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Kurzreferat

In Deutschland gehort das kolorektale Karzinom zu den héaufigsten Tumor-
erkrankungen. Die Diagnose gestaltet sich aufgrund erst sehr spét einsetzender
Symptome zudem oft sehr schwierig.

Beim Mammakarzinom ist bereits eine Vielzahl von Fakten im Zusammenhang mit
dem HER-2/neu-Onkogen bekannt. So gehért der HER-2 Status im Rahmen der
Prognoseabschatzung bei Brustkrebs-Patienten zu den wichtigsten Parametern.
Weiterhin wird das Onkogenprodukt (HER-2 Rezeptor) als Target fur eine
spezifische Antikdrpertherapie genutzt.

Der Zusammenhang zwischen HER-2/neu Onkogen und dem kolorektalen
Karzinom bleibt bis dato jedoch weitestgehend ungeklart.

Ziel dieser Arbeit war es, die tumorbiologische Relevanz und die Bedeutung des
HER-2 Status als prognostischer Faktor beim kolorektalen Karzinom, naher zu
untersuchen. Korrelieren die HER-2 Gewebeexpressionen mit dem HER-2
Serumkonzentrationen und/oder anderen Tumor-/Patientenparametern? Wieviel
Prozent der kolorektalen Karzinome zeigen eine Uberexpression, und eignet sich
HER-2 als Prognosefaktor?

Um diese Fragen zu klaren, untersuchten wir die Seren von 88 Patienten mit
kolorektalen Karzinomen und bestimmten bei 74 von ihnen den HER-2
Gewebestatus im Primartumor. Zur Sicherheit wurden die Gewebe-positiven Félle
zusatzlich noch auf DNA-Ebene mittels CISH abgeklart.

Es stellte sich heraus, dass nur ein sehr geringer Anteil der Karzinome eine HER-2
Gewebeliberexpression zeigten. Jedoch korrelierten Serum-HER-2 Konzentrationen
und Uberlebenszeiten sehr eindrucksvoll miteinander. Somit scheint der HER-2
Rezeptor beim kolorektalen Karzinom aufgrund mangelnder Prasenz (im Gegensatz
zum Mammakarzinom) nicht als Therapie-Target geeignet zu sein. Als
Prognosefaktor und eventuell auch als Verlaufsparameter kénnte die routineméfSige
Bestimmung der HER-2 Serumkonzentration zur Evaluierung bestehender

Therapiekonzepte und Prognoseabschitzung beim kolorektalen Karzinom beitragen.

Benecke, Matthias: HER-2 Expression bei kolorektalen Tumoren: Korrelation der
Expression des membrangebundenen HER-2 mit der Serumkonzentration des
l6slichen Antigens und patienten- bzw. tumorspezifischen Parametern. Halle, Univ.,
Med. Fak., Diss., 66 Seiten, 2003
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VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN UND SYMBOLE

AP alkalische Phosphatase

CA Carbanhydrase

CEA carcinomembryonales Antigen

CISH Chromogen in-situ Hybridisierung

DAB Diaminobenzidin

CRP C-reaktives Protein

DNA Desoxy-Ribo-Nukleinsaure

EGFR epidermal growth factor receptor (epidermaler Wachstumsfaktor
Rezeptor)

ELISA Enzym-Linked-Immuno-Sorbent-Assay

FAP Familidre Adenomatdse Polyposis

FISH Fluoreszenz in-situ Hybridisierung

FITC Fluoreszeinisothiocyanat

Hb Héamoglobin

HNPCC Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer

HNU human neu Units

IHC Immunhistochemie

ISH in-situ Hybridisierung

kD Kilodalton

LDH Laktatdehydrogenase

M Fernmetastasen

M+ Fernmetastasen vorhanden

M- keine Fernmetastasen vorhanden

N Regionare Lymphknoten

NDF Neural Differentation Factor

OPD O-Phenylenediamine

R Resektionsergebnis

RNA Ribonukleinsédure

T Primartumor

TMB Tetra-Methylbenzidine

U Units

WHO World Health Organization
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1. EINLEITUNG

1.1 Das kolorektale Karzinom

1.1.1 Epidemiologie, Atiologie und Inzidenz

Das kolorektale Karzinom gehort nach dem Bronchial- und Prostatakarzinom beim
Mann und dem Mammakarzinom bei der Frau mit 9% aller Karzinome zu den am
haufigsten auftretenden malignen Erkrankungen. Die Inzidenz ist deutlich héher
als die Mortalitatsrate und steigt seit Jahren weiter an. Mit 55000-60000
Neuerkrankungen pro Jahr und etwa 30000 Todesfallen rangiert das kolorektale
Karzinom jedoch an zweiter Stelle bei den Krebstodesursachen in Deutschland (1,
2). Demnach erkranken ca. 6% der Bevolkerung Deutschlands im Laufe ihres

Lebens an einem kolorektalen Karzinom.

Atiologisch scheint es sich um ein multifaktorielles Geschehen zu handeln. Bei der
Entstehung eines kolorektalen Karzinoms nehmen vor allem Essgewohnheiten (3-
5), Konsum von Alkohol/Tabak (5), familidre und hereditdre Faktoren Einfluss auf
die Karzinogenese. Zu den Risikogruppen gehéren weiterhin Patienten mit Colitis
ulcerosa (5, 6), Morbus Crohn (5, 7) und einem friheren kolorektalen oder

weiblichen Genital- oder Mammakarzinom.

Mit zunehmendem Alter steigt das Risiko an einem kolorektalen Karzinom zu
erkranken. Der Haufigkeitsgipfel der Erkrankung liegt bei einem Alter von 65
Jahren. Lediglich ca. 5% der Patienten sind jlinger als 43 Jahre (5)

1.1.2 Pathologische Grundlagen, Prognosefaktoren und Therapieansitze

Zu 29% ist das kolorektale Karzinom im Colon ascendens, transversum oder
descendens lokalisiert, gefolgt von Sigma (25%) und Rektum (23%). Die restlichen
kolorektalen Karzinome sind im Zékum und rektosigmoidalen Ubergang anzutreffen
(1). Histologisch sind in der weit Uberwiegenden Mehrzahl Adenokarzinome zu

finden (8).

Lokal breitet sich das kolorektale Karzinom durch die Schichten der Darmwand in

das perikolische bzw. perirektale Fettgewebe aus. Die Metastasierung erfolgt

1



zundchst Uber den Ilymphogenen Weg. Eine systemische Entfernung des
Lymphabflussgebietes ist daher fir eine mogliche kurative Operation, zur
Vermeidung von Lokalrezidiven und sekundiren Fernmetastasen, entscheidend (1,
S5, 9). Ein Einbruch des Tumors in die BlutgefdfSse, was zu einer h&matogenen
Streuung flihrt, ist erst zu einem spéateren Zeitpunkt der Erkrankung zu erwarten.
Die Haufigkeitsverteilung der Metastasenlokalisation unterscheidet sich beim
Rektum- und Kolonkarzinom durch die unterschiedlichen Drainagegebiete. Das
Kolonkarzinom metastasiert vor allem in Lymphknoten, Leber, Lungen und in das
Skelett (1, 5). Beim Rektumkarzinom hingegen finden sich aufgrund eines
zusiatzlichen kavalen Metastasierungsweges vermehrt Lungenmetastasen (1, 10).
Ein Metastasenbefall des Gehirns ist dagegen erst im weiteren Verlauf der
Erkrankung zu erwarten. Patienten mit ausschliefSlichem Leberbefall haben eine

gunstigere Prognose (1).

Die Diagnose gestaltet sich oft schwierig und erfolgt meist erst im fortgeschrittenen
Stadium. Etwa 30% aller Patienten weisen bei Diagnosestellung einen Lymph-
knotenbefall auf, weitere 25% haben Fernmetastasen. Der Grund hierfir liegt in
dem oft langen symptomfreien Erkrankungsverlauf und in der Anwendung von
unzureichend aussagekréaftigen Screeningverfahren. Der Hamoccult-Test zum
Beispiel erfasst nur fortgeschrittene Karzinome und besitzt eine Sensitivitdt von nur
ca. 48-60% (5, 11). Den besten Effekt erreicht man, im Rahmen der sekundaren
Pravention, mit einer Sigmoidoskopie bzw. Koloskopie alle 5 bis 10 Jahre (1). Da es
heute als gesichert gelten kann, dass die Mehrzahl der kolorektalen Karzinome auf
dem Boden eines vorbestehenden Adenoms entstehen (Polyp-Karzinom-Sequenz)
(12), kann man endoskopisch entdeckte Polypen abtragen und somit die
Entstehung eines Karzinoms schon im Vorfeld verhindern. Klinische Symptome wie
Verdanderung der Stuhlgewohnheiten (bis hin zu abwechselnder Obstipation und
Durchfallen), Bauchschmerzen, Blutabginge oder okkultes Blut im Stuhl,
korperliche Schwiache und Schmerzen fihren leider haufig erst spat zur Diagnose.
Der weitere Krankheitsverlauf ist meist von der Metastasensymptomatik gepragt (1).
Auch noch in den letzten Jahren hat sich gezeigt, dass trotz verbesserter Screening-
verfahren und apparativer Diagnostik die Prognose kolorektaler Karzinome nach
wie vor schlecht ist. Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt fiir alle Tumorstadien
zusammen im Durchschnitt nur bei ca. 58% (2) und ist entscheidend vom

Tumorstadium abhangig.



Stadium TNM-Staging 5-J.-Uberlebensraten (in %)

Stadium O Tis NO MO 100
Stadium I T1 NO MO 100
T2 NO MO 85
Stadium II T3 NO MO 70
T4 NO MO 62
Stadium III jedes T N1 MO 60
jedes T N2, N3 MO 30
Stadium IV jedes T jedes N M1 3

Tabelle 1: Ubersicht tiber die TNM-Klassifikation fiir Kolon- und Rektumkarzinome,

die der Arbeit zugrunde liegt und dazugehorige 5-dahrestberlebensraten (13)
Folgende Prognosefaktoren sind beim kolorektalen Karzinom relevant:
Tumor-Ausbreitungsstadium (Staging)

Grading
Radikalitdt der Operation

> Wb

Patientenspezifische Faktoren

zu 1)

Die Prognose hangt im wesentlichen von der Tumorausdehnung/Stadium nach
dem System von Dukes oder dem TNM-System ab.

