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EINLEITUNG 1

1 Einleitung
1.1 Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich
(SCCHN)

1.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

In der Bundesrepublik Deutschland erkranken derzeit jahrlich ca. 350 000
Menschen an Krebs (Lang et al. 2002). Die Plattenepithelkarzinome stellen
mit ca. 85 % den Uberwiegenden Anteil der malignen Tumoren des Kopf-
Hals-Bereiches. Damit treten sie gleichauf mit dem Blasenkarzinom in der
Haufigkeit der Karzinome an vierter Stelle (Berrino et al.1995). Inzidenz und
Mortalitat der letzten Jahrzehnte zeigen steigende Tendenz, zunehmend sind
auch jungere Patienten betroffen. So hat sich die Mortalitéat in den letzten 20
Jahren verdreifacht, 1998 waren fast 5 % aller krebsbedingten Sterbeféalle
durch Kopf-Hals-Malignome bedingt, bei der Gruppe der Manner von 40 bis
59 Jahren liegt der Anteil sogar bei 10 %. Gleichzeitig konnten alle
Anstrengungen zur Weiterentwicklung der diagnostischen und therapeuti-
schen Mdglichkeiten die unguinstige Prognose in den letzten 30 Jahren nicht
wesentlich verbessern (Dimery and Hong 1993; Von Hoff 1994). Vor allem
gelten chronischer Tabak- und Alkoholabusus als Hauptrisikofaktoren und
sind bei dem uUberwiegenden Anteil der Patienten mit SCCHN anzutreffen.
Der zunehmende Gebrauch dieser Genussmittel scheint eine wesentliche
Ursache fir die epidemiologische Entwicklung darzustellen, das unterschied-
liche Verhalten im Umgang mit diesen Noxen wird als Grund angesehen,
warum Manner etwa vier mal so haufig erkranken wie Frauen (Tuyns et al.
1988; Rice and Becker 1994).
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1.1.2 Einteilung nach Lokalisation, Ausdehnung (TNM-
System) und histologischem Differenzierungsgrad (Gra-

ding)

Nach Lokalisation des Primartumors unterscheidet man Karzinome der
Mundhohle, des Rachens (Oro-, Hypo- und Nasopharynx), des Kehlkopfes
und der Nasenhaupt- und —nebenhéhlen. Daneben erscheinen Platten-
epithelkarzinome im Hals-Kopf-Bereich als Tumoren der Kopfspeicheldriisen
und der Gesichts- und Kopfhaut. Die Klassifikation der Tumorstadien erfolgt
nach dem international anerkannten TNM-System der UICC (UICC 1997)
und beschreibt die Grél3e des Primartumors (zunehmend von T1 bis T4), das
Ausmald der lymphogenen Metastasierung (zunehmend von NO bis N3) und
das Auftreten von Fernmetastasen (MO oder M1). Zur Ubersicht lber die
Schweregrade der Tumorstadien hat die UICC aus der komplexen TNM-
Klassifikation eine vierstufige Stadieneinteilung abgeleitet, die in Tabelle 1

dargestellt ist.

UICC | TNM Klassifikation Tumorprogression
I T1 NO MO Frihe
I T2 NO MO Tumorstadien
[l T3 NO MO oder T1-3 N1 MO Fortgeschrittene
v T4 oder N2-3 oder M1 Tumorstadien

Tabelle 1: Einteilung Schweregrade von TNM-Stadien nach UICC. Stadium | und Il gelten
als frihe Tumorstadien, die Stadien Ill und IV als fortgeschrittene Tumorstadien.

Die Stadien Il bis IV werden als fortgeschrittene Tumorstadien angesehen
und finden sich in der TNM-Klassifikation in T3-4 und N1-3 (N+) wieder. Der
TNM-Status bezieht sich auf das Tumorstadium zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung und wird histopathologisch gesichert. Der Differenzie-
rungsgrad gibt Informationen tber den Malignitatsgrad des Tumors (Grading)

und reicht von G1 (gut oder hochgradig differenziert) tber G2 (malig oder
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mittelgradig differenziert) und G3 (schlecht oder wenig differenziert) bis G4

(un- oder entdifferenziert).

1.1.3 Diagnose, Therapie und Nachsorge

Anamnestisch erhobene Leitsymptome konnen erste Hinweise auf ein
Tumorgeschehen im oberen Aerodigestivtrakt geben. Mit zunehmendem
Tumorwachstum kommt es zu Schluckbeschwerden, beim glottischen
Larynxkarzinom dominiert die Heiserkeit als Primarsymptom. Aufgrund ihrer
Lokalisation sind Kopf-Hals-Tumoren meist der Inspektion zuganglich oder
lassen sich unter Anwendung endoskopischer Techniken erfassen. Palpation
und bildgebende Verfahren (Sonographie, Computer- und Kernspintomogra-
phie, Rontgen) geben Informationen tber Lymphknoten- und Fernmetasta-
sierung. Die Diagnosesicherung erfolgt nach Probeentnahme durch

Histologie.

An therapeutischen Moglichkeiten stehen neben der operativen Tumorre-
sektion die Radio- und die Chemotherapie oder eine Kombination dieser
verschiedenen Verfahren zur Verfligung (vgl. Leitlinie Onkologie des Kopf-
Hals-Bereiches, 2000) . Primar wird eine vollstandige chirurgische Entfer-
nung von Tumor und vorhandenen Lymphknotenmetastasen im gesunden
Gewebe (RO-Resektion) mit kurativer Absicht unter bestmdglichem

funktionellen Organerhalt angestrebt.

Als ausschlie3liche Therapieform kommt die Bestrahlung bei sehr weit
fortgeschrittenen, nicht mehr resektablen Tumoren zur Anwendung. In solch
fortgeschrittenen Tumorstadien kann die Kombination einer Radiatio und
einer Chemotherapie zu einer erheblichen Verbesserung der Uberlebensrate
fuhren (Pignon et al. 2000).

