollkollektiv gesunder Probanda unserer Klinik bestatigt wer-
den (Soeth et al., 1996). Fiur eine aktuelle Arbdit, ebenfalls, an unserem Institut mit
demselben CK-20 Test durchgefiihrt wurde, wurde Kiastrollkellektiv um weitere 10

Knochenmarkproben und 10 Blutproben erweitert (Héhal., 2012). Insgesamt besteht
das Kontrollkollektiv, an dem der in dieser Disagdn verwendete PCR-Test validiert

worden ist, aus 38 gesunden Spendern, von denazilgeBlutproben untersucht worden
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sind, sowie zuséatzlichen 32 Knochenmark- und 3@dtiben von weiteren 38 Kontrollpa-
tienten. Dieses Kontrollkollektiv setzt sich zusaemaus 6 gesunden Knochenmarkspen-
dern, 8 Leukamiepatienten sowie 24 Patienten nahtnmalignen Erkrankungen (Le-
berzysten, Leberadenonme, Sigmadivertikulitis, FR&nkreatitis, Hernien, Ulcera ventri-
culi und Primar Sklerosierende Cholangitis.) In degesamt 68 untersuchten Blutproben
und 32 untersuchten Knochenmarkproben wurde CK-ROIAbei insgesamt 3 Patienten
nachgewiesen (in jeweils 2 Blutproben und 2 Knoomamkproben). Diese CK-20 positi-
ven Patienten zeigen dabei folgende ErkrankungeneBem Patient mit Leberadenom
wurde CK-20 sowohl im Knochenmark als auch im Blathgewiesen. Fir einen Patien-
ten mit FAP zeigte sich eine positive Knochenmaokper Und ein dritter Patient mit chro-
nischer Pankreatitis zeigte eine CK-20 positivetjidlobe. Keiner der gesunden Spender
zeigte eine positive Blut- oder Knochenmarkprolige Spezifitat von CK-20 als Marker
fur eine Tumorzelldisseminierung wurde weiterhimwoelen Studiengruppen untersucht
und bestatigt (Koch et al., 2006; Retz et al., 2Gathaki et al., 1998). In einer Arbeit von
Hermanek et al. (Hermanek et al. 1999) heil3t esshdimmunhistochemische Nachweis-
methoden sei eine geringere Rate von falsch pesititrgebnissen zu erreichen als bei der
PCR. Diese Aussage wurde in der Literatur oft stiticann aber in der vorliegenden Arbeit
nicht bestatigt werden. Das Problem bei dieseni&tuldesteht mit groRer Wahrschein-
lichkeit darin, dass oft PCR-Analysen an Vollblaipen durchgefihrt worden sind. In
Vollblutproben ist jedoch noch eine Subpopulatiom Granulozyten enthalten, die CK-20
exprimieren (Jung et al., 1999) und auch bei gesniRfobanden vorhanden sind. Durch
die Ficoll-Dichtekissenzentrifugation lassen sidobsd Zellen jedoch abtrennen und gelan-
gen ins Pellet und sind somit fur die hier vorliede Arbeit unerheblich, da hier eine
Ficoll-Dichtekissenzentrifugation durchgefuhrt werdie Spezifitat des Markers CK-20
zum Nachweis einer Tumorzelldisseminierung ist $amt den von uns durchgefiihrten

Nachweismethoden als sehr hoch einzustufen.

An dieser Stelle kann zusammengefasst werden,inl@gs Literatur nur eine sehr geringe
Anzahl von Studien vorliegt, die mit dem Marker @RB-zum Nachweis von CTC und
DTC beim Osophaguskarzinom arbeiten. Die publigiei$tudien weisen zudem nur sehr
geringe Patientenzahlen auf. Daher wird in der \neliegende Arbeit zum ersten Mal der
Marker CK-20 an einem groReren Kollektiv von Pagenmit Osophaguskarzinom evalu-
iert. Aufgrund der geringen Anzahl entsprechendeadi®n sind unsere Ergebnisse derzeit
nur schwer zu vergleichen. Weitere Studien an geif3&ollektiven sollten durchgefuhrt
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werden, um eine verlassliche Aussage Uber diesdddet bei Patienten mit Osopha-

guskarzinom treffen zu kénnen.

4.3 Nachweis von disseminierten Tumorzellen im Knochenark bei Pati-

enten mit Osophaguskarzinom und deren Einfluss aufas Uberleben

4.3.1 Nachweisraten von disseminierten Tumorzellen im Knchenmark bei Patienten

mit Osophaguskarzinom

In dieser Arbeit wurden DTC im Knochenmark bei 83,(1%) von 61 Patienten nachge-
wiesen (vgl. Abb. 13). Dies stimmt sehr gut mitwslen Daten aus der Literatur Uberein.
So heil3t es in einem Review von Pantel et al., B8%3 im Knochenmark in 20 bis 40 %
aller Patienten selbst in Studien, in denen nurod@r nur MO diagnostizierte Patienten
eingeschlossen wurden, nachgewiesen werden (Rarake] 2004). In meiner Studie ist die
Nachweisrate von CTC im Blut etwas hoher als diemMaisrate von DTC im Knochen-
mark. Hier gibt es widersprichliche Daten in deetatur. Bisher wurde in den meisten
Studien ein hdherer Prozentsatz von TumorzelleKmochenmark als im Blut nachgewie-
sen (wobei es nur sehr wenige Studien gibt, diektliden Nachweis von DTC/CTC im
Knochenmark und im Blut vergleichen) (Pantel et 2008). Man geht daher davon aus,
dass die Bedingungen fir disseminierte TumorzeailteiKnochenmark besser sind als im

Blut, wo sie als zirkulierende Tumorzellen nur kiileerdauern (Pantel et al., 2008).

In meiner Studie wurden die Knochenmarkproben arhtem Beckenkamm punktiert (sie-
he Kapitel 2.2). Eine Arbeitsgruppe von Bonavinale{Bonavina et al., 2001) untersuchte
im Vergleich Knochenmarkproben aus dem Beckenkamwiesresezierte gespilte Rip-
pen von Patienten mit Osophaguskarzinom. Von 4®ides, resezierten Rippen waren
38 (79,1%) positiv fur Zytokeratine in der Immurtbishemie. Bei 25 Patienten wurden
Knochenmark-Aspirat und die gespulten reseziertgpédh verglichen. Davon hatten 18
einen positiven Nachweis in der gespulten Rippen Wiesen 18 hatten lediglich 2 ein po-
sitives Knochenmark-Aspirat. Die Autoren schlief@@maus, dass die resezierte, gespulte
Rippe sich besser zum Nachweis von DTC eignetemRttaxis ist diese Methode jedoch

sehr aufwandig und invasiv und somit als Routinéetbuchung nicht zu empfehlen. Wei-
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terhin sollte betont werden, dass es in der Studie Bonavina et al. lediglich um die
Nachweisraten von DTC geht, deren Einfluss auf dasrleben wird dabei nicht unter-
sucht. Es bleibt somit offen, ob die Patienten,dsien in der gespiilten resezierten Rippe
ein Nachweis von DTC gelang, ein kiirzeres Uberldiatten als die Patienten, bei denen
keine DTC nachgewiesen wurden. AuRerdem musst8ubeifitdt der Methode tUberpruft
werden z. B. an gesunden Spendern und Patienteantziindlichen Erkrankungen. Eine
derartig invasive Untersuchung bei gesunden Patieniére jedoch ethisch und arztlich
nicht zu rechtfertigen.