Eine starke Verschlechterung der Prognose zeigt sich, wenn der Prim&rtumor die
Organgrenzen bereits durchbrochen hat, die umgebenden Lymphknoten infiltriert
(Stadium III) und/oder fernmetastasiert ist (Stadium IV). Das Risiko eines loko-
regionaren Rezidivs erh6ht sich hierbei von 8 auf 56% (14, 15).

zu 2)

Zur Definition des Differenzierungsgrades werden zytologische Kriterien (Kern-
atypien, Zellpolymorphien, Mitosezahl) unter dem Vergleich zum Normalgewebe

herangezogen. In dieser Arbeit wird die Einteilung der WHO verwendet:

G1 Gut differenziert

G2 Mafdig differenziert
G3 Schlecht differenziert
G4 Undifferenziert

GX  Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden



Der Differenzierungsgrad (Malignitatsgrad) verschlechtert mit steigender Ent-
differenzierung die Prognose.

zu 3)

Das therapeutische Vorgehen richtet sich entscheidend nach der Ausdehnung und
moglichen Mikrometastasen des Karzinoms. Die Operation steht hierbei im
Vordergrund. Praoperativ sind ein genaues Staging und das Erkennen bzw. der
Ausschluss von Fernmetastasen unerlasslich. Aufgrund der heute niedrigen
Letalitdtsraten, die auch bei alten Patienten noch unter 3% liegen, und guten
Langzeitprognosen ist eine radikale Resektion inklusive Lymphadenektomie mit
tumorfreien Schnittrdndern (=R0O-Resektion, En-bloc-Resektion) mit kurativem Ziel,
vor allem bei friihen Tumorstadien in jedem Fall in Betracht zu ziehen. Durch RO-
Resektion erreicht man heute eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 80-85% beim
Kolonkarzinom und 70-75% beim Rektumkarzinom im Stadium I und II (16). Im
WHO Stadium III liegt diese ohne weiter medikamentdse (adjuvante) Therapie nur
noch bei 27% (17). Auch bei bereits bestehender Fernmetastasierung kann unter
palliativen Gesichtspunkten ein chirurgisches Vorgehen sinnvoll sein. Die
Verbesserung der Lebensqualitat des Patienten steht hierbei neben der Lebens-
verlangerung im Vordergrund. Bei einer Resektion mit verbleibendem Residual-
tumor Uberleben die Patienten nur in 15% der Falle die folgenden S Jahre (16).
Durch zahlreiche grofe Studien abgesichert, wird beim Kolonkarzinom ab dem
Stadium III eine adjuvante Chemotherapie und beim Rektumkarzinom ab dem
Stadium II eine adjuvante Radio-/Chemotherapie eingesetzt (18). Verschiedene
Mono- und Kombinationstherapien stehen hier zur Verfligung. Trotz der
Verfigbarkeit dieser Therapieoptionen kann nach einer kurativen Operation,
aufgrund moglicher Rezidive, nicht von einer unbedingten Heilung des Patienten
ausgegangen werden (19). Staging, biologische Aggressivitdt des Tumors und die
adjuvante (Radio-)/Chemotherapie haben ebenfalls entscheidend Einfluss auf die
Langzeitprognose und eine mogliche Heilung.

zu 4)

Weiterhin kénnen zahlreiche patientenspezifische Faktoren prognostisch relevant
sein. Der Nachweis von verschiedenen molekulargenetischen Ereignissen (siehe
Abschnitt ,Genetische Aspekte“) und der Tumormarker CEA und CA19-9 (5) sind
hierbei von Bedeutung. Aber auch Allgemeinzustand, Alter und psychische
Faktoren (20) haben Einfluss auf die Prognose. Im metastasierten Stadium sind
auflerdem folgende Prognoseparameter von Bedeutung: Metastasenzahl und -

lokalisation, Leukozytenzahl, alkalische Phosphatase und LDH im Blut des



Patienten, wobei erhoéhte LDH, erhéhte alkalische Phosphatase und hohe

Leukozytenzahlen (Gber 10000) fir eine geringere Lebenserwartung sprechen (1).

1.1.3 Genetische Aspekte

In der Literatur findet man eine grofie Variationsbreite der Anteile von kolorektalen
Tumoren, welche auf genetische Ursachen zurlickzufiithren sind. Die Angaben
variieren zwischen 5-20% (21-23). Eine Vielzahl von Studien lieferten Erkenntnisse
Uber Vererbungsmodelle (21, 22, 24), Krebsentstehung aus Adenomen (25) und

genetische Mutationen, die zur Karzinomentstehung fihren (12).

Hereditdre kolorektale Karzinome lassen sich in die familidre Polyposis und in die
nicht-polypdsen Typen einteilen (23). Die Polyposis manifestiert sich gewéhnlich im
frihen Alter (22). Hier sind vor allem die familidre adenomatdse Polyposis (FAP), die
juvenile Polyposis, das Gardner-, Peutz-degher's- und Turcot's- Syndrom zu
nennen (1, 21, 23). Diese Syndrome sind jedoch sehr selten und beanspruchen per
se weniger als 0,5 % der kolorektalen Karzinome (1, 21-24). Der nicht-polypdse Typ
ist als HNPCC (Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer) oder Lynch-Syndrom (1,
24) bekannt. 10-15% aller kolorektalen Karzinome sind auf das Lynch-Syndrom
zuruckzufihren (1). Eine mismatch-repair Enzym-Mutation fihrt beim Lynch-

Syndrom zu einem vermehrten Auftreten von Adenokarzinomen.

Von Bedeutung bei der genetisch-assoziierten Karzinomentstehung sind beim
kolorektalen Karzinom Punktmutationen von N-ras, K-ras (5, 26, 27), myb, HER-
2/neu (siehe unten) und c-myc (5). Weiterhin spielt die Inaktivierung der
Suppressorgene pS53 (auf dem Chromosom 17pS53), DCC (auf dem Chromosom
18g21) oder des APC-Gens durch Allelverlust oder Mutationen eine Rolle (5, 12, 28).

1.2 Onkogene

1.2.1 Allgemeines

Wesentlicher Bestandteil der Karzinogenese ist die Verdnderung des Zell-Genoms,
was zu einer Transformation der Zelle fihrt. Diese genetischen Verdnderungen

werden als Mutationen bezeichnet.



Onkogene wurden urspringlich in Viren gefunden und sind in der Lage, Zielzellen
zu transformieren. In Analogie zu Onkogenen gibt es humane zellulare Gene, die als
Protoonkogene bezeichnet werden. Sie wirken entscheidend an der normalen
Zellproliferation, Gewebedifferenzierung und Embryonalentwicklung mit und finden
sich somit auch in nicht-malignen Zellen (29, 30). Die Aktivierung solcher
Protoonkogene zu transformierenden Onkogenen spielt eine wichtige Rolle in der
Karzinogenese (31, 32). Als Gegenspieler dieser Protoonkogene existieren
sogenannte Tumor-Suppressorgene (Antionkogene), welche die Karzinogenese
supprimieren. Die Genprodukte der Protoonkogene und Tumorsuppressorgene
stehen in einem empfindlichen Gleichgewicht miteinander. Eine Aktivierung bzw.

Hemmung dieser Gene kann somit in einer Krebsentstehung mtinden (28).

Ungefahr 100 Onkogene sind bis dato beschrieben (28). Die Aktivierung eines

Protoonkogens ist auf verschiedenen Wegen moéglich (32, 33):

virale Aktivierungsmechanismen:

1. insertionale Mutagenese (Einbau von in DNA umgeschriebener viraler

RNA (durch Reverse Transkriptase) in die

Wirtszelle)

2. Transduktion (Ubertragung von zelluliren Genen durch
Retroviren)

nicht-virale Aktivierungsmechanismen:

1. Punktmutationen (Veranderungen einer DNA-Base durch

exogene oder endogene Einfliisse)

2. Genamplifikationen (Produktion zusétzlicher Genkopien, die zu
erhohter Genexpression fihren)

3. chromosomale Translokation (Chromosomensegment-Austausch oder -

Verschiebung)

Die Uberexpression solcher Onkogene und ihrer Genprodukte im Tumorgewebe und
in den entsprechenden Seren setzt man nun schon seit einiger Zeit als Marker flr
Verlaufskontrollen bei Krebspatienten ein (34). Beim Mammakarzinom ist das ein

wichtiger Parameter bei der Erkennung von okkulten Metastasen bzw. Rezidiven.



1.2.2 Das HER-2/neu-Onkogen (c-erbB-2)

Da dieses Protoonkogen von mehreren Arbeitsgruppen unabhéngig voneinander
isoliert wurde, existieren verschiedene Synonyme (HER-2/neu, NEU, c-erbB-2) (35-
38).

NEU (HER-2/neu) wurde erstmals in Neuroglioblastoma der Ratte, die durch Ethyl-
nitrosoharnstoff induziert wurden, identifiziert (38, 39).

Fukushige et al. konnten dann 1986 dieses Protoonkogen auf dem langen Arm des
Chromosom 17 in der Bande 12 (17q12) lokalisieren (36, 40).

Als Translationsprodukt wurde ein transmembrandses 185 kD Glykoprotein mit
Tyrosinkinaseaktivitdt, genannt p185, nachgewiesen (41-43). Dieses zeigt deutliche
Homologie zum 170 kD epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor EGFR (=p170), der
durch das c-erbB-1 Protoonkogen synthetisiert wird (36-38, 44-46). Nicht nur
maligne transformierte Zellen exprimieren p185 (46, 47); vielmehr konnten Gullick
et al. bereits 1987 durchschnittlich ca. 100000 p185-Molektile in normalen Zellen
finden (48). In Homologie zum EGFR setzt sich das pl185 aus drei Domé&nen
zusammen (33, 36, 41, 43, 44, 49, 50):

1) Das extrazelluldre Fragment zeigt ca. 43% Homologie zum EGFR und enthalt
auch wie dieser zwei cysteinreiche Cluster (37, 43, 44). Mit einer Liganden-
Bindungsstelle repriasentiert diese Doméne die Rezeptorfunktion des pl185. Die
Gruppe der Wachstumsfaktorrezeptoren (EGFR=HER-1, HER-2, HER-3, HER-4)
sind in der Lage Homo- (z.B. HER-2/HER-2) oder Heterodimere (z.B. HER-2/EGFR,
HER-2/HER-3, etc.) zu bilden. Dadurch kann es zu einer Aktivierung eines
benachbarten, kooperierenden Rezeptors kommen (51-53). 1990 konnte von Lupu
et al. ein spezifischer Ligand fir das c-erbB-2-Protein und den EGFR nachgewiesen
werden (54). Er wurde NDF (neural differentiation factor; Synonyme: Neuregulin,
Heregulin) genannt. Spéter sollte sich jedoch herausstellen, dass der Ligand nicht
direkt den HER-2-Rezeptor aktiviert, sondern vielmehr tiber Heterodimere (HER-
2/HER-3, HER-2/HER-4 etc.) die Phosphorylierung von p185 bewirkt (53, 55, 56).
Bis dato ist kein direkter Ligand fir das HER-2 Protein bekannt — alle bekannten
Peptide wirken uber die Heterodimerisierung mit anderen Wachstumsfaktoren.
Hierdurch wird die zentrale Rolle des HER-2-Rezeptors innerhalb der EGF-R/ErbB-
Familie deutlich und ist eine mogliche Erklarung fiir sein hohes transformierendes
Potential (53, 56, 57).

Interessanterweise scheint das Heterodimer HER-2/HER-4 eine besondere Rolle
beim fortgeschrittenen Stadium der Karzinogenese zu spielen und die gleichzeitige

Uberexpression beider Proteine fiir eine schlechtere Prognose zu sprechen (58).
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2) Ein transmembrandses Zwischensegment stellt einen hydrophoben ,Anker“ in
der Zellmembran dar. Eine Punktmutation oder Genamplifikation im Bereich dieser
Transmembrandomane fihrt zu einer Aktivierung des c-erbB-2-Protoonkogens und
resultiert in einer erhdhten Tyrosinkinaseaktivitdt (42, 59). Darin liegt wahr-
scheinlich der Einfluss auf die Kanzerogenese begriindet.

3) C-terminal befindet sich die intrazellulire Domé&ne des pl85. Eine weitere
Untergliederung in einen Teil mit Tyrosinkinaseaktivitdt und in ein carboxy-
terminales Ende ist hier sinnvoll. In der Aminosduresequenz fur die Tyrosin-
kinasedoméne konnte eine Homologie zu p170 (EGFR) von ca. 82% (37, 44, 55) und

fir den carboxyterminalen Bereich nur 33% (55) nachgewiesen werden.

NH;
extrazelluldr cysteinreicher Cluster
(Liganden-
Bindungsstelle)

cysteinreicher Cluster

Transmembranregion

Tyrosinkinase
intrazellular

Zwischensegment

COOH

Abbildung 1: Schematische Darstellung des HER-2 Rezeptors

Bereits 1989 entdeckten Hayes et al. in menschlichem Serum und in Uberstdnden
von Zellreihen durch Western-Blot-Methoden ein ca. 100 kD-Protein (60). Dieses
Molekul konnte dann, aufgrund seiner Affinitdt zum anti-HER-2 Antikorper, als
losliches HER-2 Fragment (Shed-Antigen) identifiziert werden (61-64). Die

Abspaltung dieses Fragments geht vermutlich auf die Wirkung spezifischer



Proteasen zuriick (50, 65). Eine endgultige Klarung der (patho)physiologischen
Relevanz dieses Molektils fiir den Krankheitsverlauf und dessen Einfluss auf HER-
2 gerichtete therapeutische Konzepte steht noch aus (62, 66). Jedoch deuten einige
Studien auf eine Nutzbarkeit des 16slichen HER-2 Fragment als prognostischen

Faktor hin (63, 67-72).