Die alleinige Chemotherapie hat bislang lediglich palliativen Charakter und
wird bei Patienten mit Fernmetastasierung oder Tumorstadien ohne weitere

chirurgische oder strahlentherapeutische Option eingesetzt. So wie bei
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anderen soliden Tumoren haben sich Cisplatin, Carboplatin und 5-
Fluorouracil auch bei SCCHN in etwa 20 % der Féalle als wirksam erwiesen.
Einen Fortschritt in der Entwicklung der Chemotherapeutika scheinen die
Taxane darzustellen, deren Einsatz in der Therapie von Kopf-Hals-

Karzinomen derzeit noch geprift wird (Kim et al. 2001).

Nach erfolgter Therapie mit mdglichst vollstandiger Elimination allen
Tumorgewebes werden regelmafiige, in den ersten Jahren kurzfristige
Nachsorgeuntersuchungen durchgefuhrt. Hierbei steht die endoskopische
Diagnostik im Vordergrund. Bildgebende Verfahren vervollstdndigen die
Kontrolluntersuchungen. Daneben kdnnen serologisch messbare Tumormar-
ker Hinweise auf erneutes, klinisch noch nicht fassbares Tumorwachstum
geben. Alle fur SCCHN bislang untersuchten Marker zeigen fir sich eine zu
geringe Sensitivitdt und Spezifitat fir den Routineeinsatz. Eine Kombination
verschiedener Marker kann die Aussagekraft erhéhen. Ein interessantes
Sensitivitats-Spezifitats-Profil bietet hierbei die Kombination von SCC und
CEA (Stieber et al. 1996). Das Ziel der Nachsorge besteht in einer mdglichst
frihen Erkennung von Rezidivtumoren, da allenfalls kleine Rezidive, die noch
keine lebenswichtigen Strukturen infiltriert haben, einen Ansatz fir kurative
Behandlungsmalinahmen bieten. Allerdings ist die Therapie von Tumorrezi-
diven meist palliativ und kann die Prognose nur selten verbessern. Das
Behandlungsziel beschrankt sich dann auf eine méglichst hohe Lebensquali-

tat fir den Tumorpatienten.

1.14 Prognose der Kopf-Hals-Karzinome

Obwohl schon kleinere Raumforderungen im Bereich des oberen Aerodi-
gestivtrakts Symptome wie Fremdkorpergefihl und bald eine Beeintrachti-
gung des Schluckakts erwarten lassen, besteht bei einem Grof3teil der
Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
bereits ein fortgeschrittenes Tumorstadium. So liegt bereits bei zwei Drittel
aller Patienten mit Erstdiagnose eines SCCHN eine Halslymphknotenme-
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tastasierung vor (Remmert et al. 2001). Verglichen mit anderen soliden
Tumoren sind lokoregionare Rezidive h&aufig: Bei 50 % der Patienten mit
fortgeschrittenem Tumorstadium kommt es nach erfolgter Therapie zu
Rezidiven oder Fernmetastasen, die Prognose der SCCHN ist entsprechend
ungunstig (Lang et al. 2002). Bei vielen Tumorpatienten besteht eine
verminderte Schleimhautsensibilitat der oberen Verdauungs- und Atemwege
aufgrund von chronischem Tabak- und Alkoholabusus, die eigene kdrperliche
Wahrnehmung ist oftmals von Indolenz gepragt. So werden nicht unmittelbar
sichtbare tumortse Verdnderungen im Kopf-Hals-Bereich erst dann vom
Patienten bewusst wahrgenommen, wenn sie durch ihre Ausdehnung
deutliche funktionelle Stérungen bewirken (Schluckstorung, Verlegung der
Atemwege, Heiserkeit bei Larynxinfiltration) oder die Tumorinfiltration
zunehmende Schmerzsymptomatik hervorruft. Die insgesamt unginstige

Prognose héangt im Einzelfall von folgenden Faktoren ab:

Anatomische Lokalisation des Primartumors

Tumorstadium insbesondere hinsichtlich Lymphknotenstatus

Histopathologischer Differenzierungsgrad

Residualtumor nach erfolgter Therapie (R-Faktor)

Die Larynxkarzinome besitzen unter den Kopf-Hals-Karzinomen noch die
beste Prognose, ihre 5-Jahres-Uberlebensrate wird mit 60 % angegeben
(Lang et al. 2002; Hussey et al. 1991). Insbesondere die glottischen
Karzinome machen sich durch frihzeitig einsetzende Symptomatik
bemerkbar. Schon kleine Karzinome im T1-Stadium verursachen eine
funktionell wirksame Stimmbandlasion mit persistierender Heiserkeit, die den
Patienten bald zur Abklarung motiviert und die haufig zur Diagnose des noch
frihen Tumorstadiums fihrt. Der Schildknorpel stellt der Tumorausbreitung
zudem eine anatomische Barriere entgegen, der Lymphabfluss ist sparlich
mit konsekutiv niedriger Metastasierungstendenz. Ungunstiger stellt sich die

Situation bei den supraglottischen Larynxkarzinomen und den im Pharynx
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lokalisierten Tumoren dar, die sich durch grof3ziigige Lymphabflussbahnen
auszeichnen. So weisen bereits 80 % der Hypopharynxkarzinome bei
Diagnosestellung bereits Halslymphknotenmetastasierung auf, die haufig das
Erstsymptom darstellt. Aufgrund ihrer Lokalisation werden sie funktionell erst
spat symptomatisch, ihre Erkennung bedarf einer sorgféltigen fachspezifi-
schen Untersuchung, die haufig durch starke Abwehrreflexe des Patienten
erschwert ist. Dies erklart die schlechte 5-Jahres-Uberlebensrate, die unter
30 % liegt (Lang et al. 2002; Grau et al. 1997; Hussey et al. 1991).