4.3.2 Die Korrelation zwischen dem Nachweis von dissemimiten Tumorzellen im

Knochenmark und bestimmten klinischen Parametern

In dieser Arbeit konnte keine Korrelation (mitt€®i-Quadrat-Test) zwischen dem Nach-
weis von DTC im Knochenmark und dem UICC-Stadiuer, dNM-Kategorie, dem Ge-
schlecht, der histologischen Tumorart, der ReziiNtgkeit und der Haufigkeit einer neo-
adjuvanten Chemotherapie gezeigt werden (siehell€ab®. Auch in anderen Studien in
der Literatur gelingt oft nicht der Nachweis eirt€orrelation zwischen DTC im Kno-
chenmark und den untersuchten klinischen ParambtgrRatienten mit Osophaguskarzi-
nom. So konnte in der Arbeitsgruppe von Thorbaal.gfThorban et al., 1996a), die bereits
1996 Knochenmarkproben von 90 Patienten mit Plaptiéinelkarzinom des Osophagus auf
das Vorhandensein von DTC untersuchte, ebenfalisek&orrelation zwischen dem
UICC-Stadium und der Prasenz von DTC im Knochennmaithgewiesen werden. Schon
4 der 8 Patienten mit Stadium | hatten in der Arlegen Thorban et al. DTC im Knochen-
mark. Die Autoren erklaren dieses Phdnomen darags @&ine Tumorzelldisseminierung
schon in einem sehr frihen Tumorstadium maoglichusel somit viel friher beginne als
bisher angenommen. In einer anderen Arbeit von rfRataal., 2004) wurden Knochen-
markproben von 106 Patienten mit Osophaguskarziaohtas Vorhandensein von DTC
untersucht. Hier konnte genau wie in unserer Stkéi@e Korrelation zwischen dem
Nachweis von DTC im Knochenmark und dem UICC-Stadgowie dem histologischen
Typ nachgewiesen werden. Noguchi et al. (Noguctlal.et2003) untersuchten Knochen-
markproben (aus den Rippen) von 24 Patienten nophmguskarzinom auf das Vorhan-

densein von DTC. Auch bei Noguchi et al. konnten&dorrelation zwischen dem Nach-
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weis von DTC im Knochenmark und den untersuchtémsdhen Parametern (Alter, Ge-
schlecht, Tumor-Lokalisation, TNM-Kategorie, UIC@a8ium, Lymphgefal3invasion und
BlutgefalRinvasion) nachgewiesen werden. In einadi€tvon Inoue (Inoue et al., 2004)
wurden Knochenmarkproben von 57 Patienten mit Cagpgkarzinom auf CEA mRNA
zum Nachweis von DTC untersucht. Es wurde auchesed Studie keine Korrelation zwi-
schen der CEA-Positivitat und den untersuchtenddhren Parametern (Alter, Geschlecht,
Histologie, Operationsradikalitat, TNM-KategorielQC-Stadium) nachgewiesen. Es zeig-
te sich jedoch auch hier wie schon bei Thorbanl.e¢iae sehr hohe Rate von DTC im
Knochenmark bei Patienten mit UICC-Stadium | (4[Bie Autoren schlie3en daraus, dass
es mdoglich sei, dass DTC im Knochenmark ,keinddgische Bedeutung” haben. Sie
untersuchten jedoch in inrem Patientenkollektivhhien Einfluss von DTC auf das Uber-
leben, und auch die Rezidivhaufigkeit von Patiemtgthund ohne DTC wurde nicht analy-
siert. Eine Aussage Uber die biologische und deiddhe Bedeutung von DTC ist somit
anhand dieser Studie kaum mdglich. In unserem mati&ollektiv konnte keine erhohte
Nachweisrate von DTC fur Patienten mit UICC-Stadiugezeigt werden. Es fallt jedoch
die relativ hohe Nachweisrate von DTC fur PatientenStadium Il verglichen mit Stadi-
um Il Patienten auf. So zeigt sich bei 10 (41,6 &) 24 Patienten mit Stadium Il DTC
im Knochenmark, wahrend nur bei 3 (20%) der 15eP&tin mit Stadium Il DTC im Kno-
chenmark nachgewiesen wurden. Eine mogliche Enkthuerfir ist die hohere Rate von
neoadjuvanten Therapien ab dem UICC-Stadium ldhgiKapitel 1.2.4). In unserem Pati-
entenkollektiv wurden von den insgesamt 28 Stadiufatienten nur 11 (39,29%) mit
einer neoadjuvanten Therapie behandelt, wahrenddem 19 Stadium Il Patienten 9
(47,37%) mit einer neoadjuvanten Chemotherapie radaworden sind. Zusammenfas-
send kann also gesagt werden, dass fir das OsaMaagunom in dieser Arbeit sowie in
den meisten Arbeiten in der Literatur keine Kortiela zwischen dem Nachweis von DTC
und den untersuchten klinischen Parametern nackegewiwerden kann. Schon bei Patien-
ten mit frihen Tumorstadien werden oft DTC im Knewcimark nachgewiesen. Daraus
l&sst sich jedoch keine Aussage Uber die QualgatDd’ C und damit dartber treffen, ob
die DTC im Knochenmark einen Einfluss auf das Uliseh und die Rezidivhaufigkeit der

betroffenen Patienten haben.
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4.3.3Zusammenhang zwischen dem Nachweis von disseminiemt Tumorzellen im

Knochenmark und dem Uberleben

Ich konnte in meiner Arbeit fir Patienten mit Osaghiskarzinom eine Korrelation zwi-
schen dem Nachweis von DTC im Knochenmark und déerlgben aufzeigen: Im unter-
suchten Patientenkollektiv besteht ein signifikardesammenhang zwischen dem Nach-
weis von DTC im Knochenmark und dem Gesamtiberl¢pefl,029) sowie dem tumor-
spezifischen Uberleben (p=0,048) (Vgl. Abb.15 a whdDer Zusammenhang zwischen
dem Nachweis von DTC im Knochenmark und dem refrieien Uberleben ist gerade
nicht signifikant, zeigt jedoch eine deutliche Tend (p=0,061) wie auch der Verlauf der
Kaplan Meier Graphik in Abb. 15 b zeigt. Die Pateanmit DTC im Knochenmark leben
in meiner Studie deutlich kirzer. So leben von Batienten mit DTC im Knochenmark
nach funf Jahren nur noch 16,19%, von den Patieb&rdenen keine DTC nachgewiesen
worden, leben dagegen noch 43,09%. Weiterhin gdelitNachweis von DTC im Kno-
chenmark in der multivariaten Cox-Regressionsaealyis mein Patientenkollektiv einen
unabhangigen prognostischen Faktor fir das Gesamhten (p=0,006) und fur das tu-
morspezifische Uberleben (p=0,013) dar (vgl. Tab2ll und 23).