In den letzten Jahren konnten zahlreiche Arbeitsgruppen zeigen, dass zumindest
flir das Mammakarzinom eine HER-2 Uberexpression bzw. eine HER-2
Amplifikation mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist (47, 49, 50, 73-88). Bei
etwa 15-25% der Mammakarzinome konnte eine HER-2 Uberexpression
nachgewiesen werden (49, 50, 73, 81, 83, 85-90). AufSierdem wurde eine Korrelation
zwischen Amplifikation und Uberexpression gezeigt (73, 89, 91-93). Eine weitere
interessante Erkenntnis lieferten Lichtenstein et al. 1990. Anhand von Zellkulturen
des Ovarialkarzinoms konnte die Arbeitsgruppe eine Korrelation zwischen HER-2
Uberexpression und einer gesteigerten Resistenz gegentiber zytotoxischen Effekten
des Tumornekrosefaktor und lymphokinaktivierten Killerzellen nachweisen (94).
1998 konnte Sleijfer et al. anhand von (kleinzelligen)-Lungenkarzinom Zellreihen
dhnliche Ergebnisse aufzeigen (95). Dieser Ansatz lasst Raum fir Spekulationen
zur Tumorbiologie von HER-2 tiberexprimierenden Karzinomen.

Von grofdem klinisch-onkologischen Interesse im Zusammenhang mit HER-2 tber-
exprimierenden Mammakarzinomen ist seit den letzten Jahren die Entwicklung des
humanisierten monoklonalen Antikérpers Trastuzumab (Herceptin® =rhuMA4D5)
gegen die extrazelluldre Doméane des HER-2 Rezeptors geworden (50, 57, 87, 88, 96,
97). Da auch eine Resistenz von HER-2 Uberexprimierenden Tumoren gegenuiber
bestimmten Chemotherapeutika diskutiert wird (88, 98-100), bietet sich dadurch
die Moglichkeit, die HER-2 Uiberexprimierenden Zellen mit diesen Antikérpern ganz
spezifisch einer Chemotherapie zuginglich zu machen. Beim Mammakarzinom
konnte bereits in randomisierten klinischen Studien eine signifikant verlangerte
Uberlebenszeit flir Patientinnen mit HER-2 Uberexprimierenden Tumoren, unter
Anwendung von Chemotherapie + Trastuzumab, nachgewiesen werden (87, 96).
Besonders Platinverbindungen und Trastuzumab in Kombination zeigen einen
deutlich synergistischen Effekt. Eine moégliche Erklarung ist hier die Hemmung der
DNA-Reparaturmechanismen durch die HER-2-Rezeptor Blockierung, wodurch es
durch die Platinverbindungen-induzierten DNA-Schiden zu einer Potenzierung des

zytotoxischen Potentials kommt (87, 101, 102).



Zum jetzigen Zeitpunkt ist nach dem Stand der Forschung eine HER-2
Uberexpression bei ca. 10-15% aller Magenkarzinome (11, 30, 103-113), ca. 10-
15% aller kolorektalen Karzinome (114-117) bis zu 60% aller Pankreaskarzinome
(118-120) und sehr gering auch bei Harnblasen- (121, 122), Speicheldrtisen- (37),
Lungen- (123-126), und Prostatakarzinomen (127) zu erwarten. Die Datenlage zur
anti-HER-2 gerichteten Therapie solcher Tumoren ist bis heute jedoch noch

weitgehend unklar.

1.3 Bestimmungsmethoden zum Nachweis einer HER-2 Uberexpression

Zur Bestimmung einer HER-2 Uberexpression lassen sich verschiedene
Detektionssysteme verwenden. Zum einen existieren Nachweismethoden, die auf
der Interaktion von spezifischen Antikérpern mit der extrazellularen Domé&ne des
HER-2 Rezeptors basieren. Grundlage hierfiir war die Entdeckung von Antikérpern
in mit Brustkrebs-Zellkultur-Extrakten immunisierten Mausen (54, 102). Auf dieser
Basis lasst sich mittels Immunhistochemie (IHC) eine HER-2 Proteintiberexpression
in Geweben und mittels ELISA-Tests (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) die
Konzentration des loslichen HER-2 Molektls (Shed-Antigen) im Serum bestimmen.
Zum anderen ist es moglich, eine HER-2/neu Amplifikation auf DNA-Ebene mittels
Fluoreszenz-in-situ Hybridisierung (FISH) bzw. Chromogene-in-situ Hybridisierung
(CISH) nachzuweisen.

Bei den auf IHC-Basis arbeitenden Kitsystemen fand der auch in dieser Arbeit
verwendete Hercept-Test® die breiteste Anwendung. Es gab allerdings Diskussionen
Uber die Sensitivitdt und Spezifitat dieser Tests (128, 129). Dies betrifft vor allem
die sog. 2+ positiven Tumore (auf einer Skala von O bis 3+). Daher wird in dieser
Arbeit, wie auch nach zunehmendem Konsens empfohlen, bei den 2+ positiven
Tumoren eine HER-2 Uberexpression zusitzlich auf DNA-Ebene (mittels CISH-
Analyse) nachgewiesen.

Eine Vielzahl von Studien bediente sich bereits der ELISA-Technik, um erhoéhte
HER-2 Serumkonzentrationen bei Mammakarziom-Patientinnen nachzuweisen. Da
die Detektionssysteme zum Nachweis einer HER-2 Amplifikation bzw. Gewebe-HER-
2 Expression sehr aufwendig sind, kénnte die ELISA-Technik hier moégliche Ansétze
zum Nachweis einer HER-2 Uberexpression bieten. Beim Mammakarzinom und
spater auch bei anderen Karzinomen konnte somit eine Korrelationen von Serum-
HER-2- Konzentrationen zu Gewebe-HER-2 Expression, Metastasierung, Rezidiv-
auftreten und anderen klinischen Parametern nachgewiesen werden (50, 70, 113,

130-133). Allerdings gibt es auch einige Berichte, in denen kein Zusammenhang
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zwischen erhéhten Serum HER-2 Konzentrationen und klinischen Parametern bzw.
klinischen Verlaufen gefunden wurde (134). Die Autoren dieser Studien machten
jedoch zu kleine Patientenzahlen oder Probleme bei der experimentellen Durch-

fihrung moéglicherweise daflir verantwortlich.

1.4 Zielsetzung

Diese Arbeit soll dazu beitragen, die tumorbiologische Relevanz von HER-2 beim
kolorektalen Karzinom und dessen Bedeutung als prognostischer Faktor zu klaren.
Im Hinblick auf die Nutzung des HER-2 bei Mammakarzinomen, als thera-
peutisches Target flir eine anti-HER-2 gerichtete Therapie, ist diese Arbeit auch als
Ansatz fUr eine mogliche Therapie mit HER-2-Antikérpern bei kolorektalen

Karzinomen zu sehen.

Die HER-2 Expression der kolorektalen Karzinome wird prospektiv analysiert, um
die Ergebnisse dann mit den Serumkonzentrationen des l6slichen HER-2 und

klinischen Parametern zu korrelieren.

Im Einzelnen soll folgendes geklart werden:

- Wie hoch ist die Expression von HER-2 in kolorektalen Tumoren und in

wieviel Prozent der Fille l4sst sich eine HER-2-Uberexpression darstellen?

- Korreliert die HER-2 Expression im Gewebe mit der Serumkonzentration des

l6slichen HER-2-Fragments?

- Kann eine Korrelation zu folgenden Tumorparametern nachgewiesen werden?
- Patientenalter bei Entnahme
- Geschlecht
- Staging
- Grading
- Tumormarker: CEA, CA 19-9
- Laborparameter: LDH, Hb, Leukozyten,
Thrombozyten, Kreatinin, CRP, AP, Bilirubin
- Therapie
- Metastasen

- Uberlebenszeit/Prognose
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien

2.1.1 Gebrauchswaren

Als Gebrauchswaren wurden zum gréfiten Teil Materialien der Firmen Eppendorf

und Sarstedt benutzt. Es wurden ausschliefdlich Einmal-Materialien verwendet.

2.2 Patientenkollektiv

Von Februar 2000 bis April 2001 wurden Serumproben von 88 Patienten mit
kolorektalen Karzinomen der Hamatologisch-Onkologischen Ambulanz der Martin-
Luther-Universitdt Halle-Wittenberg zusammengetragen. Auswahlkriterien flir die
Patienten waren lediglich die Moglichkeit, die Tumorparameter weitgehend komplett
erheben zu kénnen. 74 der in Paraffin eingebetteten Tumorgewebeproben (Proben
aus Tumorresektaten des Primartumors) der o. g. Patienten wurde vom Patho-
logischen Institut der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg (in Zusammen-
arbeit mit Herrn Prof. Dr. med. H. —J. Holzhausen) fir die immunhistochemische
Untersuchung bereitgestellt. Die Tumorgewebeproben von Patienten, die sich von
anderen Instituten in der Hamatologischen-Onkologischen-Ambulanz vorstellten,
wurden von den entsprechenden Instituten zur Verfligung gestellt.
Die Ermittlung der Tumorparameter (Tumormarker, Grading, TNM-Staging,
patientenspezifische Daten etc.) erfolgte retrospektiv aus den Patientenakten bzw.
der elektronischen Datenbank des Pathologischen Institutes.
Im Verlauf der 14 Monate wurden von allen 88 Patienten in den Serumproben die
c-erbB-2-Protein-Konzentration mittels eines ELISA gemessen. Parallel hierzu
wurden folgende Laborparameter mitbestimmt:

- Kreatinin

- Bilirubin gesamt

- LDH

- Alkalische Phosphatase

- CRP

- Thrombozyten

- Leukozyten

12



Die Zusammensetzung des Patientenkollektivs veranschaulicht die folgende Tabelle:

Anzahl 88
mannlich / weiblich 52 / 36
medianes Alter 62 (32-79) Jahre
Kolon / Rektum 54 / 34
Fernmetastasierung 90%
mediane Anzahl der Metastasen 2 (0-9)
Lebermetastasen 67%
laufende Chemotherapie 66%

Tabelle 2: Merkmale des Patientenkollektivs (Ubersicht)

2.3 Kontrollgruppe

Als Kontrollgruppe dienten Serumproben von 20 gesunden Angestellten (10
méannlich, 10 weiblich) der H&amatologisch/Onkologischen Ambulanz. Die ent-
sprechenden Laborparameter wurden hierbei mit erfasst.

Gewebe aus der Kontrollgruppe stand nicht zur Verfigung. Keine der Kontrollen

hatte eine Tumorvorerkrankung oder eine chronische Darmerkrankung.

2.4 ELISA zur Bestimmung der HER-2-Serumkonzentrationen

2.4.1 Testprinzip

Bei dem hier angewandten Verfahren handelt es sich um eine Sandwich-ELISA der
Firma Oncogene Research Products. Der monoklonale Antikérper richtet sich dabei
gegen das 100 kD Fragment (extrazelluldire Doméne im Serum) des c-erbB2
Molektls.