Herausragende prognostische Bedeutung kommt dem Lymphknotenstatus
zu. Sind zum Zeitpunkt der Diagnosestellung noch keine regionaren Lymph-
knotenmetastasen vorhanden (NO), so liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei
80 %. Liegen bereits Lymphknotenmetastasen vor (N+), so sinkt die
Wahrscheinlichkeit auf 5-Jahres-Uberleben unter 45 %. Bei regionaren
Lymphknotenmetastasen sind kapseluberschreitendes Wachstum, Anzahl
der betroffenen Knoten und Lokalisation der Lymphknoten fur die Prognose
malf3geblich entscheidend (Houck and Medina 1995, Leemans et al. 1993).
Das Risiko der Lymphknotenmetastasierung steigt mit zunehmender GréRRe
des Primartumors (N+ bei T2-3 in 50 % und bei T4 in 75 %) und mit
Abnahme des histopathologischen Differenzierungsgrades (Remmert et al.
2001). Damit ist die Prognose auf Heilung und Uberlebensrate erwartungs-
gemall um so schlechter, je fortgeschrittener das Tumorstadium des
Patienten ist. Mit zunehmender GroRe des Primartumors steigt das
Metastasierungsrisiko bei zunehmend schlechteren Bedingungen fur eine
vollstdndige chirurgische Resektion im Gesunden. Die Resektabilitdt von
grol3en Primartumoren und ausgedehnten Lymphknotenmetastasen mit
Kontakt zu essentiellen anatomischen Strukturen limitiert sich durch das
Ausmald der Verstuimmelung und der funktionellen Einbul3en, die mit einer
vollstdndige Tumorresektion zu erwarten sind. Dabei erdffnet eine vollstandi-
ge chirurgische Resektion des Tumors im Gesunden (R0O) dem Patienten
noch die groRte Wahrscheinlichkeit auf ein rezidivfreies Uberleben. Rezidive
nehmen ihren Ursprung meist aus den Randbereichen des ehemaligen
Primartumors (Remmert et al. 2001). Entsprechend schlecht ist die
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Prognose, wenn nach Therapie mikroskopisch nachgewiesener oder
makroskopisch sichtbarer Resttumor (Resektionsstatus R1 bzw. R2)
verbleibt.

Unter der aktuellen Standardtherapie tberleben nur 30 % der Patienten die
Diagnose eines fortgeschrittenen Kopf-Hals-Tumors (UICC Ill und 1V) zwei
Jahre oder langer (Vokes et al. 1993), in ca. 50 % kommt es zu lokoregiona-
ren Rezidiven. Bei zirka 15 % bis 30 % der Patienten treten Zweitkarzinome
aufgrund der Feldkanzerisierung des oberen Aerodigestivtrakts auf. Ein
Drittkarzinom ist in 1 % der Falle (Dhooge and Albers 1994, Grau et al. 1997)
zu erwarten. Klinisch nachweisbare Fernmetastasen liegen zum Zeitpunkt

der Erstdiagnose in etwa 5 % der Falle vor.

1.2 Karzinogenese und Immunevasion

Bei der Entstehung von Krebs kommt es in den Epithelzellen des betroffenen
Organs zu Veranderungen, die zu einem aggressiven und unkontrollierten
Wachstums- und Teilungsverhalten der entarteten Zellen fuhren. Derartige
Veranderungen lassen sich durch chemische oder physikalische Einwirkung
provozieren (Kanzerogene Substanzen, ionisierende Strahlen) oder kénnen
spontan ohne erkennbare Ursache entstehen. Bei bestimmten Karzinomty-
pen spielen eine genetische Pradisposition oder Virusinfektionen eine Rolle.
Bei einer Vielzahl der Trager von SCCHN allerdings besteht ein Zusammen-
hang mit chronischem Tabak- und Alkoholabusus, so dass der Erkrankung
eine Uber Jahre kumulierende Exposition mit den in diesen Genussmitteln

enthaltenen krebsférdernden Noxen vorausgeht.

Ein intaktes Immunsystem im gesunden Organismus ist bis zu gewissem
Grad in der Lage, maligne entartete Zellen frihzeitig als solche zu erkennen
und rechtzeitig zu zerstéren (,immune surveillance®). Durch verschiedene
Strategien gelingt es Tumorzellen, das Immunsystem zu umgehen (,Immune

escape”). So exprimieren die meisten Tumoren von vornherein nur wenige
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immunogene Peptide auf ihrer Zelloberflache (MHC-Moleklle der Klasse I)
(Hicklin et al. 1996) und keine kostimulatorischen Molekule (Schwartz 1996),
so dass die entarteten Zellen nicht erkannt werden und eine wirksame
Immunantwort ausbleibt. Sind immunogene Strukturen auf Tumorzellen
vorhanden, so gehen diese aufgrund genetischer Instabilitdt h&aufig durch
Mutation verloren. In anderen Fallen produzieren Tumorzellen Substanzen,
die immunsupprimierende Eigenschaften vermitteln (Prostaglandin E2,
Interleukin  10) oder die das Tumorwachstum fordern (TGF-B) (Gruss
et.al.1992; Partridge et al. 1989).

1.3 Tumor-assoziierte Antigene (TAA)

Tumorassoziierte Antigene (TAA) sind Proteine, die in Zusammenhang mit
der Entstehung und dem Wachstum von Tumoren auftreten. Sie werden in
oder auf Tumorzellen gebildet oder entstehen durch Induktion anderer
Zellen. Sie zirkulieren als Makromolekile im Blut und anderen Kdorperflissig-
keiten oder werden durch immunhistologische Methoden direkt im Tumorge-
webe nachgewiesen. Jeder Tumor weist als individuelles Resultat seiner
malignen Transformation ein spezifisches Antigenmuster auf. Fur manche
Tumorentitdten lassen sich bestimmte Proteine mit einer gewissen
Regelmaligkeit nachweisen so dass sie als , Tumormarker* in der postthera-
peutischen Verlaufskontrolle eingesetzt werden. Unter den Tumor assoziier-
ten Antigene lassen sich vier verschiedene Typenklassen unterscheiden
(Rosenberg et al. 1999): Sie konnen zum einen Fremdproteine viraler
Herkunft sein (wie die Onkoproteine E6 und E7 aus HPV), oder sie entstehen
durch Mutation aus vorhandenen zellularen Proteinen (wie das Zellzykluspro-
tein cdk 4, Caspase-8 und das Onkogen ras). Daneben gibt es eine Reihe
von Proteinen, die in gesunden Zellen regular nachweisbar sind, aber in
vielen Karzinomen Uberexprimiert sind (EpCAM, c-myc, EGFR, Her-2/neu
Rezeptor). Andere Tumoren produzieren differenzierungs- und gewebsspezi-
fische Antigene, die physiologischerweise nur im fetalen Organismus in
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erhohten Konzentrationen vorkommen. Hierzu zahlen das Karzinoembryona-
le Antigen (CEA), eines der &ltesten als tumorassoziiert bekannten Antigene,
und Alpha-Fetoprotein (AFP).