Ein negativer Einfluss von DTC im Knochenmark aaf dJberleben konnte bereits fir
Patienten mit Brustkrebs (Wiedswang et al., 2008) L ungenkrebs (Cote et al., 1995) mit
Kolorektalem Karzinom (Lindemann et al., 1992) updnkreaskarzinom (Roder et al.,
1999) gezeigt werden. Auch fiir Patienten mit Osgpbkarzinom konnte in anderen Stu-
dien bereits ein Zusammenhang zwischen dem Vormsedevon DTC im Knochenmark

und einem kirzerem Uberleben nachgewiesen weReizeigte sich auch in der Studie
von Thorban et al. (Thorban et al., 1996a) furRigienten, bei denen DTC im Knochen-
mark nachgewiesen wurden, ein kirzeres Gesamtbeerlp=0,036) als bei den Patienten
ohne Nachweis von DTC. Zytokeratin positive Pageriiaben in der Studie von Thorban
et al. zudem eine héhere Rezidivrate (p=0,019¥stekeratin negative. In einer Studie

von Kaifi (Kaifi et al., 2005) wurden Knochenmarkpen von 136 Patienten mit Osopha-
guskarzinom untersucht, von denen sich bei 60 (42%) im Knochenmark zeigten. Die

Kaplan-Meier-Analyse ergab, dass der Nachweis vo& In Knochenmark einen nega-
tiven Zusammenhang mit dem Gesamtuberleben und tdemarspezifischen Uberleben

hatte. Eine Arbeitsgruppe von Stdcklein (Stockletnal., 2008) untersuchte 104 Kno-

chenmarkproben von Patienten mit Osophaguskarzaefrdas Vorhandensein von DTC.
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In dieser Studie konnte zwar kein signifikanter @msnenhang von DTC im Knochenmark
auf dem Uberleben nachgewiesen werden (p=0,134)ueden jedoch weitere Analysen
an den isolierten Tumorzellen durchgefiihrt. Hiagteesich, dass Patienten, bei denen auf
den DTC eine Her2-Rezeptor Uberexpression vorléigzes iberlebten als alle anderen
Patienten mit DTC (p=0,032).

In den meisten Studien fur Patienten mit Osophamuaakom, in denen der Einfluss von
DTC im Knochenmark auf das Uberleben untersuchtdaukonnte also, wie in meiner
Arbeit auch, ein negativer Zusammenhang von DTC dainh Uberleben nachgewiesen
werden. Weitere Studien an groReren Patientenkibléek mit Osophaguskarzinom sind

notwendig, um diese Befunde zu verifizieren.

Auch spezifische Rezeptor-Expressionsmuster der D@@en einen Einfluss auf das
Uberleben bei Patienten mit Osophaguskarzinom.eBi&gebnis ist von besonderer Be-
deutung, da sich hieraus im besten Falle neuehgiglpien fur Patienten mit Osopha-

guskarzinom ableiten lie3en (siehe Kapitel 4.5).

4.3.4 Zusammenhang zwischen dem Nachweis von disseminient Tumorzellen und

Uberleben in unterschiedlichen Stadien

In dieser Arbeit wurde zusatzlich fur unterschielddi Subkollektive (NO-Patienten, Patien-
ten, die keine neoadjuvante Chemotherapie erhhltiben, Stadium | und Il und Stadium
[l und IV Patienten) jeweils der Zusammenhang e dem Nachweis von DTC im
Knochenmark und dem Uberleben berechnet, weil dachus moglicherweise weitere fiir

die klinische Behandlung der Patienten wichtigeeékse ergeben kénnten.

Fur das Subkollektiv der 34 Patienten ohne Lymphkdmmetastasen zeigte sich ahnlich
wie fUr das Patientenkollektiv RO ein signifikanfBnusammenhang zwischen dem Nach-
weis von DTC im Knochenmark und dem Gesamtiuberl€pef,031) sowie dem tumor-
spezifischen Uberleben (p=0,031), wobei die GruppeNachweis von DTC im Kno-
chenmark ein deutlich kiirzeres Uberleben hat @gb. 16 a und c). Fir das Subkollektiv
der 44 Patienten mit Stadium | oder |l zeigt sibkrdalls ein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Nachweis von DTC im Knochenmark und @Gesamtiberleben (p=0,023)
(siehe Abb. 17a). Die Zusammenhange zwischen dacmieis von DTC im Knochen-

mark und dem rezidivfreien Uberleben (p=0,053) dedr tumorspezifischen Uberleben
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(p=0,066) sind dagegen gerade nicht signifikanigere jedoch eine sehr deutliche Ten-
denz wie auch die entsprechenden Graphiken urdgmisén (vgl. Abb. 17 b und c). Gerade
fur diese Subkollektive der Patienten mit friherCOlStadien sowie der Patienten ohne
Lymphknotenmetastasen ist die Feststellung eingsifikianten Zusammenhanges zwi-
schen dem Nachweis von DTC im Knochenmark und déerleben besonders interessant
und Klinisch bedeutsam, da diese Patienten normeiee keine adjuvanten Therapien
erhalten (Zhang et al., 2012). Es erscheint soraglith, iber den Nachweis von DTC im
Knochenmark die Patienten zu identifizieren, dia einer adjuvanten Therapie profitie-
ren wirden und eventuell Uber eine genauere AnalgseDTC spezielle zielgerichtete
Substanzen (sogenannte target therapy) zu entwickel somit die Prognose dieser Pati-

enten weiter zu verbessern (siehe Kapitel 4.5).

Im Gegensatz zu dem Patientenkollektiv mit frihemn®rstadien zeigt sich fur das Sub-
kollektiv der 29 Patienten mit UICC-Stadium Il uiM kein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Nachweis von DTC im Knochenmark umd @Gesamttberleben (p=0,217),
dem rezidivfreien Uberleben (p=0,337) und dem twspezifischen Uberleben (p=0,169)
(siehe auch Abb. 19). Das kdnnte daran liegen, dassei diesen Patienten, die schon
Lymphknoten- oder Fernmetastasen aufweisen, fuPdignose nur eine untergeordnete
Rolle spielt, ob sie auch DTC im Knochenmark aué&ai Trotzdem leben aus diesem
Kollektiv ohne DTC nach 5 Jahren noch 20,03% dé¢ieReen, wahrend von den Patienten
mit DTC bereits nach 39 Monaten 100% verstorbed 6rgl. Abb. 19 a).

Es kann also zusammengefasst werden, dass DTC aohiénmark im von mir untersuch-

ten Patientenkollektiv fir die frihen UICC-Stad&nen prognostischen Faktor darstellen,
fur die Patienten mit spaten UICC-Stadien konntogh kein signifikanter Zusammen-

hang zwischen dem Nachweis von DTC und dem Ubenldbstgestellt werden. Dieses

Ergebnis wird auch durch andere Studien in deriite bestatigt (Bidard et al., 2008).