Nach Inkubation der Proben in vorbeschichteten Wells erfolgte eine Bindung mit
einem weiteren polyklonalen anti-c-erbB2 Antikérper. Der Nachweis wurde mit
einem Peroxidase-konjugierten weiteren Antikoérper durchgefihrt. Die Messung
erfolgte schliefflich Uber die Peroxidase-bedingten Farbstoffumsetzungen mittels
eines Photometers. Anhand der Farbintensitdt errechnete sich mit Hilfe der
Eichkurve die zugrunde liegende Konzentration des 100 kD c-erbB2 Molekul-

fragments.
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Da die Tests Uiber einen Zeitraum von ca. 1 Jahr durchgeftihrt wurden, &nderte die

Firma Oncogene Research Products den Testablauf der einzelnen Kits in diesem

Zeitraum geringfiigig. So arbeiteten die ersten Kits auf der Basis von einem Maus

anti-c-erbB2 Antikérper als Capture-Antikérper und einem Kaninchen anti-c-erbB2

Antikoérper als Detektor-Antikoérper. Die letzten Tests hingegen verwenden zwei

monoklonale Maus-Antikérper. Aufgrund der standardisierten Form des Verfahrens

unter Verwendung einer jeweiligen Eichkurve bleiben die Ergebnisse

angewandten ELISA untereinander jedoch vergleichbar.

farbloses ThiB

lésliches Fragment des
c-ertbB2ic-neun

Moleldils

fartiges THE

\ \ Streptavidin-Peroxidase

Detektor-Antikérper
vorbeschichteter Antilkérper
Wandung der wells

der

Abbildung 2: Schema des c-erbB2/c-neu Rapid Format ELISA

2.4.2 Substanzen

Alle vorgefertigten Reagenzien wurden dem c-erbB2/c-neu Rapid Format ELISA

(QIA 10 uber die Firma DIANOVA) entnommen.

ml

6 Standardlésungen: c-erbB2/c-neu Protein (Verdinnungsreihe: 1200, 600,
300, 150, 75, 0 HNU/ml)

Waschpuffer 1:20 (50 ml Waschpuffer + 950 ml destilliertes Wasser)

Konjugatlésung 500X (Streptavidin-Peroxidase): 24 pul Konjugat + 12
Konjugatpuffer

c-erbB2/c-neu Antikorper (vorbeschichtet auf Mikrotiterplatte in 96 wells)

Detektor Antikorper: monoklonaler anti-human c-erbB2/c-neu Antikérper

Substratléosung: Tetra-Methylbenzidine (TMB)
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Stopplosung: 2,5N Sulfuric-Saure

Aqua dest.

2.4.3 Durchfiihrung

Probengewinnung/ -aufarbeitung

1.

Die Blutabnahme erfolgte im Wege der Vorstellung der Patienten in der
Hamatologisch-Onkologischen Ambulanz der Martin-Luther-Universitit
Halle/Wittenberg.

Innerhalb der nachsten 4 Stunden (Aufbewahrung bei Zimmertemperatur)
wurden die Proben bei 3500 U/min fiir 10 Minuten abzentrifugiert.

Durch Abpipettieren der Proben erfolgte das Einfiillen der Seren zu je 500ul
in Tubes. Bis zur Weiterverarbeitung der Serumproben wurden diese

gesammelt und bei —80°C gelagert.

ELISA-Durchftihrung

1.

Die Serumproben wurden fir 10 Minuten bei 37°C aufgetaut und wie alle
anderen Reagenzien auf Zimmertemperatur gebracht.

Nach Herstellung aller bendtigten Reagenzien (siehe oben) erfolgte eine
Verdiinnung der Serumproben mit gebrauchsfertiger Sample Diluent 1:20
(20ul Serum+380ul Sample Diluent).

Wéihrend des ersten Inkubationsschritts bindet das l6sliche Fragment des c-
erbB2 Molektils an den Capture Antikérper, der vorgefertigt an der Wand der
Mikrotiterplatte haftet:

100ul Standard bzw. 100ul vorverdiinnte Serumprobe (siehe oben) wurden in
je zwei Wells (Doppelbestimmung) einpipettiert. Nach verschliefSen der Platte
erfolgte eine zweistiindige Inkubation bei Raumtemperatur.

In einem zweiten Inkubationsschritt bindet der anti-c-erbB2 Antikérper an das
an den Capture-Antikdrper gebundene p185-Fragment:

Nach 6 Waschgingen (300ul pro Well) mit dem vorbereiteten Waschpuffer
(sieche oben) wurde pro Well 100ul Detektor-Antikérper hinzupipettiert. Es
folgte eine einsttindige Inkubation bei Raumtemperatur.

Im ndchsten Schritt wird der Detektor Antikérper von Meerrettich-Peroxidase
konjugiertem Streptavidin gebunden, welches die Umwandlung des farblosen

Substrates Tetra-Methylbenzidine in eine farbige Losung katalysiert:
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Nach 6 Waschgingen (300ul pro Well) mit dem vorbereiteten Waschpuffer
(sieh oben) wurde pro Well 100ul Konjugatlosung (Streptavidin-Peroxidase)
pipettiert und 30 Minuten lang bei Raumtemperatur in verschlossener Platte
inkubiert.

Nach einem weiteren Waschgang (6 mal 300ul pro Well) wurde einmal pro
Well mit 100ul destilliertem Wasser gewaschen.

Nach Zugabe von 100ul Substratlosung (Tetra-Methylbenzidine) pro Well
erfolgte eine Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln in verschlossener
Platte fiir weitere 30 Minuten.

Mit Zugabe einer Stopplésung (2,5N Sulfuric-Sdure) wird der Farb-
umwandlungsprozess des Substrates blockiert und bewirkt zugleich einen
gelblichen Farbumschwung:

Pro Well wurden 100ul Stopplésung einpipettiert.

Unmittelbar nach Zugabe der Stopplosung erfolgte die Absorptionsmessung
der Extinktion bei 450nm (Referenzwellenldnge 620nm) mittels Photometer
(anthos reader 2001, anthos Mikrosysteme GmbH Krefeld).

Jetzt wurde mit Hilfe einer Software (WinRead V.2.3) eine Eichkurve
(Kurvenart: Punkt zu Punkt) erstellt, indem die Standardkonzentrationen (in
HNU/ml]) linear auf der X-Achse und die Standardextinktionen linear auf der
Y-Achse aufgetragen wurden. Mit Hilfe dieser Eichkurve erfolgt schliefSlich
das Ablesen der Serumkonzentrationen durch die jeweiligen Absorptinons-

werte.

Abweichungen der ersten ELISA-Tests (Januar 2000, April bzw. Juli 2000):

a) Im gelieferten Kit waren bereits 6 separat verdinnte Standards enthalten
(Konzentration: 120, 90, 60, 30, 10, 0 HNU/ml)

b) Die Substratgebrauchslésung wurde aus einer OPD-Tablette (O-
Phenylenediamine) pro 4 ml Substratverdiinner (0,1M Citratpuffer und
0.01% H»0,) hergestellt.

) Konjugat-Gebrauchslésung wurde aus Konjugatkonzentrat (Peroxidase
konjugierter = Ziege-anti-Kaninchen  Antikérper) wund  Konjugatpuffer
hergestellt.

Abweichung in Schritt 3) Vor dem Einpipettieren von Standards bzw.

Serumproben wurde pro Well 10ul normales Maus-

serum hinzugegeben.
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Die anschlieffende Inkubation erfolgte tiber Nacht

bei Raumtemperatur.

Abweichung in Schritt 6) Es erfolgte kein Waschgang mit destilliertem
Wasser.
Abweichung in Schritt 7) Die Inkubationsdauer fir die Substratlésung

betrug eine Stunde statt 30 Minuten.
Fur die Durchfiihrung des ELISA im April bzw. Juli 2000 stand das Substrat (Tetra-
Methylbenzidine) der Firma Oncogene Research Products bereits gebrauchsfertig

zur Verfligung.

Die Absorptionsmessung erfolgte bei 492nm (620nm Referenzwellenldnge). Bei

den ELISA im April bzw. Juli 2000 wurde jedoch bereits mit 450nm
(Referenzbereich 620nm) gemessen.

Als Eichkurve wurde eine Cubic Spline-Kurve benutzt. Ein Nullstandard (=Blank])

wurde hierbei von allen Messwerten subtrahiert.

2.5 Immunhistochemie - Gewebe-HER-2-Untersuchung

2.5.1 Testprinzip

Der DAKO Hercept-Test® ist ein immunhistochemisches Verfahren zur Routine-
untersuchung der HER-2-Expression in Gewebeproben und vollzieht sich in zwei
Schritten.

Zielstruktur des Tests ist der menschliche HER-2-Rezeptor in der Zellwand.

In einem ersten Schritt bindet ein gegen menschliches HER-2-Protein gerichteter
Kaninchen-Antikérper (primérer Antikérper) an die Zielstruktur im Gewebe. In
einem zweiten Schritt erfolgt die Zugabe einer bereits gebrauchsfertigen
Visualization Reagenz. Diese besteht aus einem Ziege-Anti-Kaninchen-Antikoérper
Molekul (sekundarer Antikoérper) und einem Meerrettich-Peroxidase Molekil mit
gemeinsamer Dextran-Polymer-Bindung. Nach Zugabe des DAB Chromogen erfolgt
die peroxidasebedingte Umwandlung zu einem sichtbaren Reaktionsprodukt.
Anschlieffend ist eine lichtmikroskopische Auswertung der angefirbten Gewebe-

schnitte moglich.
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Abbildung 3: Schema des DAKO Hercept-Test®

2.5.2 Substanzen

Xylol

Ethanol 95% und 70%

Peroxidase-Blocking Reagent

Wasch-Puffer (1:10)

Rabbit Anti-Human HER-2 Protein (monoklonaler Antikérper)

Visulization Reagent (Meerrettich-Peroxidase-konjugiertes Dextran-Polymer)

Negative Control Reagent

Substrate-Chromogen Solution (1 ml DAB Puffer-Substanz + 25-30 ul DAB
Chromogen)

saures Hamalaun (nach Mayer)

Aqua dest.

Die Gewebe wurden nach der Tumorresektion in Paraffin eingebettet und standen

somit ausschliefSlich als Paraffinblécke zur Verfigung.

2.5.3 Durchfiihrung

Die Paraffinblécke wurden mit Hilfe eines Tumorverzeichnisses und vorgefertigten
HE-Schnitten dem Archiv des Pathologischen Institutes entnommen. Blécke aus

auswartigen Instituten wurden an das Pathologische Institut der Universitat Halle

Ubersandt. Die Durchfiihrung der immunhistochemischen Untersuchung erfolgte
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unter Verwendung des Hercept-Test® gemiafS Anwendungsprotokoll der Firma

DAKO.

10.

Die Gewebe wurden mittels eines Mikrotom auf eine Dicke von 2-4 pum
geschnitten und auf Objekttrager aufgebracht. Im Anschluss daran wurden
sie fir mindestens 2 Stunden bei 58°C getrocknet

Danach erfolgte eine Entparaffinierung der Schnitte in einem Xylol-Bad fur
zweimal 10 Minuten und eine anschliefSende Hydration in einer absteigenden
Ethanolreihe bis Aqua dest.

Danach wurden die Schnitte fir 40 Minuten bei 96°C in einem Wasserbad
mit Epitope Retrieval Solution inkubiert. Nach zwanzigminttigem Abktihlen
auf Raumtemperatur (im TBS Puffer) wurde nochmals mit TBS Puffer
nachgespult.

Durch finfminttige Inkubation mit dem Peroxidase-Blocking Reagent wurde
die endogene Peroxidase blockiert. Danach erfolgte eine Sptilung mit TBS
Puffer fur funf Minuten.

Jetzt erfolgte die Zugabe von ca. 100 ul Rabbit Anti-Human HER-2 Protein,
einem gegen das C-terminale Fragment des HER-2 Molektuls gerichteter
monoklonaler Antikérper. Die Inkubationszeit betrug 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Es wurde im Anschluss far funf Minuten mit TBS Puffer
gespult.