1.4 Das Tumor-assoziierte Antigen EpCAM

Zellulare Adhéasionsmolekile (CAM) sind in der Zellmembran integrierte
Molekule, die als Mediatoren der Zell-Zell Interaktion den Prozess der
Adhasion, Proliferation und Differenzierung regulieren. Das epitheliale Zell-
Adhéasionsmolekil EpCAM st unter verschiedenen Synonymen bekannt:
KSA, epitheliales Glykoprotein 40 (EGP 40), GA 733-2, Epithelial surface
antigen (ESA) und 17-1A-Antigen (Perez and Walker 1989; Strnad et al.
1989; Simon et al. 1990; Szala et al. 1990; Litvinov et al. 1994). Als
homophiles Adhasionsmolekil vermittelt EpCAM Ca2+-unabhéngig eine
interzellulare Adhasion (Litvinov et al. 1994) und wird von einer Vielzahl
epithelialer, vor allem adenomatdser Gewebe exprimiert, wobei eine
Neoplasie dieser Gewebe mit einer starken Uberexpression dieses Molekiils
einhergeht (Balzar et al. 1999). Plattenepithelien (Kutis und Schleimh&ute
des oberen Aerodigestivtrakts) sind dagegen EpCAM-negativ, wobei es in
den daraus hervorgehenden Plattenepithelkarzinomen (SCC) wiederum zu

einer de novo Expression von EpCAM kommt (Quak et al. 1990).

1.4.1 Genetische Kodierung

Das GA733-2 Gen, das fur EpCAM kodiert (Szala et al. 1990; Linnenbach et
al. 1993), ist auf der chromosomalen Region 4q lokalisiert und hat eine
geschatzte GroRe von mindestens 14kb. Die transkriptionelle Aktivitat des

Promotors wird durch die Induktion des Transkriptionsfaktors NF-kB negativ

reguliert (Gires et al. 2001). Das GA733-2 Gen besteht aus neun Exons und
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kodiert fur eine extrazellulare, eine transmembrane und eine zytoplasmati-
sche Doméne (Linnenbach et al. 1993) (Abbildung 1).

Chromosom 4

1 2 3 4 5 6 7 8 9
5’-untranslatierte EGF-like EGF-like Trans- Zytoplas- Zytoplasmatische
Signalsequenz —I_ repeat | ‘ repeat Il membran ‘ matische ‘ Domane
Domméne Domane 3"-untranslatiert

Abbildung 1: Das GA733-2 Gen kodiert fiir das humane Transmembran-Glykoprotein
EpCAM. Es ist auf der chromosomalen Region 4q lokalisiert und besteht aus 9 Exons (nach
Linnenbach et al. 1993).

Die Exons 2 bis 6 kodieren fir die extrazellulare Domane, wobei Exon 2 und
Exon 3 EGF-adhnliche Wiederholungen beinhalten. Die Transmembran-
Doméane wird durch Exon 7 kodiert, die zytoplasmatische Domane durch
Exon 8 und durch Anteile von Exon 9, das aufRerdem noch das Stopp-Codon
beinhaltet und den 3"-untranslatierten Abschnitt. Dieser Abschnitt weist ein
Sequenzmotiv auf, das als ein Signal fur die spezifische Degradation von
MRNAs von Zytokinen, Lymphokinen und einigen Proto-Onkogenen
angesehen wird (Shaw and Kamen 1986) und ein weiteres Motiv, das als
Konsensussequenz fur Entziindungsmediatoren identifiziert wurde (Caput et
al. 1986). Man nimmt daher an, dass die Expression von EpCAM auf der
posttranskriptionellen Ebene komplex reguliert ist. Bei einer Untersuchung
einer Vielzahl von Karzinomzelllinien konnte kein differentielles Splicen fur
das Gen nachgewiesen werden, es ist nur eine mRNA fur EpCAM bekannt
(Balzar et al. 1999). Als einziges homologes Molekil ist beim Menschen
bislang das epitheliale Glykoprotein 1 (EGP-1/Trop-2) bekannt, das bei einer

Ubereinstimmung von 67 % eine Homologie in der Aminosaurensequenz von



EINLEITUNG 11

49 % mit EpCAM aufweist (Szala et al. 1990). Das Homolog ist wahrschein-
lich das Resultat von ,Exon Shuffling” und einer Retroposition von mRNA des
GA733-1 Gens in das Chromosom 1 vor 300 Mio. Jahren (Linnenbach et al.
1993). Fur das gewebsspezifische Expressionsmuster besteht eine negative
Korrelation zwischen den beiden Homologen. So findet sich in Kolon und
anderen Geweben, die EGP-1- schwach exprimieren, eine starke Expression
von EpCAM und umgekehrt (Stein et al. 1994). Bei zunehmender Dedifferen-
zierung nimmt die Expression von EGP-1 ab und die von EpCAM zu (Klein at
al. 1987). Unter den hoheren Wirbeltieren scheint EpCAM hoch konserviert.
So konnten in der Maus, in der Ratte und im Menschen Homologe fir
EpCAM identifiziert werden (Zaloudik et al. 1997; Bergsagel et al. 1992).