4.3.5 Zusammenhang zwischen Tumorzelldisseminierung undireer (neo)adjuvanten

Therapie

Fur das Subkollektiv der 49 Patienten, die keineadgivante Chemotherapie erhalten
haben, besteht ein signifikanter Zusammenhang khersdem Nachweis von DTC im

Knochenmark und dem Gesamtiberleben (p=0,013), dendivfreien Uberleben
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(p=0,019) und dem tumorspezifischen Uberleben @D, (siehe Abb. 21). Die 5-JUR fur
die Patienten ohne DTC im Knochenmark liegt beb5% wéahrend sie fir die Patienten,
bei denen DTC im Knochenmark nachgewiesen wurdein, 2y37% liegt. Von den Patien-
ten mit DTC im Knochenmark ist in diesem Subkoliektach 30 Monaten (auch tumor-
spezifisch) die Halfte der Patienten verstorbendsi Patienten ohne DTC ist das erst
nach 75 Monaten geschehen (auch tumorspezifisaireit8 nach 24 Monaten hat die
Halfte aller Patienten mit DTC im Knochenmark eiazRliv erlitten oder ist verstorben,
bei den Patienten ohne DTC im Knochenmark ist dstshach 73 Monaten der Fall.

Es kann somit festgehalten werden, dass fur dasn@atkollektiv ohne neoadjuvante
Chemotherapie insgesamt deutlichere Ergebnisselterzerden konnen, die einen Zu-
sammenhang zwischen dem Nachweis von DTC im Knaeuohdn mit einer kirzeren
Uberlebenswahrscheinlichkeit signifikant nachweiaknfiir das gesamte Patientenkollek-
tiv. Dies ist wahrscheinlich damit zu erklaren, sldéee DTC im Knochenmark durch eine
neoadjuvante Chemotherapie teilweise eliminiertdeerkonnen. So wurde z. B. in einer
Studie von Braun (Braun et al., 2000) der Effekieeiadjuvanten Chemotherapie auf DTC
im Knochenmark untersucht. Dazu wurden Knochennraldgn von 59 Brustkrebspatien-
tinnen vor und nach der Chemotherapie auf DTCrauntdt. Von den 29 Proben, die vor
der Chemotherapie positiv fir DTC gewesen wareigtee sich 14 (48,3%) nach der
Chemotherapie negativ. Die Autoren kommen zu dehuSs, dass DTC auch durch eine
Chemotherapie nicht vollstandig eliminiert werdBs.muss jedoch betont werden, dass in
dieser Studie in fast bei der Halfte der zuvor e Proben die DTC durch die Chemo-
therapie eliminiert werden konnten. In einer Arb&in Ryan et al. (Ryan et al., 2003)
konnte kein Zusammenhang zwischen dem NachweidDJdh im Knochenmark und ei-
ner neoadjuvanten Chemotherapie gezeigt werdeaheser Arbeit wurden Knochenmark-
proben von 106 Patienten mit Osophagus- oder Mageimom auf das Vorhandensein
von DTC untersucht, von denen 55 eine neoadjuv@htamotherapie erhalten hatten wah-
rend 51 nur operativ behandelt worden waren. 236j4@er 55 Patienten, die eine neoad-
juvante Chemotherapie erhalten hatten, zeigtemensitiven Nachweis. Von den Patien-
ten, die nur eine operative Therapie erhalten hatt@ren 34 (67%) der 51 Proben positiv.
Eine mogliche Korrelation zwischen dem Nachweis arC im Knochenmark und dem
Therapiekonzept erwies sich dabei jedoch als mgmifikant. Ryan et al. konnten weiter-
hin nachweisen, dass sich bei Patienten, die esmadjuvante Chemotherapie erhalten
hatten, in 10 von 18 Zellkulturen aus DTC von Knemmarkproben vitale Zellen nach-
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weisen lieRen. Die Autoren schlossen daraus, dasela viele DTC gébe, die gegen die
gangigen Therapiekonzepte resistent seien. Auclerandutoren (Muller et al., 2005)
kommen zu dem Schluss, dass ein Grol3teil der D€Rt diurch die gdngigen Chemothe-

rapeutika eliminiert werde.

Es kann zusammengefasst werden, dass bereits lan v&udien nachgewiesen wurde,
dass nicht alle DTC durch die gangigen Chemotheitédq@e eliminiert werden kénnen,
trotzdem wird jedoch immerhin ein Teil der zuvospiwven Proben nach der Chemothera-
pie negativ getestet. In meiner Studie konnte iekemtlich deutlichere Ergebnisse fur das
Patientenkollektiv erzielen, welches zuvor kein@atjuvante Chemotherapie erhalten
hatte (besonders auch fur das rezidivfreie Ubenpb@araus kann geschlossen werden,
dass in zukinftigen Studien, die den Zusammenhamgckien DTC und dem Uberleben
untersuchen, die Knochenmarkproben auch vor Bed@mnChemotherapie und nicht wie
in unserer Studie nur vor der Operation entnommerd@an sollten, um so eine Beeinflus-
sung der Ergebnisse zu verhindern. Da gerade dienRan, bei denen nach der Chemothe-
rapie weiterhin DTC im Knochenmark vorhanden seide besonders schlechte Prognose
haben (Braun et al., 2000), kann man weiterhin waschlieRen, dass diese Patienten
ebenfalls identifiziert werden sollten, um andereefBpiekonzepte zu erhalten (siehe auch
Kapitel 4.5). D. h. es sollte sowohl vor als auettinder eventuellen Chemotherapie eine

Knochenmarkspunktion erfolgen.

4.4 Nachweis von zirkulierenden Tumorzellen im Blut beiPatienten mit

Osophaguskarzinom und deren Einfluss auf das Uberben

4 .4.1 Detetektionsraten von zirkulierenden Tumorzellen imBlut bei Patienten mit

Osophaguskarzinom

In dieser Arbeit wurden CTC bei 27 (36,5%) von 7dtBroben von Patienten mit Oso-
phaguskarzinom nachgewiesen. Dies stimmt sehr guDaten aus verschiedenen Studien
in der Literatur tiberein, in denen die Detektiotemavon CTC bei Patienten mit Osopha-
guskarzinom zwischen 28,6% und 57,4% liegen (Kag@toal, 2004; Nakashima et
al.2003; Hashimoto et al., 2008). In unserer Stedielgte der Nachweis von CTC im Blut
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bei Patienten mit Osophaguskarzinom mittels CK-ZBATR. In den meisten entspre-
chenden Studien in der Literatur wird mit einem MNaeis von CEA mRNA gearbeitet
(Hashimoto et al., 2008; Nakashima et al., 2008\#ana et al., 2006; Liu et al., 2007). In
anderen Studien erfolgt der Nachweis von CTC ube¥ne Nachweis von squamos cell
carcinoma antigen (SCAA) (Kagonoi et al., 2004) ro8arvivin (Hoffmann et al., 2010;
Cao et al., 2009). Nur sehr selten erfolgt der Mais von CTC beim Osophaguskarzinom
dagegen Uber einen Nachweis von Zytokeratinen (gledal., 2003).