Danach wurde ein Peroxidase-konjugierter sekundirer Antikérper
(Visulization Reagent) hinzugegeben, welcher sich in einer 30-minutigen
Inkubationszeit bei Raumtemperatur an den bereits gebundenen priméren
Antikérper (Rabbit Anti-Human HER-2 Protein) anheftete. Anschliefsend
wurde wie oben mit TBS Puffer gespuilt.

Jetzt wurde fir 10 Minuten 100 pl Substrate-Chromogen Solution mit DAB
(frisch gemischt) hinzugegeben, was zu einem braunen Farbumschwung
fihrte.

Nach Spuilung mit Leitungswasser und Aqua dest. wurde das Procedere mit
einer ca. einminttigen Zugabe von saurem Hémalaun (zur Kernfarbung) und
anschliefSendem Blduen im Leitungswasser (fir 10 Minuten) beendet.

Eine Eindeckung der Schnitte erfolgte mit Enkitt.

Die Auswertung der immunhistochemisch gefirbten Schnitte erfolgte unter

einem Lichtmikroskop. Entsprechend einer evaluierten Auswertungstabelle
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der Firma DAKO wurden die Gewebe in HER-2 positiv und —negativ (Skala O-
3+) eingeteilt:

Farbung Score HER-2
Uberexpression
keine Zellmembranfarbung; 0 negativ

oder Farbung in weniger als

10% der Tumorzellen

schwache und unvoll- 1+ negativ
stédndige Membranfarbung
in mehr als 10% der Tumor-

zellen

schwache bis mafdige 2+ schwach positiv
komplette Membranfarbung
in mehr als 10% der Tumor-

zellen

starke komplette Membran- 3 stark positiv
farbung in mehr als 10% der

Tumorzellen

Tabelle 3: Auswertungstabelle der Firma Dako (Hercept-Test®)

Als HER-2 positiv gelten alle Patienten mit einer Gewebe-HER-2 Expression von 3+
(Dako-Score: 0 — 3+). Alle Gewebe mit einem Score von 2+ sollten nach
internationalen Empfehlungen auf DNA-Ebene mittels FISH bzw. CISH tuberpruft
werden. Alle IHC 2+ Gewebe, welche in der CISH/FISH eine Gen-Amplifikation
zeigen, werden ebenfalls als HER-2 positiv gewertet und stehen den entsprechenden

Therapieoptionen zur Verfigung.
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2.6 CISH (Chromogene In-situ-Hybridisierung)

2.6.1 Testprinzip

Die In-situ Hybridisierung (ISH) arbeitet auf der Grundlage des direkten Nachweises
von Nukleinsduren (DNA oder RNA) in Zellen oder Zellverbdnden. Digoxigenin-
markierte Nukleinsduresonden binden hierbei an ihren komplementaren Basen-
strang in der Probe (Hybridisierung). Nach der In-situ Hybridisierung erfolgt eine
Inkubation mit nicht immunisiertem Serum, um die unspezifische Hintergrund-
farbung 2zu reduzieren. AnschlieBRend wird mit dem  FITC-markierten
Sekundéarantikdérper (gegen Digoxigenin) inkubiert. Es folgt eine Inkubation mit
einem gegen den FITC-Rest des Sekundarantikérper gerichteten Tertidrantikorper
(HRP-konjugierter FITC Antikérper). Durch das Hinzugeben einer Substrat
/Chromogenlésung wird durch eine enzymatische Spaltungsreaktion der Peroxi-
dase-markierte Tertidrantikérper sichtbar gemacht.

In dieser Arbeit werden alle 2+ (IHC) befundeten Proben, wie von internationalen
Referenzzentren empfohlen, durch eine ISH tuberprift. Es wurde eine CISH
verwendet, da die Vorteile gegentiber einer FISH (Fluoreszenz In-situ Hybridi-
sierung) auf der Hand liegen: Mit der CISH kénnen gesamte Zellverbidnde dargestellt
werden. AufRerdem ist eine lichtmikroskopische Auswertung moéglich (vs. Fluores-
zenzmikroskop bei FISH). Hinzu kommt der Vorteil einer langen Lagerungsdauer
ohne Verlust der Beurteilbarkeit. Die CISH ist, wie die FISH, eine bei der FDA
registrierte Methode zur Messung der HER-2 Amplifikation in Formalin-fixiertem,

Paraffin-eingebettetem Gewebe.

2.6.2 Substanzen

Ethanol (Alkoholreihe: 70%, 85%, 95%, 100%)

Aqua dest.

SSC Puffer (auf 0,5% verdiinnt)

PBS- und PBS-Tween 20 (0,025%ig im PBS-Puffer) Puffer
3%iges Hy0»

Hamalaun

aus KIT:

Spot-light Tissue-Pretreatment Puffer

Spot-light Pretreatment Enzym

Digoxigenin-markierte c-erbB-2 Sonde (Primarantikoérper)
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FITC-Schaf-Anti-Digoxigenin Antikérper (Sekundéarantikoérper)

HRP-Ziege-anti- FITC Antikérper (Tertidrantikoérper)
DAB-Chromogen

2.6.3 Durchfiithrung

Alle Reagenzien wurden zunachst auf Raumtemperatur gebracht.

Durchfiihrung der Denaturierung und Hybridisierung (1.Tag)

1.

Die Gewebe wurden mittels eines Mikrotom auf eine Dicke von 2-4 pum
geschnitten und auf Objekttrager aufgebracht. Im Anschluss daran wurden
sie fir mindestens 2 Stunden bei 58°C getrocknet

Danach erfolgte eine Entparaffinierung der Schnitte in einem Xylol-Bad fur
zweimal 10 Minuten und fUr dreimal 3 Minuten in 100% Ethanol.
Anschliefiend wurden die Schnitte bei 37°C getrocknet.

Die Schnitte wurden mit Spot-light Tissue-Pretreatment Puffer bei 92°C fur
12 Minuten vorbehandelt. Nach dreimaligem (je 2 Minuten) Spuilen mit PBS-
Puffer bei Raumtemperatur erfolgte eine weitere Vorbehandlung mit Spot-
light Pretreatment Enzym bei 37°C fur 4 Minuten. AnschliefSfend wurde
dreimal 2 Minuten mit PBS-Puffer gewaschen.

Die Schnitte wurde mit einer aufsteigenden Ethanolreihe: 70%->85%->95%-
>100% (je 2 Minuten) entwéassert und anschliefSend luftgetrocknet.

Nachdem ca. 15 ul c-erbB-2 Sonde auf die Schnitte aufgetragen wurden,
erfolgte ein luftdichter Verschluss durch Aufbringen der Deckgléser.

Die Objekttrager wurden nun bei 94°C fir 4 Minuten auf einer Heizplatte
denaturiert und anschlieffend bei 37°C im Dunkeln in einer feuchten

Kammer fir 16-24 Stunden gelagert.

Durchfiihrung nach der Hybridisierung (2.Tag)

1.

Zunachst wurden die Deckglaser vorsichtig entfernt. Danach erfolgte ein
Waschschritt mit 0,5%igem SSC Puffer bei 75°C fir zweimal 5 Minuten.
Objekttrager wurden in PBS-Tween 20 Puffer bei Raumtemperatur fur
dreimal 2 Minuten gewaschen.

Um die endogene Peroxidaseaktivitdt zu blockieren wurden die Schnitte fur

10 Minuten bei Raumtemperatur mit 3%iger H20> (in Aqua dest) behandelt
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und anschlieffend mit PBS-Tween 20 Puffer fur dreimal 2 Minuten
gewaschen.

4. Es wurde fir 5 Minuten bei Raumtemperatur mit Reagenz A (10 %iges nicht
immunisiertes  Ziegenserum) inkubiert (Serumblockierung), danach
abdekantiert.

S. Danach erfolgte eine 60-mintitige Inkubation bei Raumtemperatur mit dem
gebrauchsfertigen  FITC-Schaf-Anti-Digoxigenin  Antikdérper (Sekundér-
antikérper) mit anschliefendem Waschgang mit PBS-Tween 20 Puffer fur
dreimal 2 Minuten.

6. Im néchsten Schritt wurde mit dem Tertidrantikérper (HRP-Ziege-anti-FITC
Antikoérper) fiur 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefRend
nochmals mit PBS-Tween 20 Puffer fir dreimal 2 Minuten gewaschen.

7. Um den Tertidrantikoérper sichtbar zu machen, erfolgte die Zugabe von DAB-
Chromogen fur ca. 20 Minuten.

8. Nach einem Waschgang mit Aqua dest. erfolgte die Gegenfarbung mit
Hamalaun-Lésung (2ml auf 50 ml Aqua dest.) fiir maximal 10 Sekunden.

9. Die Eindeckung der Schnitte erfolgte mit Enkitt.

Die Auswertung wurde mittels eines herkémmlichen Lichtmikroskops
vorgenommen. In ,normalen® (nicht tiberexprimierten) Zellen sind maximal (je nach
Anschnitt der Zellen) 2 Anfirbungen intrazellular zu erkennen. Die Zellverbdnde
mit einer Genamplifikation zeigen deutlich vermehrte Gen-Kopiezahlen (mehrere

Anfarbungen).

2.7 Auswertung und Statistik

Die gesamte Arbeit wurde mit Microsoft Word® geschrieben. Die Datenerfassung
erfolgte mittels Microsoft Excel®. Die Statistische Auswertung der Daten wurde mit
StatView 4.51 Fa. Abacus und Excel (Abbildung 5) durchgefiihrt.

Zur Darstellung der Uberlebenszeiten in Abhéngigkeit von Metastasierung, HER-2
Serumkonzentration, CEA wund LDH wurden Kaplan-Meier-Kurven erstellt
(Abbildung 6-10). Zum statistischen Vergleich von Serum HER-2 Konzentration
versus Metastasenstatus bzw. Gewebeexpression wurde der Fisher's Exact Test
herangezogen (Tabelle 5 und 7). Die tubrigen Korrelationen zwischen den
verschiedenen Parametern wund der Serum HER-2 Konzentration bzw.
Gewebeexpression wurden mittels Chi-Quadrat-Tests berechnet und in zwei

Tabellen zusammengefasst (Tabelle 4 und 6).
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3. ERGEBNISSE

3.1 Kontrollgruppe

In der Kontrollgruppe standen 20 Serumproben von 20 gesunden Personen zur
Verfigung. Die Altersspanne betrug 19 — 60 Jahre (Mittelwert: 33,5). Das Verhéltnis
mannlich zu weiblich war 1:1.

Von allen 20 Proben wurde die Serum-HER-2 Konzentration mit folgendem

Ergebnis ermittelt:

Mittelwert 2184 U/ml
Median 2160 U/ml
Standardabweichung 705 U/ml

Die Streubreite reichte von 1127 U/ml bis 4218 U/ml.

Es liefs sich keine Korrelation innerhalb der Kontrollgruppe zwischen den Serum-
HER-2 Werten und den erhobenen Laborwerten (Kreatinin, Bilirubin gesamt, LDH,
AP, Hb, CRP, Thrombozyten, Leukozyten) bzw. dem Alter herstellen.

Innerhalb der Kontrollgruppe wiesen 90% der Serum HER-2 Konzentrationen einen
Wert unter 3000 U/ml auf. Zusammen mit der Empfehlung der Firma Oncogene
Research Products (Hersteller des verwendeten ELISA-Kits) definierten wir 3000

U/ml als Grenzwert fir die weiteren Auswertungen.