1.4.2 Molekulare Struktur

Der offene Leserahmen von EpCAM kodiert fur ein 314 Aminosauren langes
Polypeptid, bestehend aus einer 23 Aminosauren umfassenden Leaderse-
guenz, einer 242 Aminosauren langen extrazellularen Doméane, die zwei
EGF-ahnlichen Wiederholungen innerhalb des zysteinreichen Terminus
beinhaltet, einem transmembranen Bereich mit 23 Aminos&auren und einer
zytoplasmatischen Domane, die 26 Aminosauren enthalt (Balzar et al. 1999).
Der extrazellulare Proteinanteil beinhaltet drei potentielle Glykosilierungsstel-
len. EpCAM wird zunéchst als 34 kDa-Protein synthetisiert und dann zu einer
40 kDa-Form glykosiliert (Thampoe et al. 1988). Fiur Karzinome sind
Varianten des Molekils mit unterschiedlichem Molekulargewicht bekannt, fur
die Unterschiede in der Glykosilierung vermutet werden. (Litvinov et al.
1994). Abbildung 2 zeigt den Aufbau des Glykoproteins EpCAM.
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Abbildung 2: Die Struktur des EpCAM Molekils. Das Polypeptid besteht aus 314
Aminosauren. Die Zahlen geben die Positionen der Aminoséuren an, die Kreise zeigen die
N-Glykosilierungs-Stellen, die Rechtecke die einzelnen Domé&nen. (N=N-Terminus,
SP=Signalpeptid, EGF=EGF-ahnliche Wiederholung, TMD=Transmembran-Domane,
zyt.Dom.=Zytoplasmatische Domé&ne, C=C-Terminus, ZM=Zellmembran).

Die extrazellulare Domane besteht aus insgesamt 265 Aminosauren und
beginnt am N-Terminus mit einer Signalsequenz aus 23 hydrophoben
Aminosauren. Der Signal-Peptidase Verdau findet wahrscheinlich zwischen
Alanin 23 und Glutamin 24 statt (Szala et al. 1990). Es schlie3en sich ein
zysteinreicher und eine zysteinarmer Bereich an. Die zysteinreiche Region
zeigt zwei EGF-ahnlichen Wiederholungen, die beide eine homologe
Sequenz zu dem lamininbindenden Matrixprotein Nidogen enthalten (Mann
et al. 1989; Simon et al. 1990). Die erste EGF-ahnliche Wiederholung dient
als Ligand fur den Leukozyten-assoziierten Immunglobulin-dhnlichen
Rezeptor LAIR1 (Meyaard et al. 2001). Das zweite EGF-ahnliche Motiv zeigt
Homologien zu der Thyroglobulin Typ 1 Wiederholung (Lenarcic et al. 1997).
EpCAM liegt in vitro als Dimer und als Tetramer vor (Trebak et al. 2001). Die
Oligomerisierung wird durch die zweite EGF-ahnliche Wiederholung
vermittelt (Balzar et al. 2001).

Den 23 hydrophoben Aminosduren der Transmembran-Domane schliel3t sich
die mit 26 Aminosauren ebenfalls vergleichsweise kurze zytoplasmatische
Doméane an, sie beinhaltet ein Internalisierungsmotiv fur das Polypeptid
(Hopkins 1992) und zwei Konsensussequenzen fur die Bindung des

Zytoskelett-interagierenden Proteins a—Actinin (Balzar et al. 1998).
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In Pulse-Chase Untersuchungen konnte eine posttranslational modifizierte
Proteinvariante mit 32 kDa nachgewiesen werden, die durch Proteolyse aus
der glykosylierten 40 kDa-Form hervorgeht (Thampoe et al. 1988). Die
Position Arginin 80 innerhalb der Aminosaurensequenz von EpCAM ist eine
potentielle Spaltposition fur Trypsin-verwandte proteolytische Enzyme (Szala
et al. 1990; Bjork et al. 1993). Unter nativen Bedingungen bleiben die beiden
Fragmente nach ihrer Spaltung durch kovalente Disulphidbriicken verbun-
den, die Reduktion der Verbindung laRt zwei Fragmente von 6 kDa und 32
kDa entstehen. Einige Epithel- und Karzinomzelllinien exprimieren nur die
ungespaltene 40 kDa-Proteinform, andere zusatzlich das 32 kDa-
Spaltprodukt (Thampoe et al. 1988).

1.4.3 Expression von EpCAM in menschlichen Geweben

EpCAM ist beim gesunden Erwachsenen auf der basolateralen Zellmembran
aller einfacher Epithelien (insbesondere Drusengewebe), Pseudo-
Plattenepithelien und Ubergangsepithelien nachzuweisen. So wird EpCAM
beispielsweise von dem drisenreichen einschichtigen isoprismatischen
Epithel der Lumina des Gastrointestinaltrakts exprimiert, wobei das Ausmalf}
der Expression innerhalb der verschiedenen Gewebstypen deutlich variiert:
In der Magenschleimhaut schwach und im Dinndarm intermediar exprimiert,
weist die Mukosa des Dickdarms beim Adulten die wohl stéarkste Expression
von EpCAM unter allen Epithelzelltypen auf. Im Kontrast hierzu zeigen die
geschichteten Plattenepithelien keine Expression von EpCAM (Balzar et al.
1999). Fur das Embryonalstadium von zweieinhalb Wochen allerdings wurde
eine Expression von EpCAM in allen Epithelien nachgewiesen, einschliel3lich
der Driusenanlagen von Pankreas und Schilddrise, wahrend neurales,
lymphatisches und muskuldres Gewebe sowie Leberparenchym und
Gonaden zu diesem Zeitpunkt EpCAM-negativ sind (Tarmann et al. 1990).
Fur spatere Phasen der frihen Entwicklung gelang der Nachweis von
EpCAM in menschlicher Lunge, Niere, Leber, Pankreas, Haut und Keimzel-
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len und im Magen- und im Thymusepithel (Kasper et al. 1995). Auch
Thymozyten, T-Zellen und antigenprésentierende Zellen zeigen in der frihen
Entwicklung zunachst eine hohe Expressionsrate, spater kommt es zu einer
Herabregulation von EpCAM (Nelson et al. 1996). Die starke EpCAM
Expression im primaren Lungen- und Bronchialepithel laf3t sich hingegen im
adulten Gewebe weiter nachweisen (Kasper et al. 1995; Momburg et al.
1987), so wie auch das Nierenepithel, die Inselzellen des Pankreas, das
Gallengangsepithel und die endokrinen Drisen beim Ewachsenen EpCAM
weiter exprimieren (Balzar et al. 1999; Cirulli et al. 1995; Momburg et al.
1987). Im EpCAM-negativen Leberparenchym des Adulten kommt es
interessanterweise zu einer Wiederaufnahme der EpCAM Expression in
regenerierenden Hepatozyten (de Boer et al. 1999). Die nicht-epithelialen
Gewebe des Mesenchyms, der Muskulatur und der neuroendokrinen Drisen
sind beim erwachsenen Menschen ausschliel3lich EpCAM-negativ (Momburg
et al. 1987; Bumol et al. 1988; Quak et al. 1990), auch Zellen lymphoiden

Ursprungs lassen keine Expression von EpCAM erkennen.