4.4.2 Die Korrelation zwischen dem Nachweis von zirkulieenden Tumorzellen und

bestimmten untersuchten klinischen Parametern

In dieser Arbeit konnte keine Korrelation zwischgem Nachweis von CTC im Blut und
dem UICC-Stadium, der TNM-Kategorie, dem Geschledbt histologischen Tumorart,
der Rezidivhaufigkeit und der Haufigkeit einer ndjioaanten Chemotherapie festgestellt
werden (siehe Tabelle 15). In anderen Studien mLderatur, in denen jeweils der Zu-
sammenhang zwischen dem Nachweis von CTC im BiuPatenten mit Osophaguskar-
zinom und bestimmten klinischen Parametern untétswird, zeigt sich dagegen eine
Korrelation zwischen dem Nachweis von CTC im Blaotdwem UICC-Stadium (Kagonoi
et al, 2004; Setoyame et al., 2006; Nakashima. e2@0D3), der N-Kategorie (Setoyame et
al., 2006; Nakashima et al.2003), dem Geschledtbg@me et al., 2006) sowie der Tumo-
rinvasionstiefe (Kagonoi et al, 2004; Setoyamel.e2806). In der hier vorliegenden Stu-
die fallt die relativ hohe Nachweisrate von CK-20 Blut bei Stadium IV Patienten auf.
So haben von den 10 Patienten mit Fernmetastasgasamt 6 (60%) einen positiven CK-
20 Nachweis im Blut, wahrend bei den 63 PatienteneoFernmetastasen nur bei 21

(33,3%) ein Nachweis von CK-20 im Blut gelang.

Es kann somit festgehalten werden, dass in dentene&udien ein Zusammenhang zwi-
schen dem Nachweis von CTC im Blut und bestimmienskhen Parametern wie dem
UICC-Stadium und der N-Kategorie besteht. In der Wiorliegenden Arbeit konnte kein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen tkamohweis von CTC im Blut und

den untersuchten klinischen Parametern gezeigtemeitds fiel jedoch eine erhdéhte Nach-
weisrate von CTC bei Patienten mit Fernmetastagén Aul3erdem zeigte sich in unserer
Studie eine Assoziation zwischen dem CK-20 Nachweiglut und/ oder im Knochen-
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mark und dem UICC-Stadium (p=0,038) (siehe Tab#flg Es ist also mdéglich, dass da
die CTC im Blut nur kurz Gberdauern kénnen undsgimit nur eine Momentaufnahme
darstellen, hier keine Assoziation nachgewieserdareikonnte. Betrachtet man aber so-
wohl die CTC im Blut als auch die DTC im Knochenkakann eine Assoziation zum
UICC-Stadium gezeigt werden, wobei die NachweisbaieStadium IV Patienten deutlich
erhoht ist. Es ist somit also moéglich, dass die uns nachgewiesenen CTC lediglich eine
Momentaufnahme darstellen. Dass sie sich alsolielligurzfristig z. B. von den Metasta-
sen oder vom Primé&rtumor gel6st haben. Eine weReadyse der CTC ware hilfreich, um

eine genauere Aussage Uber diese Tumorzellenrtregf&onnen.

4.4.3 Zusammenhang zwischen dem Nachweis von zirkuliereed Tumorzellen und

dem Uberleben

In dem von mir untersuchten Patientenkollektiv kerkein signifikanter Einfluss der CTC
im Blut auf das Uberleben festgestellt werden. Pesammenhang zwischen dem Nach-
weis von CTC im Blut und dem Gesamtiiberleben (B3€),9zwischen dem Nachweis von
CTC im Blut und dem rezidivfreien Uberleben (p=@Puind zwischen dem Nachweis von
CTC im Blut und dem tumorspezifischen Uberleben0(f9) ist jeweils nicht signifikant.
Es zeigt sich sogar fur die CK-20 positiven Patianeine etwas hohere 5-JUR von
32,11%, wahrend die 5-JUR der CK-20 negativen Rttie nur bei 31,45% liegt (vgl.
Abb. 14).

Im Gegensatz dazu wird in fast allen Studien inld&ratur, die den prognostischen Ein-
fluss von CTC bei Patienten mit Osophaguskarzinafdas Uberleben untersuchen, ein
negativer Einfluss von CTC auf das Uberleben nastegen. So wurden z. B. in der Ar-
beitsgruppe von Kagonoi et al. (Kagonoi et al., A0Blutproben von 70 Patienten mit
Plattenepithelkarzinomen des Osophagus auf CTQsuttlet. Das rezidivfreie Uberleben
(p=0,008) und das Gesamtiberleben (p=0,032) wdabei signifikant kirzer fir die Pa-
tienten, bei denen CTC im Blut nachgewiesen wurdénfir die negativen Patienten. In
einer Arbeitsgruppe von Setoyama (Setoyama eR@06) wurden Blutproben von 106
Patienten mit Karzinomen des Osophagus mittels BR-Fir CEA mRNA untersucht.

Auch in dieser Studie haben die Patienten, beimenme Nachweis von CTC gelang, ein

signifikant kiirzeres rezidivfreies Uberleben (p<@Qp Die CEA-Positivitat stellt dabei
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auRerdem einen unabhangigen prognostischen Faktatas rezidivfreie Uberleben dar
(p= 0,002). Bei Nakashima et al. (Nakashima e28l03) wurden Blutproben von 54 Pati-
enten mit Plattenepithelkarzinomen des Osophadeside RO-Resektion erhalten hatten,
mittel RT-PCR fur CEA mRNA untersucht. CEA positiPatienten weisen in dieser Stu-
die eine hohere Rezidivrate auf (P=0,036). So d=lei2l der 31 Patienten mit CTC-
Nachweis ein Rezidiv, von den 23 CEA negativendpdtin erleiden dagegen nur 9 ein

Rezidiv.

Es gibt jedoch auch viele Arbeiten in der Literatoei denen sich CTC im Gegensatz zu
DTZ nicht prognostisch auf das Uberleben bei Ptiemit unterschiedlichen Tumorenti-
taten auswirken: Bereits 1997 konnte in einer 8tadn Soeth et al. (Soeth et al., 1997)
gezeigt werden, dass der Nachweis von DTC im Knaalaek flr Patienten mit gastroin-
testinalen Karzinomen prognostisch relevant fiirdiasrleben ist, der Nachweis von CTC
im Blut jedoch nicht. Auch in Studien, in denen D@ Vergleich zu CTC bei Brust-
krebspatientinnen untersucht wurde, konnten ahali&tgebnisse erzielt werden. So zeigte
sich z. B. in einer Studie von Wiedswang (Wiedswanhgl., 2006) fur ein Kollektiv von
341 Patientinnen mit Brustkrebs, dass der NachwasDTC einen signifikanten Zusam-
menhang mit dem tumorspezifischen Uberleben hatNdehweis von CTC im Blut dage-
gen nicht. Benoy et al. (Benoy et al., 2006) untelngen bei 148 Patientinnen mit Brust-
krebs im Vergleich die Auswirkung von DTC im Knocimeark und von CTC im Blut auf
das Uberleben. Es zeigte sich auch dort, dassdsishVorhandensein von DTC im Kno-
chenmark negativ auf das Uberleben auswirkt. Datidfwensein von CTC im Blut zeigte
dagegen keinen Einfluss auf das Uberleben. Ein&iEnkg der Autoren hierfir ist, dass
die Detektion von DTC im Knochenmark moglicherweiseniger abhangig vom Zeit-
punkt der Entnahme sei, da die Zellen hier langené Uberdauern, und dass das Kno-
chenmark eventuell als ein Filterorgan fur die DIRCBIut fungiere (Soeth et al., 1997;
Benoy et al., 2006).