3.2 Patientenkollektiv

3.2.1 HER-2 Serumkonzentrationen

Im Serum von 88 Patienten mit kolorektalen Karzinomen wurden die HER-2
Serumkonzentrationen mittels eines ELISA mit folgenden Ergebnissen ermittelt:
Mittelwert 2566 U/ml

Median 2511 U/ml

Die Streubreite reichte von 1376 U/ml bis >6000 U/ml.
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Abbildung 4: Boxplot: Kontrollgruppe vs. Patientenkollektiv (88 kolorektale

Karzinome) in Abhéngigkeit vom HER-2 Serumlevel

Im Patientenkollektiv lagen die HER-2 Serumkonzentrationen signifikant héher als

in der Kontrollgruppe (Median 2511 vs. 2184 HNU; p=0,038).

HER2 Serumkonzentrationen

7000 1
6000 -
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HNU

3000

2000 -

Patienten

o

Abbildung 5.: HER-2 Serumkonzentrationen aller 88 kolorektalen Karzinome

21 von 88 Patienten zeigten eine erhdhte HER-2 Serumkonzentration (>3000 U/ml)
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3.2.1.1 Korrelation Labor-/Tumorparameter vs. HER-2 Serumkonzentration
(Ubersicht)

Alle erhobenen Parameter wurden mit den gemessenen HER-2 Serum-
konzentrationen (<3000 HNU vs. 23000 HNU) korreliert. Die Ergebnisse sind in der
folgenden Ubersichtstabelle (Tabelle 3) dargestellt.

signifikante Korrelation keine Korrelation

p-value Parameter p-value Parameter
0.0046 laufende Chemotherapie 0.97 Alter
0.0088 | Lebermetastasen 0.81 vorhandene Fernmetastasen
0.0158 CEA 0.43 Geweheexpression
0.0198 Bilirubin (IHC Dako score)
0.0050 | Alkalische Phosphatase 0.16 LDH

0.12 CRP

0.26 Kreatinin

0.24 Leukozytenzahl

0.92 Haemaoglobin

0.086 CA 19-3

Tabelle 4: Korrelation Labor-/Tumorparameter vs. HER-2 Serumkonzentration

Die HER-2 Serumkonzentrationen korrelierten signifikant mit CEA (p=0,0159),
Bilirubin (p=0,0198), Alkalische Phosphatase (p=0,0050) und laufender Chemo-
therapie (p=0,0046). Bei den Parametern Alter, Fernmetastasierung, LDH, CRP,
Kreatinin, Leukozytenzahl, Hadmoglobin und CA 19-9 konnte keine Beziehung zu

den HER-2 Serumleveln nachgewiesen werden.

3.2.1.2 Korrelation Metastasenstatus vs. HER-2 Serumkonzentration

Das Patientenkollektiv wurde in zwei Gruppen geteilt: mit Fernmetastasen (M+) vs.
ohne Fernmetastasierung (M-) und mit den HER-2 Serumkonzentrationen (<3000
HNU vs. 23000 HNU) korreliert.

21 Patienten hatten sowohl Fernmetastasen als auch ein erhéhtes HER-2
Serumlevel (23000 HNU). Hingegen zeigten die 59 anderen Patienten mit

metastasierten Karzinomen keine Erhéhung der HER-2 Serumkonzentration.
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Es konnte keine statistische Signifikanz hergestellt (p=0,19) werden. Jedoch hatte
keiner der 8 Patienten ohne Fernmetastasen eine HER-2 Serumkonzentration

grofSer als 3000 HNU.

<3000 HNU | 23000 HNU |Gesamt
M-+ 59 21 80
M- 8 0 8
Gesamt 67 21 88
p=0.19

Tabelle 5: Fisher's Exact Test: Metastasenstatus (M+ vs. M-) gegen HER-2
Serumkonzentration (<3000 HNU vs. 23000 HNU)

Weiterhin fiel auf, dass Patienten mit Lebermetastasen eine signifikant hohere

HER-2 Serumkonzentration als Patienten ohne Lebermetastasen zeigten.

3.2.1.3 Uberlebenszeiten vs. HER-2 Serumkonzentration (Kaplan-Meier)

Im Kaplan-Meier Test konnte sehr eindrucksvoll die Abhangigkeit der HER-2
Serumkonzentration vom Gesamtliberleben der Patienten dargestellt werden. Um
den Einfluss der Fernmetastasierung zu zeigen, wurde der Zusammenhang
zwischen Uberlebenszeiten und HER-2 Serumkonzentrationen in zwei ver-
schiedenen Patientenzusammensetzungen betrachtet: zum einen alle kolorektalen
Karzinome (M+ und M-) und zum anderen nur fernmetastasierte kolorektale
Karzinome. Patienten mit normalen HER-2 Serumkonzentrationen hatten in beiden
Gruppen eine signifikant langere Uberlebenszeit (p=0.0006 bzw. 0.0042).

Hier stellte sich das mediane Uberleben wie folgt dar:

- HER-2 Serumlevel <3000 HNU = medianes Uberleben von 17,4 Monaten

- HER-2 Serumlevel >3000 HNU = medianes Uberleben von nur 8 Monaten.

Die Unterschiede beider Gruppen werden aus den folgenden beiden Kaplan-Meier

Kurven (Abbildung 6 und 7) ersichtlich:
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Abbildung 6: Kaplan-Meier Test: 87 kolorektale Karzinome mit und ohne

Fernmetastasen (M+ und M-) in Abhéangigkeit von der HER-2 Serumkonzentration

(<3000 HNU vs. =3000 HNU)
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Abbildung 7: Kaplan-Meier Test: 79 kolorektale Karzinome nur mit Fernmetastasen

(M+) in Abhéngigkeit von der HER-2 Serumkonzentration (<3000 HNU vs. 23000
HNU)
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3.2.2 Uberlebenszeiten in Abhingigkeit von anderen Parametern

Eine Korrelation der HER-2 Serumkonzentrationen mit CEA bzw. LDH erbrachten
ebenfalls iberraschende Ergebnisse. Es wurde im Kaplan-Meier Test 68 kolorektale
Karzinome mit und ohne Fernmetastasen bzw. 62 Patienten nur mit Fern-
metastasen mit den entsprechenden CEA-Werten (<50 ng/ml vs. 250 ng/ml) in
Beziehung gebracht (Abbildung 8 und 9). Von den ubrigen Patienten waren keine
CEA-Werte verfligbar gewesen. Hierbei ergab sich ein signifikanter Uberlebens-
vorteil (p=0.0001) fir Patienten mit CEA-Werten <50 ng/ml. Auflerdem wurde der
Zusammenhang zwischen LDH (<10 umol/1xs vs. 210 umol/1xs) und Uberleben
der Patienten mittels Kaplan-Meier Test untersucht (Abbildung 10). Es ergab sich
eine signifikante Korrelation von p=0.0002. Sowohl CEA (p=0.0001) wie auch LDH
(p=0.0002) korrelierten signifikanter mit der Uberlebenszeit der Patienten als das

Serum-HER-2 (p=0.0006 bzw. p=0.0042)
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qn E iy 3 - -
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Abbildung 8: Kaplan-Meier Test: 68 kolorektale Karzinome mit und ohne

Fernmetastasen (M+ und M-) in Abhéngigkeit vom CEA (<50 ng/ml vs. 250 ng/ml)
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Abbildung 9: Kaplan-Meier Test: 62 kolorektale Karzinome nur mit Fernmetastasen

(M+) in Abhéngigkeit vom CEA (<50 ng/ml vs. 250 ng/ml)
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Abbildung 10: Kaplan-Meier Test: 61 kolorektale Karzinome nur mit

Fernmetastasen (M+) in Abhéngigkeit von LDH (<10 umol/1xs vs. 210 umol/ 1xs)
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3.2.3 HER-2 Gewebeexpressionen

Bei 74 der 88 in die Studie eingeschlossenen Patienten stand Gewebematerial zur
Verfligung. Alle 74 Gewebe wurden mittels IHC (Dako Hercept-Test®) auf Gewebe-
expression von HER-2 untersucht. Die Auswertung wurde lichtmikroskopisch in
unabhangiger Doppelbestimmung durchgefiihrt. Alle folgenden Bilder wurden im
Rahmen dieser Arbeit aufgenommen und gehdéren zum Patientenkollektiv (aufer

Abbildung 14: Magen-Karzinom mit 3+ Dako score zum Vergleich)

Abbildung 11: Dako score O (kolorektales Karzinom) in 200facher Vergrofsierung

In Abbildung 11 konnten nur vereinzelt Zellmembranen unvollstidndig angefarbt
werden. Die Gesamtanfarbung der Zellmembran lag hierbei deutlich unter 1%.

Somit war diese Gewebeprobe mit dem Dako score O zu befunden.

Abbildung 12: Dako score 1+ (kolorektales Karzinom) in 200facher VergréfSerung
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In Abbildung 12 hingegen sind schwache unvollstédndige Zellmembrananfarbungen
in einer Gesamtzellmasse von tiber 10% zu erkennen. Der Befund wurde nach den

standardisierten Hercept-Test® Auswertungsrichtlinien als 1+ gewertet.

Abbildung 13: Dako score 2+ (kolorektales Karzinom) in 200facher VergréfSerung

Abbildung 13 zeigt mafdige komplette Membranfarbungen in mehr als 10%

Tumorgewebe und wurde somit als typischer 2+ Befund gewertet.

Abbildung 14: Dako score 3+ (Magen-Karzinom) in 200facher VergrofSerung

Abbildung 14 ist ein Vergleichsschnitt aus einem Magenkarzinom, welches im

gleichen Arbeitsgang wie die in dieser Arbeit verwendeten kolorektalen
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Gewebeschnitte angefertigt und ausgewertet wurde. Es ist eine eindrucksvolle
starke, die komplette Membran umfassende, Farbung in weit Uber 10% der
gesamten Tumorzellen zu erkennen. So sieht ein eindeutiger 3+ Dako score Befund
aus.

Lediglich 16 der 74 Gewebe (21,6%) zeigten eine schwache HER-2 Expression (9 x
1+, 7 x 2+, Dako score). Keines der untersuchten kolorektalen Gewebe zeigte eine

starke Uberexpression von 3+.

3.2.3.1 Korrelation Labor-/Tumorparameter vs. HER-2 Gewebeexpression
(Ubersicht)
Alle HER-2 Gewebewerte wurden mit den entsprechend erhobenen Parametern

korreliert (Dako score O vs. 1/2) und in der folgenden Tabelle zusammengefasst:

signifikante Korrelation keine Korrelation
p-value Parameter p-value Parameter
0.0470 Lebermetastasen 0.73 Alter
0.0389 | Alkalische Phosphatase 0.28 Fernmetastasen

0.20 laufende Chemotherapie
0.16 HER-2 Serumkonzentration
0.85 CA 19-8

0.52 CRP
0.77 Bilirubin
0.0539 |LDH

Tabelle 6: Korrelation Labor-/Tumorparameter vs. HER-2 Gewebeexpression

Die HER-2 Gewebeexpressionen korrelierten signifikant mit Alkalische Phosphatase
(p=0.0389) und mit der Anwesenheit von Lebermetastasen (p=0.0470) Es konnte
jedoch keine Beziehung zwischen den Parametern Alter, Fernmetastasierung,
laufende Chemotherapie, LDH, Bilirubin, CRP und CA 19-9 zu den jeweiligen HER-

2 Gewebeexpressionen nachgewiesen werden.
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3.2.3.2 CISH-Ergebnisse

Im Rahmen der Arbeit wurden alle 2+ Hercept® Befunde einer Chromogen In-situ
Hybridisierung (CISH) zugefiihrt, um eine Uberexpression eindeutig auf DNA-Ebene
(Genamplifikation) nachzuweisen. Jedoch nur bei 2 von 6 getesteten 2+ Dako score

konnte eine HER-2 Genamplifikation nachgewiesen werden (Abbildung 16 und 17)

Abbildung 15: CISH negativ — 200 fache VergrofSerung

In Abbildung 15 zeigten sich pro Zelle nicht mehr als zwei c-erbB-2 Genkopien (als
chromogene punktférmige Zellinhalte angefarbt). Somit lag keine HER-2 Gen-

amplifikation vor.