Die nachfolgende Auflistung zeigt eine Liste verschiedener Gewebs- und

Zelltypen und deren Expression von EpCAM beim gesunden Erwachsenen.
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Expression von EpCAM in menschlichen Geweben und Organen

EpCAM-negative Gewebe sind:

* Bindegewebe

* Nervengewebe (Gehirn)

» Skelettmuskulatur

» BlutgefalRe

» Blutbildendes Knochenmark

* Immunzellen und Lymphorgane

Im Verbund von Lymphorganen vorhandene Epithelzellen (Tonsillenkrypten,
Markepithel) zeigen geringe EpCAM Expression, ebenso Hassalsche Korper-

chen.
» Plattenepithelien der Kutis

Mehrschichtiges verhorntes Plattenepithel.

Neben Plattenepithelzellen sind auch Keratinozyten und Melanozyten EpCAM-
negativ.

Vereinzelte EpCAM-positive Zellen im Gewebsverband sind Haarfollikel- und

Schweil3drisenzellen.

» Plattenepithelien des oberen Aerodigestivtrakt (Mundhohle, Pharynx
Osophagus)

Mehrschichtiges unverhorntes Plattenepithel.

Sekretorische Zellen im Gewebsverband sind EpCAM-positiv.

EpCAM-positive Gewebe sind:

» Respiratorisches Flimmerepithel des unterer Respirationstrakts

Hochprismatische Epithelzellen. Mittelgradige Expression von EpCAM.
Ziliares Bronchialepithel, Alveolargdnge und Alveoli (Pneumozyten) sind ge-

ringgradig positiv fir EpCAM.
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» Kopfspeicheldrisen:

Iso- bis hochprismatisches Epithel mit serésen und mukésen Driisen.
Azinuszellen, Gangepithelien und basale/suprabasale Zellen sind EpCAM

positiv, enthaltene Plattenepithelzellen sind EpCAM-negativ.
* Pankreas

exokriner Teil: serése Drise mit Gangepithel und Azinuszellen,

endokriner Teil: Langerhanssche Inselzellen.
* Magen-Darm-Trakt

Einschichtiges hochprismatisches Epithel mit sekretorischen Zellen.
Schleimhaut des Magens geringgradig EpCAM positiv, im Dinndarm mittelgra-
dige und im Dickdarm hochgradige Expression von EpCAM.

e Leber und Gallenblase

Gallengénge und Gallenblase (hochprismatisches Epithel) sind EpCAM -positiv,
Hepatozyten EpCAM negativ.

* Niere und ableitende Harnwege
Proximale Tubuli, Henle-Schleife, Bowman™ Kapsel und Urothel (mehrreihiges
Ubergangsepithel) sind geringgradig EpCAM-positiv.
Distale Tubuli und Sammelrohre sind mittelgradig EpCAM-positv.
EpCAM-negativ sind nur die Glomerula.

* Genitaltrakt

Uberwiegend EpCAM-positiv.
(Ausnahmen: Driisenepithel Ektozervik, Myometrium, Follikelepithel, Testis)
* Endokrine Drisen
Schilddruse, Nebenschilddriise, Nebennierenrinde und -mark.
Uberwiegend EpCAM-positiv.
Lediglich chromaffine Zellen des Nebennierenmarks und Pituizyten der Hypo-

physe sind EpCAM-negativ.
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EpCAM-negative Epithelien sind das mehrschichtige, verhornende
Plattenepithel der Kutis (einschlielich Keratino- und Melanozyten) und das
unverhornte geschichtete Plattenepithel, das die oberen Atem- und
Speisewege im Bereich von Mundhohle, Pharynx, Osophagus und Anteilen
des Larynx auskleidet (Quak et al. 1990; Balzar et al. 1999). EpCAM-positive
Zellen in dieser anatomischen Lokalisation sind die schleimbildenden- und
die Speicheldrisenzellen (Balzar et al. 1999) und analog dazu die Schweil3-
drisen- und die Haarfollikelzellen der Haut, die ebenfalls EpCAM exprimie-
ren (Momburg et al. 1987; Tsubura 1992). Eine Zwischenstellung hinsichtlich
EpCAM-Expression nimmt Zervixschleimhaut des Uterus ein: Wahrend das
endozervikale Drusenepithel stark EpCAM-positiv ist, zeigt das ektozervikale

Plattenepithel keine Expression von EpCAM (Litvinov et al. 1996).

1.4.4 Expression von EpCAM in Karzinomen

Proliferation ist in einer Vielzahl von Epithelien mit einer verstarkten oder de
novo Expression von EpCAM assoziiert (Zorzos et al. 1995; High et al. 1996;
Litvinov et al 1996). Dies zeigt sich insbesondere im Fall der EpCAM-
negativen Plattenepithelien, bei denen es wahrend des Ubergangs zum
Plattenepithelkarzinom zu einer de novo Synthese von EpCAM kommt (Quak
et al. 1990). So zeigt sich in frihen Stadien von Neoplasien der Zervix eine
Neoexpression von EpCAM in atypischen, dedifferenzierten Bereichen des
Plattenepithels (Litvinov et al. 1996). In zervikalen intraepithelialen
Neoplasien (CIN) vom Grad | und Il sind die basalen und suprabasalen
Zellen EpCAM-positiv, wahrend in neoplastischen Lasionen vom Grad Il bis
zu 100 % EpCAM-positive Zellen in allen Schichten des Plattenepithels
nachweisbar sind. Im Verlauf der Progression von CIN | nach CIN Il |3t sich
eine deutliche Zunahme der EpCAM-positiven Zellen und der Expressions-
starke von EpCAM beobachten. Gleichzeitig korreliert die zunehmende
Expression von EpCAM in den atypischen Zellen mit einem Verlust der