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dassgen§zz zu unserer Studie in den
meisten Studien in der Literatur, ein negativerflass von CTC im Blut auf das Uberle-

ben bei Patienten mit Osophaguskarzinom nachgewigsd. Eventuell ist fiir die in mei-

ner Arbeit dargestellten Ergebnisse der Zeitpurtt Rrobenentnahme verantwortlich, da
die Blutproben erst kurz vor der Operation und darach einer eventuellen neoadjuvan-
ten Chemotherapie entnommen wurden, was die Ergabmventuell beeinflusst hat. Es
ist weiterhin denkbar, dass der Nachweis von CT&CCAC lediglich einen passageren
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Zustand darstellen (Pantel et al., 2008) und diedmzellen im Blut nur kurz Gberdauern,
gar keinen Einfluss auf das Uberleben hat und sdiritErgebnisse der zuvor zitierten
Studien hinterfragt werden mussen. So hat in viSemlien in der Literatur der Nachweis
von DTC im Knochenmark wie auch in unserer Studnere starkeren Einfluss auf das
Uberleben als der Nachweis von CTC im Blut. Dielwadrtszeit von CTC im Blut ist nur

kurz und stellt somit nur eine Momentaufnahme tfaeiner Studie von Meng konnte fir
Brustkrebspatientinnen nach Operation eine Hallmgdrtder CTC im Blut von 1 bis 2,4h

nachgewiesen werden (Meng et al., 2004). Weiterhirde in mehreren Arbeiten belegt,
dass sich die Anzahl von CTC im Blut direkt nacih @peration erhdht (Ikeguchi et al.,

2005; Liu et al., 2007). Das bedeutet also, dassobsbei diesen Zellen teilwese lediglich
um Zellen handelt, die sich wahrend der Operatiom Yrimartumor gelést haben und in
sehr kurzer Zeit zu Grunde gehen werden (lkeguchl.e2005). Es sind weitere Studien
an groReren Patientenkollektiven mit Osophaguskanzi notwendig, um die Bedeutung
von CTC bei Patienten mit Osophaguskarzinom klarekonnen. Stellen diese nur einen
passageren Befund im Blut dar oder sind sie Ausduan einer erhdhten Rezidiv- und

Metastasierungswahrscheinlichkeit? In meiner Stkdimmen wir zu dem Schluss, dass
die CTC im Blut nur eine Momentaufnahme darstelied somit keinen Einfluss auf das
Uberleben und die Rezidivhaufigkeit der Patientaiem.

4.5 Ausblick

Sollte der Nachweis von isolierten Tumorzellen mitdie UICC-Klassifikation fur das
Osophaguskarzinom aufgenommen werden? Bisher fieRder TNM-Status, das Gra-
ding und die R-Kategorie mit in die Stadieneinteguund somit in die Beurteilung der
Prognose und des Therapiekonzeptes ein. Es wihdehnge diskutiert, ob auch die iso-
lierten Tumorzellen mit in die Klassifizierung aefgpmmen werden sollen, weil in der
aktuellen Stadieneinteilung bei vielen Patienten gaistrointestinalen Tumoren ein an-
scheinend zu niedriges Stadium diagnostiziert wirals dazu fihrt, dass es sogar bei Pati-
enten mit frihen Tumorstadien nach kurativer Resektum Auftreten von Rezidiven
kommt (Wolfrum et al., 2005). Fur andere Tumorétéih wurden bereits isolierte Tumor-
zellen oder Mikrometastasen in den Lymphknoten n&@chterlymphknotenresektion in

die UICC-Klassifizierung mit aufgenommen. So wuifde die Stadieneinteilung beim
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Mammakarzinom der Nachweis von isolierten Tumoezelh sonst tumorfreien Lymph-
knoten als NO(i+) und NO (mol+) mit in die N-Kategoaufgenommen, wobei (i+) fir den
morphologischen Nachweis der isolierten Tumorzell8. durch eine Immunhistochemie
steht, wahrend (mol+) den nicht morphologischenhMags also z. B. durch PCR be-
schreibt (Singletary et al., 2002). Fur das Melansthdas Vorhandensein von Mikrometa-
stasen (nicht von isolierten Tumorzellen) in unielden Wachterlymphknoten ebenfalls
in die UICC-Klassifizierung mit aufgenommen wordgershenwald et al., 2010). Beim
Osophaguskarzinom ist das noch nicht der Fall, @snliegen nur wenige Studien an rela-
tiv kleinen Patientenkollektiven fiir das Osophaguskiom vor. Es sollten weitere Stu-
dien an gréf3eren Patientenkollektiven durchgefidlerden, um den Einfluss von DTC und
CTC auf die Prognose bei Patienten mit Osophagmiskan einschatzen zu kénnen, erst
dann kann Uber eine Modifikation der Stadieneintejl nachgedacht werden. Aul3erdem
missen einheitliche Methoden zur Bestimmung von Dfnochenmark und CTC im
Blut bei Patienten mit Osophaguskarzinom festgelegjden. Es ist generell ein Problem
der Studien Uber Tumorzelldisseminierung bei Ptgiemit gastrointestinalen Tumoren,
dass keine einheitlichen Standards vorliegen (Woifret al., 2005). Es sollten weitere
Studien an gréfReren Patientengruppen mit verglarembMethoden durchgefihrt werden
(Wolfrum et al., 2005). Fur Patientinnen mit Brusthks wurde durch einen Konsensus
bereits eine Methode zur Bestimmung von DTC im Kmwenark vorgeschlagen (Rieth-
dorf et al., 2008). Diese sieht eine immunhistodsehe Bestimmung mit dem Pan-
Zytokeratin-Antikorper A45-B/B3 vor. Das Vorhandeis von DTC und CTC wird zur
Einschatzung der Prognose standardisiert durclfCddisSearch-System bereits bei Brust-
krebs-, Prostatakarzinom- sowie Kolorektalkarzin®atienten herangezogen (Van de
Stolpe et al., 2011).

Wie sinnvoll ist die Bestimmung von DTC/ CTC in deraxis? Bisher hat sich noch keine
Methode zur Bestimmung von DTC in der Klinik etaipli(Pantel et al., 2008). Meist sind

die Methoden sehr zeit- und kostenaufwandig. DegErist auch, ob sich aus der Bestim-
mung von CTC und DTC bestimmte Zieltherapien fig dukunft ergeben? So kdnnen
sich z. B. durch eine weitere Analyse der Eigenfsehavon isolierten Tumorzellen und