Abbildung 16: CISH positiv — 200 fache Vergréfierung
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In Abbildung 16 hingegen sieht man deutlich, dass in einigen Zellen mehr als zwei
angefarbte Genabschnitte vorhanden sind. Besonders eindrucksvoll kann man dies
in der 400 fachen Vergrofierung (Abbildung 17) erkennen. Aufgrund der
Schnittfihrung durch das Gewebe zeigen die Zellen nicht immer die tatsachliche

Anzahl der Genkopien an.

Abbildung 17: CISH positiv — 400 fache Vergréfierung

3.2.3.3 Korrelation HER-2 Serumkonzentrationen vs. HER-2 Gewebe-
expressionen

Um die Beziehung zwischen HER-2 Gewebeexpressionen und HER-2 Serum-
konzentrationen darzustellen, wurde das Patientenkollektiv in zwei Gruppen
unterteilt: Patienten mit einer HER-2 Serumkonzentration <3000 HNU und mit
einer Konzentration 23000 HNU. Diese Grenze wurde anhand der Empfehlung der
Firma Dianova (Hersteller der in der Studie verwendeten ELISA - Kits)
Ubernommen. In der Auswertung der ELISA-Werte wird diese standardisierte
Grenze genutzt, um Serum-positive Ergebnisse von Serum-negativen Ergebnissen
abzugrenzen. Eine Korrelation wurde im Fisher's Exact Test gegen Dako score O
bzw. Dako score 1/2 durchgefihrt (Tabelle 6). Es konnte keine signifikante
Korrelation zwischen den HER-2 Gewebeexpressionen und den entsprechenden

HER-2 Serumkonzentrationen gefunden werden (p=0.33).
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Dako score |Dako score et
142 0
<3000 HNU 10 45 515
23000 HNU 6 1 18
Gesamt 16 o8 74
p=0.33

Tabelle 7: Fisher's Exact Test: HER-2 Serumkonzentration (<3000 HNU vs. 23000

HNU) gegen Gewebeexpression (Dako score O vs. Dako score 1/2)

4. DISKUSSION

4.1. Einordnung der Ergebnisse in den derzeitigen Wissensstand zum HER-

2/neu

Eine Amplifikation und Uberexpression des HER-2/neu wurde in zahlreichen
Untersuchungen bei Karzinomen verschiedenen Ursprungs gefunden (11, 30, 35,
49, 73, 81, 83, 85-90, 103-127). Hierin zeigt sich die potenziell grofse Bedeutung
von HER-2/neu als Onkogen. Trotzdem sind bis heute die Vorstellungen davon,
welche genaue Rolle c-erbB-2 in der Karzinogenese spielt, noch sehr vage.
Zahlreiche Studien konnten zeigen, dass das Protoonkogen c-erbB-2 vor allem bei
der Entwicklung des Mammakarzinoms einen wichtigen Einfluss hat (47, 50, 52-
54, 56, 87, 135). Der Zusammenhang zwischen Uberexpression bzw. HER-2
Genamplifikation und schlechter Prognose bzw. Aggressivitdt des Tumors wurde in
zahlreichen Studien bewiesen (47, 49, 72-88, 136). So war und ist es moglich, den
HER-2-Status zusammen mit anderen Parametern als Prognosefaktor einzusetzen.
Heute ist der HER-2 Status beim Mammakarzinom neben dem Nodalstatus und der
Hormonrezeptorexpression der wichtigste prognostische Faktor (85-87). Weiterhin
deutet eine Vielzahl von Studien auf eine Nutzbarkeit des ,,Shed-Antigens“ (p185)
zur Verlaufskontrolle beim Mammakarzinom hin (63, 67-71). Schlieflich machte
man sich den HER-2 Rezeptor als spezifisches Target flir eine monoklonale
Antikorper-Therapie des Mammakarzinoms zu Nutzen (57, 87, 88, 96, 97). Der in

diesem Zusammenhang angewandte humanisierte rekombinante monoklonale
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Antikérper Trastuzumab (HERCEPTIN®) wurde bereits 1998 in den USA als First-
line-Therapie in Kombination mit Paclitaxel und als Second-line/Third-line-
Therapie als Monotherapie beim metastasierten HER-2-positiven Mammakarzinom
zugelassen (137).

Beim kolorektalen Karzinom existieren bisher nur wenige Untersuchungen zur
prognostischen Bedeutung des HER-2. Einige Studien =zeigten jedoch eine
Uberexpression in 10-15% aller kolorektalen Tumore und eine Korrelation mit einer
schlechteren Prognose (114-117, 136). Eine neuere Studie konnte auch eine
Korrelation des verwandten HER-1 Rezeptor (EGFR) mit einer schlechteren
Prognose beim Kolonkarzinom zeigen (138).

In dieser Arbeit sollte gezeigt werden, inwieweit einzelne Erkenntnisse aus den
Forschungen am Mammakarzinom auf das kolorektale Karzinom Ubertragbar sind.
Hierzu wurden die Serum-HER-2 Konzentrationen von 88 Patienten mit kolo-
rektalen Karzinomen gemessen. AufSerdem wurde bei 74 dieser Patienten die HER-2

Uberexpression im Gewebe des Primértumors tiberpriift (mittels IHC + CISH).

4.2. Serum-HER-2 Konzentrationen

Am untersuchten Patientenkollektiv von 88 kolorektalen Karzinomen konnte ein
signifikant héheres Serum-HER-2 Level als in der 20 Personen umfassenden
Kontrollgruppe detektiert werden (Median 2511 vs. 2184 U/ml; p=0.038). Hierdurch
ergibt sich der unmittelbare Zusammenhang des HER-2 mit der Tumorerkrankung.
Weiterhin zeigte eine Korrelation zwischen Uberlebensstatus und Serum-HER-2
Level einen eindrucksvollen Uberlebensvorteil fiir Patienten mit niedrigem oder
normalem Serum-HER-2 Level. Patienten mit HER-2 Serumkonzentrationen <3000
HNU wiesen ein medianes Uberleben von 17,4 Monaten auf. Bei Patienten deren
Serumkonzentrationen 23000 HNU waren ergab sich eine Reduktion der medianen
Uberlebenszeit um 8,6 Monate. Das mediane Uberleben lag hier bei nur 8 Monaten.
Somit kénnte die Bestimmung der Serumkonzentration des ,Shed-Antigens® eine
Prognoseabschatzung erlauben.

Jedoch ist die pathophysiologische Rolle des loslichen HER-2 Fragments noch
weitgehend unklar (62, 66). In unserer Arbeit konnte kein Zusammenhang
zwischen Gewebe-HER-2 Expression und HER-2 Serumkonzentration hergestellt
werden. Ebenso korrelierte auch der Metastasierungsstatus (M+ vs. M-) nicht mit
dem Serum-HER-2 Level. Fraglich bleibt daher die Herkunft der erhéhten HER-2
Serumkonzentrationen bei besonders aggressivem Krankheitsverlauf mit schlechter

Prognose. Womoéglich sind die erhéhten Serumwerte vielmehr auf eine Reaktion des
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Kérpers auf den Tumor, als auf eine Herkunft aus dem (HER-2 tuber-
exprimierenden) Tumorgewebe selbst zurtickzuftihren.

Die Serum-HER-2 Konzentration im Blut wird aufSferdem durch verschiedene
Parameter beeinflusst. So kénnen unspezifische Zellzerfallvorgidnge (Entziindungen,
Therapieansprechen etc.) Einfluss auf die gemessene Serum-Konzentration haben,
da hier Spaltprodukte des HER-2 Rezeptors, die noch eine intakte Liganden-
bindungsstelle enthalten, freiwerden und sich im Messergebnis der ELISA
niederschlagen.

Wichtiger als der absolute Serum-HER-2 Wert ist daher der Verlauf der Serum-
HER-2 Konzentration zu werten, da zu viele Patienten-spezifische Parameter
Einfluss auf die absolute Serum-HER-2 Konzentration nehmen. Hier sei auf
Erkenntnisse bei der Verlaufskontrolle von Mammakarzinomen verwiesen: Anstieg
der Shed-Antigen Konzentration als Marker fir Rezidiv/Progression (70, 113, 130-
133). In der vorliegenden Arbeit fanden sich Hinweise, dass dieser Sachverhalt
durchaus auf kolorektale Karzinome Ubertragbar ist. Bei der Korrelation zwischen
Serum-HER-2 Konzentrationen und Metastasenstatus fiel auf, dass keiner der
Patienten ohne Fernmetastasen einen HER-2 Serumwert von >3000 HNU hatte. Im
Gegensatz dazu konnte, wie in anderen Studien auch (72), eine signifikante
Erhohung der Serum HER-2 Konzentration bei Lebermetastasierung gezeigt
werden. Dies unterstiitzt die Uberlegung, den HER-2 Serumwert als Verlaufs-
parameter beim kolorektalen Karzinom einzusetzen. Interessant wére allerdings zu
wissen, ob bei Patienten, die spéater eine Metastasierung oder ein Rezidiv
entwickeln, der HER-2 Serumwert signifikant ansteigt. Die starke Korrelation
erhdhter Serumwerte mit einer schlechteren Prognose in Form von signifikant
kuirzerer Uberlebenszeit kénnte ein Hinweis darauf sein. Das muss jedoch in
weiterfihrenden Untersuchungen abschliefSend geklart werden.

Jedoch zeigte die Korrelation von CEA (p=0.0001) und LDH (p=0.0002) mit den
Uberlebenszeiten eine jeweils stdrkere Korrelation als das bei den Serum-HER-2
Konzentrationen der Fall war (p=0.0006). Als alleiniger Prognosefaktor ist der
Serum-HER-2 Wert somit dem bekannten Tumormarker CEA und dem LDH-Wert
geringfligig unterlegen. In multivariaten Analysen muss geprift werden, ob nicht
eventuell die Kombination von CEA, LDH und HER-2 Serumwerten einen idealen
Prognosefaktor darstellt, welcher die Aussagekraft der einzelnen Parameter

Ubersteigt.
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Fehlereinschditzung fiir ELISA

Als Mefimethode fur alle 88 Serum-HER-2 Konzentrationen wurde ein
standardisierter ELISA-Kit der Firma Oncogene Research verwendet. Alle
methodenbedingten Fehlerquellen (Pipettierfehler, unterschiedliche Lagerungszeiten
der Proben etc.) hatten durch das standardisierte Verfahren und die durchgefiihrte
Doppelbestimmung der Proben nur sehr geringen Einfluss auf das Messergebnis
und beeinflussen die Aussagekraft der Serum-HER-2 Werte nicht.

Ein wesentlicher Vorteil dieser Methode liegt in der einfachen und schnellen
Handhabung, der routinemafiigen Durchftihrbarkeit und den quantitativen

vergleichbaren Ergebnissen.

4.3. Gewebeexpressionen

Beim Mammakarzinom gehért der Gewebe-HER-2 Status zur Standard-Diagnostik.
Nach weitgehenden Empfehlungen kommt hierbei der standardisierte HERCEPT-
Test® der Firma DAKO zum Einsatz. Die Ergebnisse werden bei der Uberlegung des
weiteren Procedere fir mogliche Therapieoptionen herangezogen. Eine erhoéhte
HER-2 Expression spricht fiir eine schlechte Prognose, bietet jedoch die Méglichkeit
einer Anti-HER-2 gerichteten Antikérper-Therapie.