Differenzierung (messbar in einer Abnahme der Differenzierungsmarker
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CK213 und Involucrin) und mit einer verstarkten Proliferation (gemessen an
der Zunahme des Proliferationsmarkers Ki-67) (Litvinov et al. 1996). Dieser
Zusammenhang besteht in gleicher Weise fir die Epithelzellen der
Darmschleimhaut: Auch hier korreliert die Expression von EpCAM mit
verstarkter Proliferation und Differenzierungsverlust (Schiechl et al. 1986). In
der ohnehin stark EpCAM-positiven Kolonschleimhaut ist die Ausbildung von
Polypen mit einer verstarkten Expression von EpCAM assoziiert (Balzar et al.
1999). In dysplastischen Veranderungen des Urothels der Blase wird EpCAM
ebenfalls starker exprimiert als im gesunden Ubergangsepithel (Zorzos et all.
1995). Fur Lungengewebe konnte ein ansteigender Gradient der EpCAM-
Expression von gesunder Bronchialschleimhaut tber epitheliale Hyperplasie
zu maligne transformiertem Plattenepithel beobachtet werden (Piyathilake et
al. 2000). Beim Mamma-Karzinom Kkorreliert der Grad der EpCAM-
Expression mit TumorgréfRe und Lymphknoteninfiltration (Tandon et al.
1990). Bei den Plattenepithelkarzinomen der Haut kommt es zu keiner Neo-
Expression von EpCAM, lediglich in Basalzellkarzinomen konnte gelegentlich
eine hohe Expression festgestellt werden (Tellechea et al. 1993, Tsubura et
al. 1992). Im Plattenepithel der Mundschleimhaut wiederum wurde in
dysplastischen Veranderungen eine hochgradige Expression von EpCAM in
den basalen und den suprabasalen Zellen nachgewiesen. EpCAM-positive
Zellen lieBen sich dabei immunhistologisch eindeutig von normalen, EpCAM-
negativen Epithelzellen unterscheiden (High et al. 1996). Wéahrend also
Tumore nicht-epithelialer Herkunft (wie Melanome, Sarkome, Lymphome und
Meningiome) EpCAM-negativ sind (Balzar et al. 1999), zeigen die meisten
Karzinome einschlie3lich der Plattenepithelkarzinome des Hals-Kopf-
Bereichs eine hochgradige Expression flr das Tumorantigen EpCAM (Quak
et al 1990; High et al. 1996; Balzar et al. 1999).
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1.4.5 Funktion von EpCAM in Epithelzellen und in Karzinomen

Die Funktion als Kalzium-unabhangiges epitheliales Adhasionsmolekil hat
zur Namensgebung von EpCAM gefihrt (Litvinov et al. 1994). In L-Zellen
(murine Fibroblasten) fuhrte die Expression von EpCAM zur Ausbildung von
Zellaggregaten, obwohl diese Zellen tblicherweise nicht zur Zelladhasion in
der Lage sind. (Litvinov et al. 1997; Balzar et al. 1999). Zur Ausbildung einer
stabilen interzellularen Adh&sion ist die zytoplasmatische Domane des
Molekuls notwendig, wobei in zytoplasmatischen Deletionsmutanten mit noch
vorhandener extrazellularer Domane die homophile Spezifitat erhalten bleibt
und eine instabile Zellaggregation noch maoglich ist (Balzar et al. 1998).
Verglichen mit den klassischen Adhasionsmolekilen wie den Cadherinen ist
die EpCAM-vermittelte Adhasion relativ schwach. In Zellverbanden mit
Cadherin-vermittelter Zelladh&sion fiihrt eine Uberexpression von EpCAM zu
einer Reduzierung dieser Form der Zelladhdsion zugunsten der durch
EpCAM-vermittelten Adhasion. EpCAM beeinflusst dabei nicht die Menge an
Cadherin sondern dessen Assoziation mit dem Zytoskelett. (Litvinov et al.
1997). Uber seine zytoplasmatische Domane interagiert EpCAM mit dem
Actin-Zytoskelett. Das Actin-Depolymerisations-Agenz Cytochalsin D fuhrt
zur Zerstérung der EpCAM-vermittelten Adhasion und zur Internalisierung

von EpCAM. EpCAM bindet mit seiner zytoplasmatischen Domé&ne an a-—

Actinin und ist so an der Regulation der Cadherin-vermittelten Adhasion
beteiligt ist (Balzar et al. 1998). Uber die Regulation der interzellularen
Adhasion ist EpCAM in die Steuerung der epithelialen Morphogenese und
Gewebserhaltung involviert. Die Bedeutung dieser morphoregulatorischen
Funktion von EpCAM konnte fur die Entwicklung von Langerhans-Inseln
nachgewiesen werden (Cirulli et al. 1998). Die bedeutende Rolle von EpCAM
fur Zellwachstum und —reifung wird in mehreren Arbeiten beschrieben: In
epithelialen Hyperplasien, Dysplasien und Neoplasien korreliert das Ausmalf3
der EpCAM-Expression mit Proliferation und zellularer Dedifferenzierung
(Balzar et al. 1999; Litvinov et al. 1996; Piyathilake et al. 2000). Erst kirzlich
gelang es, den direkten Einfluss von EpCAM auf das Wachstum und den
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Metabolismus von Zellen nachzuweisen. In Untersuchungen an HEK293,
einer Zelllinie aus EpCAM-negativen, epithelialen humanen embryonalen
Nierenzellen und an murinen NIH3T3 Fibroblasten fihrte die Expression von
EpCAM zu verstarktem Zellwachstum, reduzierter Abhangigkeit von
Wachstumsfaktoren und zu einer Zunahme des Zellmetabolismus (Mlnz
2003). Der Leukozyten-assoziierte Immunoglobulin-ahnliche Rezeptor
LAIR1, der erst kirzlich als Bindungspartner von EpCAM identifiziert wurde
(Meyaard et al. 2001), deutet auf einen weiteren bedeutenden funktionellen
Aspekt des Proteins. LAIR1 wird auf vielen Zellen des Immunsystems
exprimiert und Ubermittelt inhibitorische Signale. Der LAIR1 Ligand konnte
somit zu einer Toleranz von Immunzellen gegenuber EpCAM-positiven

Karzinomzellen beitragen.