deren Antigenstrukturen gezielte sekundéare adjevahierapien (targeted therapy) erge-
ben, die die Prognose der betroffenen Patientezbich verbessern kbnnten. Dies konnte
bereits fur Patientinnen mit Brustkrebs gezeigtdear Hier stellt der Her2-Rezeptor eine
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Zielstruktur flr eine Therapie mit dem monoklonal@mtikdrper Trastuzumab dar,
wodurch sich die Prognose fir Patientinnen mit Hee2eptor-positivem Mammakarzi-
nom deutlich verbessert hat (Jelovac et al., 204@h fir Patienten mit Osophaguskarzi-
nom konnte bereits gezeigt werden, dass ein Nashaes Her2-Rezeptors an DTC einen
negativen Einfluss auf das Uberleben hat (Stocké¢ial., 2008). Ein wichtiges Ziel der
Forschung an CTC und DTC ist es also, die Eigerfsahaler isolierten Tumorzellen zu
untersuchen und sie durch zielgerichtete Substardiermit in ein multimodales Thera-
piekonzept eingeschlossen werden, zu eliminieréshd8 werden die Eigenschaften der
Tumorzellen haufig an Gewebeproben vom Primartunder Metastasen untersucht. Die-
se Untersuchung von Primartumoren auf bestimmtertsichaften widerspricht dabei dem
eigentlichen Prozess der Krebsentstehung und kstasung (Stocklein et al., 2008), bei
dem es erst durch die Ablosung der isolierten Zed Primartumor zur Entstehung von
Metastasen kommen kann (Chambers et al., 2002elleff ware eine Untersuchung der
CTC ein weniger invasiver Eingriff als die Untersung des Priméartumors (Van de Stolpe
et al. 2011). Es ist zudem bekannt, dass sich idienSchaften der isolierten Tumorzellen
von denen des Primartumors unterscheiden konnelm. €le verandern ihre Eigenschaften
nach der Loslésung vom Priméartumor. Das konnte. ZliBPatientinnen mit Brustkrebs in
Bezug auf eine Uberexpression des Her-2 Rezepemsigi werden. Die Uberexpression
des Her2-Rezeptors ist in vielen isolierten Tumiberevorhanden, obwohl sie im Primar-
tumor des betroffenen Patienten nicht nachweigtigiBraun et al., 2001). Dieses Veran-
dern der Eigenschaften wahrend des Prozesses dastierung wir in der Literatur auch
als Epithelial Mesenchymale Transitation (EMT) belzeet. Es konnte gezeigt werden,
dass durch die EMT z. B. auch das EpressionsmusteZytokeratinen verandert werden
kann und insbesondere die Expression vieler Zyatker runterreguliert wird (Joosse et
al., 2012). Hierdurch wird die Frage aufgeworfeb,es bei der der Suche nach isolierten
Tumorzellen nicht insgesamt zu vielen falsch negatiErgebnissen kommt und fir eine
bessere Aussage evtl. viele Zytokeratine auf eirgatdstet werden sollten, um die Rate an
falsch negativen moglichst gering zu halten? Higdves bestimmt in Zukunft weitere

Ansatze geben.

Wie bereits oben erwahnt, kénnen nicht alle istdi®e Tumorzellen durch die gangigen
Chemotherapeutika eliminiert werden. Das liegt waheinlich daran, dass sich viele iso-
lierte Tumorzellen in einem inaktiven Zustand (GtaBe des Zellzyklus) befinden, in dem
sie nicht proliferieren und viele der gangigen Ch#rarapeutika wirken nur an proliferie-
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renden Zellen (Pantel et al., 1993). Es ist alsweandig, die Eigenschaften von DTC ge-
nauer zu untersuchen, um so neue ,Targets” furvadje Therapien zu entdecken und so
die Therapie zu verbessern (Riethdorf et al., 20B8)wird erwartet, dass durch den tech-
nischen Fortschritt bei der Detektion und Charasitenung von DTC/ CTC in Zukunft
eine Verbesserung in der Therapie und der Progeostilung von Krebspatienten er-
reicht werden kann, und dass daruber hinaus nat #ilfe weitere Medikamente und Bi-

omarker entwickelt werden konnen (Van de Stolpa.€2011).

Beim Osophaguskarzinom wird immer noch diskutieiteine neoadjuvante Chemothera-
pie die Prognose verbessert. Es gibt Studien iemeime Prognoseverbesserung durch die
neoadjuvante Chemotherapie erzielt werden konntei¢g et al., 2004; Medical Research
Council Oesophageal Cancer Working Group, 2002anideren Studien zeigte sich keine
Prognoseverbesserung sondern lediglich eine gesteid/lortalitat (Visser et al., 2003;
Kaklamanos et al., 2003). Durch die Detektion varCGund DTC konnten hier vielleicht
Patienten, die von einer neoadjuvanten Therapigtipren wirden, von solchen, bei de-
nen sich durch die Therapie lediglich die Mortalgéeigert, unterschieden werden. Wei-
terhin konnte man auch beim Osophaguskarzinom el sogenannte target-Therapien
einsetzen, um die Prognose zu verbessern. Ein iBef§ip solch eine zielgerichtete Sub-
stanz ist Bevacizumab (Avastin), ein monoklonaletikorper gegen den VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor), der zurzeit in Studisi fortgeschrittenen Osophageal- und
Magenkarzinomen eingesetzt wird und bereits zwegisprechenden Ergebnissen gefihrt
hat (Shah et al 2011).
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5. Zusammenfassung

Trotz verbesserter Prognose in den letzten Jalstedié Mortalitat des Osophaguskarzi-
noms mit ca. 90% immer noch sehr hoch. Die Inzidéeg Osophaguskarzinoms in den
westlichen Landern ist dabei in den letzten Jalstergend. Auch bei kurativ operierten
Patienten kommt es bei ca. 50% der Patienten inlalMezur Ausbildung von Fernmeta-
stasen oder Rezidiven. Dem Nachweis von DTC und &Ji@mt somit auch beim Oso-
phaguskarzinom eine immer gréRere Bedeutung zdielker Arbeit wird der Frage nach-
gegangen, ob ein Zusammenhang besteht zwischenVdehandensein von DTC und
CTC und dem Uberleben bei Patienten mit Osophagzisken. Dazu wurden bei 77 Pati-
enten mit Osophaguskarzinom, die zwischen 19962006 an der Klinik fir Allgemeine-
und Thoraxchirurgie des UKSH in Kiel mit kurativertention (RO-Resektion) operiert
worden sind, Knochenmark- und Blutproben mittelstee CK-20 RT-PCR (ein vorher auf
Spezifitat und Sensitivitdt getestetes molekulddgisches Nachweisverfahren) auf das
Vorhandensein von isolierten Tumorzellen untersughschlie3end wurde deren Einfluss
auf das Uberleben analysiert. Die Uberlebenszeiterden in dieser Arbeit mittels Ka-

plan-Meier Uberlebensanalysen und multivariater-Begressionsanalyse berechnet.

Von 74 untersuchten Blutproben waren 27 (36,5%]tipdsir CK-20. Von 61 untersuch-
ten Knochenmarkproben waren 19 (31,1%) positivdKr20. Es zeigte sich fur unser Pa-
tientenkollektiv, dass Patienten, bei denen CKfaiKinochenmark nachgewiesen wurde,
ein signifikant kirzeres Gesamtiiberleben (p=0,029) tumorspezifisches Uberleben
(p=0,048) haben als Patienten, bei denen im Knouheh kein CK-20 Nachweis erfolgt
war. Es konnte dariiber hinaus in der multivarigiealyse auch gezeigt werden, dass der
Nachweis von CK-20 im Knochenmark fur das untersuéfollektiv einen unabhangigen
prognostischen Faktor fiir das Gesamtiiberleben @psD, und das tumorspezische Uber-
leben (p=0,013) darstellt. Der Nachweis von CK+420Blut zeigt fir das Patientenkollek-

tiv dagegen keinen Zusammenhang mit dem Uberleben.
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Ahnliche Ergebnisse konnte auch von zahlreicher@mStudien, bei denen der Einfluss
von DTC und CTC auf das Uberleben bei unterschibdhi Tumorentitaten untersucht
wurde, erzielt werden. Die Vermutung liegt also eiattass CTC im Blut eine geringere
Bedeutung fur die Prognose haben als DTC im Knatlagk. Das kdnnte daran liegen,
dass die Uberlebensbedingungen fiir CTC im Bluttréohgut sind wie fir DTC im Kno-
chenmark. CTC kénnen nur kurze Zeit im Blut Ubestayso dass der Nachweis von CTC
im Blut nur eine Momentaufnahme darstellt, die gd&eine Bedeutung flr die Prognose
des Patienten hat.