Bei 74 Patienten stand Gewebematerial fiir eine immunhistologische Untersuchung
zur Verfugung. Alle 74 Gewebe-HER-2 Expressionen wurden mittels HERCEPT-
Test® der Firma DAKO im IHC-Labor des Pathologischen Instituts der Martin-
Luther Universitdt untersucht. Nur bei einer geringen Zahl der Gewebeproben
wurde eine schwache oder mittlere HER-2 Expression gefunden (9x 1+, 7x 2+ Dako-
Score). Eine starke HER-2 Expression (Dako-Score 3+) konnte in keinem der
untersuchten kolorektalen Gewebe gefunden werden. Die sieben 2+ Félle wurden
mittels CISH abgeklart. Hiervon waren lediglich 2 Falle Gen-amplifiziert und somit
sicher positiv.

Die Ergebnisse der Gewebeuntersuchungen zeigen deutlich den geringen Anteil der
HER-2 uberexprimierenden kolorektalen Karzinome. Aufgrund dieser Daten
erscheint das kolorektalen Karzinom nicht geeignet flir eine anti-HER-2 gerichtete
monoklonale Antikérpertherapie wie das Mammakarzinom (20-30% sind 3+ HER-2
positiv!). Einzelne Patienten mit kolorektalem (HER-2 positiven)-Karzinom kénnten
jedoch von einer solchen Therapie profitieren. Ergebnisse hierzu liegen bis dato
noch nicht vor.

In der Literatur liegt der Anteil der HER-2 tUberexprimierenden kolorektalen

Karzinome bei 10-15 % (114-117). Die vorliegende Studie jedoch zeigt eine
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Uberexpression von weniger als 3 %. Mogliche Ursachen sind hier die kleine
Fallzahl, unterschiedliche Grenzwerte fiir die Bezeichnung ,Uberexpression“ und

die Verwendung voneinander abweichender Antikérper/Detektionskits.

Fehlereinschditzung fiir die IHC und CISH

Neben typischen méglichen Fehlerquellen wie Lagerungszeiten der Gewebe,
Pipettierfehler etc. steht hier die Ergebnis-Beurteilung der angefarbten Gewebe
mittels Lichtmikroskop im Vordergrund. Zwar gibt es eine standardisierte Anleitung
zur Beurteilung der Ergebnisse, jedoch durfte die Auswertung in nicht geringem
Mafie von der befundenden Person abhédngen. Eine weitere Fehlerquelle kénnte sich
durch die Inhomogenitdt der Tumorgewebe ergeben. Dabei kann die zufallige
Schnittrichtung durch das entsprechende Gewebematerial zu falsch-positiven wie
auch falsch-negativen Ergebnissen fihren. Zur Eingrenzung dieser Fehlerquellen
erfolgte die lichtmikroskopische Beurteilung durch zwei Personen und es wurde

stichprobenartig eine Doppelbestimmung der Gewebe durchgefihrt.

4.4 Vergleich von Gewebe-HER-2 Expression und Serum-HER-2 Konzentration

21 der 88 untersuchten Seren zeigten ein erhdhtes Serum-HER-2 Level (>3000
U/ml). Jedoch fand sich lediglich bei 2 der 74 untersuchten Gewebe eine sichere
HER-2 Uberexpression. Es konnte keine positive Korrelation zwischen Gewebe-
HER-2 Expression und Serum-HER-2 Konzentration gefunden werden (p=0.430).
Die Gewebe-HER-2 Expression per se zeigte keine Korrelation zum Uberlebens-
zeitraum der Patienten (p=0.74 log-rank) und durfte daher ungeeignet fir die
Prognoseabschitzung sein, wahrend die Serum-HER-2 Konzentrationen sehr
eindrucksvoll mit der Uberlebenszeit der Patienten korrelierte (p=0.024 log-rank).

Die Grinde hierfir kénnten in der zeitlichen Differenz zwischen Tumor-Resektion
und Blutentnahme liegen (in einigen Fallen waren dies mehrere Jahre). Auch die
Haltbarkeit des HER-2 Rezeptors in gelagerten Gewebeproben ist noch weitgehend
unklar. Méglicherweise ist eine Bestimmung an &lteren Geweben nur noch

unzureichend méglich und fiihrte zu falsch-negativen Ergebnissen.

4.5. Korrelation mit anderen Parametern

Weder fir die HER-2 Expression im Serum noch im Gewebe konnten Korrelationen
zum Alter der Patienten, Lokalisation der Metastasen, LDH, CRP, Kreatinin,

Leukozytenzahl, Haimoglobin aufgedeckt werden.
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Als Indikator flir eine schlechte Tumorbiologie und somit eine schlechtere Prognose
gilt beim kolorektalen Karzinom u. a. das CEA im Serum und erhoéhte alkalische
Phosphatase (1). Mit beiden Parametern konnte eine positive signifikante
Korrelation zu erhoéhten Serum-HER-2 Konzentrationen hergestellt werden. Diese
Korrelation mit bereits anerkannten Prognosefaktoren ist ein weiterer Hinweis auf
die prognostische Aussagekraft des Serum-HER-2 Wertes beim kolorektalen
Karzinom. Das CEA ist in der Verlaufskontrolle des kolorektalen Karzinoms von
grofSer praktischer Bedeutung. Wahrend nach kurativer Therapie der CEA-Spiegel
in den Normbereich absinkt, spricht eine anhaltende Konzentrationserh6hung oder
ein Wiederanstieg flir einen Residualtumor und/oder fir Metastasen (9). Aufierdem
stellt der erhéhte Tumormarker einen hervorragenden Verlaufsparameter fir das
Ansprechen der Therapie dar (9). In der vorliegenden Studie wurde eine positive
signifikante Korrelation des Serum-HER-2 Levels zum Chemotherapie-Status und
zum CEA gezeigt. Die Nutzbarkeit des Serum-HER-2 Wertes zur Verlaufskontrolle
fur die Effektivitdt einer Therapie und Erkennung von Rezidiven/Metastasen
scheint damit sehr wahrscheinlich zu sein. Weitere Untersuchungen sollten hier
Klarheit bringen.

Jedoch korrelierten weder die Gewebe- noch die Serum-HER-2 Werte mit dem
Tumormarker CA 19-9, welcher ebenfalls von Bedeutung in der Prognose und
Verlaufskontrolle von kolorektalen Karzinomen ist (1, 9).

Weiterhin wurde eine positive Korrelation zwischen erhdéhter Serum-HER-2
Konzentration und Auftreten von Lebermetastasen (p=0.0088) und Bilirubin-Wert
(p=0.0198) gefunden. Obwohl die alleinige Lebermetastasierung fir eine giinstigere
Prognose spricht (1), ist die Korrelation zum erhéhten Serum-HER-2 Level durch
die Metastasierung an sich zu verstehen. Die Korrelation zum Bilirubin erklart sich
aus dem Zusammenhang mit der Lebermetastasierung und tumorbedingter
Bilirubin-Stoffwechselstérungen.

Bei der Korrelation der Gewebe-HER-2 Expressionen zu den verschiedenen
Parametern fand sich lediglich zur Lebermetastasierung (p=0.0470) und alkalischen
Phosphatase (p=0.0398) eine positive signifikante Korrelation. Der Gewebe-HER-2
Wert scheint somit weder als Prognosefaktor noch fiir etwaige Verlaufskontrollen

geeignet zu sein.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassend ist festzustellen, dass zwar die grofse Bedeutung einer HER-2
Uberexpression flir Prognose und Therapie beim Mammakarzinom als bewiesen
gelten kann, allerdings die bis dato vorliegenden Erkenntnisse im Bezug auf das
kolorektale Karzinom noch eher vage sind.

In dieser Arbeit wurde bei 88 Patienten mit kolorektalen Karzinomen prospektiv die
HER-2 Expression im Primartumorgewebe und die Serum-HER-2 Konzentration
analysiert. Eine Korrelation mit zum Teil retrospektiv erhobenen patienten- und
tumorspezifischen Parametern sollte zur Klarung der tumorbiologischen Relevanz,
insbesondere als mogliches Ziel einer anti-HER-2 gerichteten Therapie, beitragen.
Es konnte gezeigt werden, dass das Patientenkollektiv eine deutlich geringere HER-
2 Serumkonzentration aufwies als eine gesunde Kontrollgruppe. Eine Korrelation
der Serumkonzentrationen zu verschiedenen patienten- und tumorspezifischen
Parametern, insbesondere zum CEA und Metastasenstatus, wurden dargestellt. Ein
Zusammenhang mit der Tumoraktivitit scheint somit sehr wahrscheinlich zu sein.
Die Serumkonzentrationen des loslichen HER-2 Fragments und die Gewebe-
expression korrelierten jedoch nicht miteinander.

Aufgrund des sehr geringen Anteils einer Gewebelberexpression des HER-2 im
Primartumor (2/88 Hercept® positiv und CISH positiv) kann vermutet werden, dass
das kolorektale Karzinom kein geeigneter Tumor fiir eine anti-HER-2 gerichtete
Therapie ist.

Sehr eindrucksvoll und zugleich als Hauptergebnis der Analysen zeigte sich ein
deutlicher Zusammenhang zwischen der Serum-HER-2 Konzentration und dem
Gesamtliberleben der Patienten. Ein erhoéhter HER-2 Serumwert korrelierte hoch
signifikant mit einer schlechteren Prognose fir den Patienten. Diese Rolle als
prognostischer Faktor macht das losliche HER-2 fur die Therapieplanung und

Verlaufskontrolle bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen interessant.
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7. Thesen

1. Dem kolorektalen Karzinom kommt aufgrund seiner Haufigkeit und seiner
ansteigenden Inzidenz wachsende Bedeutung zu.

2. Beim Mammakarzinom ist der Zusammenhang zwischen HER-2 Uber-
expression und schlechter Prognose bekannt.

3. HER-2 wird beim Mammakarzinom bereits seit einiger Zeit als Prognose-
faktor, Verlaufsparameter und Target fir eine spezifische Antikérpertherapie
(Herceptin®) genutzt.

4. Ziel der Arbeit war es, die tumorbiologische Relevanz, die Bedeutung als
Prognosefaktor und die Korrelation der HER-2 Serumkonzentration mit der
Gewebeexpression und anderen Parametern beim kolorektalen Karzinom zu
untersuchen.

5. Im Serum des Patientenkollektivs konnte eine eindeutig hoéhere HER-2
Konzentration gemessen werden als in der Kontrollgruppe.

6. Die Serum-HER-2 Konzentrationen der kolorektalen Karzinome korrelierten
signifikant mit CEA, Bilirubin, der Anwesenheit von Lebermetastasen,
alkalischer Phosphatase und dem Chemotherapiestatus.

7. Bei allen Patienten ohne Fernmetastasen konnte ein Serum-Her-2 Wert
<3000 HNU/ml detektiert werden.

8. Patienten mit einer niedrigen Serum-HER-2 Konzentration haben eine
bessere Prognose hinsichtlich ihrer Gesamtiberlebenszeit. Jedoch
korrelieren LDH und CEA signifikanter mit der Uberlebenszeit als die Serum-
HER-2 Konzentration.

9. Insgesamt gibt es unter den kolorektalen Karzinomen nur einen sehr
geringen Anteil von Tumoren, die eine HER-2 Uberexpression im Primér-
tumor aufzeigen und von denen zeigen wiederum nur ein geringer Anteil eine
Genamplifikation in der CISH.

10.Die HER-2 Gewebeexpressionen korrelieren signifikant mit der alkalischen
Phosphatase und der Anwesenheit von Lebermetastasen.

11.Es konnte keine Korrelation zwischen Gewebeexpression und Serum-
konzentration nachgewiesen werden.

12.Der HER-2 Rezeptor im Gewebe von kolorektalen Karzinomen scheint insge-
samt kein lohnendes Target fir eine anti-HER-2 gerichtete Therapie zu sein

13.Die Serum-HER-2 Konzentration ist als Prognosefaktor und eventuell als

Verlaufsparameter beim kolorektalen Karzinom geeignet.
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