104

6.Anhang

Das Gesamtkollektiv RO bis RZesteht aus 94 Patienten mit einem Altersmedian6ion
Jahren (38- 84 Jahre), von denen 79 (84%) mansimahund 15 (16%) weiblich. Bei 86
Patienten (91,5%) ist eine RO-Resektion erfolgt,Patienten (6,4%) erfolgte eine R1-
Resektion und bei 2 Patienten (2,1%) eine R2-R&sekt

Die histologischen Tumorarten verteilen sich fis daesamtkollektiv RO bis R2 wie in
Tabelle 24 dargestellt.

Tabelle 24: Verteilung der histologischen Tumordreim Gesamtkollektiv RO-R2 (n=94)

Tumorart Haufigkeit absolut (in
%)

Plattenepithelkarzinom 43 (45,7)

Adenokarzinom 43 (45,7)

Neuroendokriner Tumor 1(1,1)

Unbekannt 7(7,5)

Die Verteilung der TNM-Klassifizierung stellt sietie folgt dar:

Tabelle 25: Verteilung der TNM-Klassifikatiorbeim Patientenkollektiv RO-R2 (n=94) (Prozentangabe
jeweils fur die Kategorie T, N und M)

Kategorie T N M
0 42 79 (84%)
(44,7%)
1 23 52 14 (14,9%)
(24,5%) (55,3%)
2 28
(29,8%)




Daraus ergeben sich fir das Gesamtkollektiv R&RBislie folgenden UICC-Stadien (nach

UICC 2005):
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38
(40,4%)

2 (2,1%)

3 (3,2%)

1(1,1%)

Tabelle 26: Verteilung der UICC-Stadien beim Pattenkollektiv RO- R2 (n=94)

Der Differenzierungsgrad der Tumoren (Grade) ikjdndermalien verteilt:

Tabelle 27: Verteilung des Differenzierungsgradbeeim Patientenkollektiv RO-R2 (n=94)

Stadium Haufigkeit absolut (in %)
| 20 (21,3)

I 34 (36,2)

n 22 (23,4)

v 14 (14,9)

Unbekannt 4 (4,2)

Grade Haufigkeit absolut (in %)
1 6 (6,4)

2 44 (46,8)

3 39 (41,5)

Unbekannt 5(5,3)
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Als neoadjuvante Therapie hatten 34 (36,2%) deeRan zuvor eine Chemotherapie er-
halten, 49 (52,1%) der Patienten hatten keine Chkiwenapie erhalten, bei 11 Patienten
(11,7%) war unbekannt, ob eine Vortherapie durdifygfworden war. Die beobachtete
Rezidivhaufigkeit im vorliegenden Patientenkollgkbetragt 41,49% im Beobachtungs-
zeitraum. Das mediane Uberleben im Patientenkollék®-R2 betragt 27 Monate. Die 5-
JUR fir das Patientenkollektiv RO-R2 betragt 37,29%
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Abb. 22: Zusammenhang zwischen UICC-Stadium und Wbebken fir das Gesamtkollektiv RO bis R2

An der senkrechten gestrichelten Linie bei 60 Moeatsind die prozentualeB-JUR in Klammern darge-
stellt. Die p-Werte fiir den Vergleich der kumulaém Uberlebenswahrscheinlichkeiten bei den verschie-
denen UICC-Stadierwurden mit dem Log-Rank-Test errechnet und sind g@lg paarweise (Spalte: Zeile)
fur die verschiedenen Stadien der Tabelle rechts oben angegeben. St.: UICC ditan.
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b) iRezeies Uberleben
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Abb. 23: Zusammenhang zwischen Stadiengruppe uncktiben fiir das Patientenkollektiv RO bis R2

a) Gesamtiiberleben b) rezidivfreies und c) tumoiafisches Uberleben. Die p-Werte fir den Vergleich
der kumulativen Uberlebenswahrscheinlichkeiten dbeiden Gruppen wurden mit dem Log-Rank-Test
errechnet. An der senkrechten gestrichelten Linieil60 Monaten sind die prozentualen 5-JUR in Klam-
mern dargestellt (23a). An der horizontalen geshddten Linie bei der kumulativen Uberlebenswahr-
scheinlichkeit von 0,5 ergibt sich das mediane Uleden und ist in Monaten in eckigen Klammern ange-
geben. I und II: UICC-Stadien | und II, Il und IV: UICC-Stadien IIl und IV.
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Abb. 24: Zusammenhang zwischen T-Kategorie und Ubken fiir das Gesamtkollektiv RO bis R2

a) Gesamtiiberleben b) rezidivfreies und c) tumorafisches Uberleben. An der senkrechten gestricaelt
Linie bei 60 Monaten sind die prozentualeg+JUR in Klammern dargestellt (24a). Die p-Werterfden
Vergleich der kumulativen Uberlebenswahrscheinliobiken bei den verschiedenen T-Kategorianirden

mit dem Log-Rank-Test errechnet und sind jeweilsapaeise (Spalte: Zeile) fir die verschiedenen T-

Kategorien in der Tabelle rechts oben angegeben.
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a) Gesamtuberleben b) Rezidivfreies Uberleben
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c) Tumorspezifisches Uberleben
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Abb. 25: Zusammenhang zwischen N-Kategorie und Ubken fiir das Gesamtkollektiv RO bis R2

a) Gesamtiiberleben, b) rezidivfreies Uberleben w)dumorspezifisches Uberleben. An der senkrechten
gestrichelten Linie bei 60 Monaten sind die prozeaten 5- JUR in Klammern dargestellt (25a). Die p-
Werte fiir den Vergleich der kumulativen Uberlebersiwscheinlichkeiten der beiden N-Kategoriemur-
den mit dem Log-Rank-Test errechnet. An der horizalen gestrichelten Linie bei der kumulativen Uber-
lebenswahrscheinlichkeit von 0,5 ergibt sich das disme Uberleben und ist in Monaten in eckigen
Klammern angegeben.
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c) Tumorspezifisches Uberleben
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Abb.26: Zusammenhang zwischen M-Kategorie und Uleten fir das Gesamtkollektiv RO- R2

a) Gesamtiiberleben b) rezidivfreies Uberleben undumorspezifisches Uberleben. An der senkrechten
gestrichelten Linie bei 60 Monaten sind die prozeaten 5- JUR in Klammern dargestellt (26a). Die p-
Werte fur den Vergleich der kumulativen Uberlebersiwscheinlichkeiten der beiden M-Kategoriemur-
den mit dem Log-Rank-Test errechnet. An der horizalen gestrichelten Linie bei der kumulativen Uber-
lebenswahrscheinlichkeit von 0,5 ergibt sich das disme Uberleben und ist in Monaten in eckigen
Klammern angegeben.
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