1.4.6 EpCAM-regulierte Gene und Proteine

Im Rahmen der funktionellen Entschlisselung auf molekularer Ebene
konnten verschiedene EpCAM-regulierte Gene identifiziert und ein Einblick in
die komplexe Signaltransduktion des Molekils gewonnen werden. So liel3
sich nachweisen, dass das Onkogen c-myc ein frihes Zielgen von EpCAM
ist (MUnz 2003). Ebenso erfahren die beiden Cycline A und E eine rasche
Induktion durch EpCAM und sind zudem als c-myc-regulierte Gene
beschrieben (Jansen-Durr et al. 1993). Die Induktion von c-myc und der
beiden Cycline konnte einen zentralen Aspekt der EpCAM-vermittelten

Effekte in neoplastischen Epithelzellen darzustellen.

In Proteomanalysen konnte gezeigt werden, dass EpCAM die Expression
des Fettsauren-bindende Protein E-FABP induziert. Das Protein spielt eine
wichtige Rolle im Transport und Metabolismus langkettiger Fettsduren
(LCFA) und in der Bereitstellung signaltransduzierender Zellmetaboliten, wie
Eicanosoide und Prostaglandine (Glatz et al. 1993; Siegenthaler et al. 1993;
Siegenthaler et al. 1994). Eine Uberexpression von E-FABP wurde in
chemoresistenten Pankreaskarzinomen nachgewiesen (Sinha et al. 1999)
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sowie in hyperproliferativen Keratinozyten bei Psoriasis (Siegenthaler et al.
1993; Siegenthaler et al. 1994). Die erhthte Funktion des Molekuls deckt
dabei einen erhodhten zellularen Bedarf an LCFA, aul3erdem bindet E-FABP
Selen, das zum Gleichgewicht des zellularen Redoxpotentials beitragt und
fur schnell proliferierende Zellen essentiell ist. Da E-FABP als Zielgen von c-
myc nachgewiesen ist (Coller et al. 2000) und die Expression von E-FABP
und EpCAM in Karzinomzelllinien, Primartumoren und in Tumor-
angrenzendem Gewebe korreliert, ist anzunehmen, dass diese Proteine

Bestandteil einer Signalkaskade sind (Minz 2003).

Als weiteres EpCAM-reguliertes Protein konnte die Glyoxalase | (Glox I)
nachgewiesen (Minz 2003) werden. Das Enzym metabolisiert in der
Glykolyse anfallendes Methylglyoxal, dessen Anhdufung in der Zelle die
DNA-, RNA- und Proteinsynthese inhibiert und dadurch einen Wachstums-
stopp bewirken kann. Eine Aktivitatssteigerung von Glox | kann somit ein
erhohtes Zellwachstum unterstitzen. Die Regulation des Enzyms wiederum
erfolgt indirekt durch EpCAM Uber die Kalzium-abhangige Calmodulin 1
Kinase (Deswal and Sopory 1999), die Uber die Regulation verschiedener
Enzyme Zellzyklus und Wachstum beeinflusst (Means and Dedman 1980;
Means et al. 1991).

Die regulatorische Untereinheit der Cyclin-abhéangigen Kinase (CKS 1)/cdc28
Kinase, das Ras-Homolog Rho B und der Replikationfaktor RFC 37 sind drei
weitere an der Zellzyklusregulation beteiligte Gene, die kirzlich als EpCAM-
regulierte Gene nachgewiesen wurden (Minz 2003), wobei auch RFC 37
bereits als Zielgen von c-myc bekannt ist (Schuhmacher et al. 2001). Als
EpCAM-reprimierte Gene konnten 14-3-3-sigma (ein Gegenspieler zu CKS 1
in der Zellzyklusregulation), EGR-1 und die Dnase X (die in die Vorgénge der
Apoptose involviert sind) und die Adhasionsmolekile CD36 und Zyxin
identifiziert werden. Wahrend CD36 eine Rolle in der Zelldifferenzierung
zugeschrieben wird (Beckerle 1997), konnte die Reprimierung von Zyxin die
Metastasierung EpCAM-exprimierender Tumorzellen férdern (Tsuchida et al.
1999; Rofstad and Graff 2001).
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Zusammenfassend besitzt EpCAM in Karzinomen eine bedeutende
funktionelle Rolle, indem es Zellproliferation und Metabolismus verstarkt und

eine abschwéchende Wirkung auf interagierende Immunzellen austibt.

1.4.7 Differentielle Glykosilierung von EpCAM

Aufgrund der Aminosauresequenz des EpCAM-Proteins geht man von drei
potentiellen Glykosylierungsstellen in der extrazellularen Domane aus, von
denen die ersten beiden in der zysteinreichen Region innerhalb der zweiten
EGF-ahnlichen Wiederholung lokalisiert wurden, die dritte Glykosilierungspo-
sition wird der zysteinarmen Region zugeordnet (Perez and Walker 1989;
Simon et al. 1990; Strnad et al. 1989; Szala et al. 1990). Es wird angenom-
men, dass alle drei Positionen mit Mannose-Oligosachariden glykosiliert
werden (Durbin et al. 1990; Schon et al. 1993). Pulse-Chase Untersuchun-
gen konnten zeigen, dass EpCAM zunachst als 34 kDa-Protein synthetisiert
und anschlieRend zur 40 kDa-Form glykosiliert wird. Die glykolisierte
Proteinform kann durch Proteolyse in zwei Fragmente von 6 kDa und 32 kDa
gespalten werden (Thampoe et al. 1988). Untersuchungen mit Inhibitoren der
N- und O-Glykosilierung an EpCAM exprimierenden Zellen trugen zur
weiteren Aufklarung der Glykosilierung von EpCAM indem sie eine O-
Glykosylierung ausschlief3en konnten und davon ausgehen lassen, dass das

Glykoprotein in einer N-glykosylierten Form vorliegt.

In Karzinomzelllinien konnten unterschiedliche Varianten von EpCAM mit
Molekulargewichten von 37, 40 und 42 kDa nachgewiesen werden (Litvinov
et al. 1994), wobei es Hinweise gibt, dass es sich hierbei um unterschiedliche
Glykosilierungsformen handelt. Ob eine Spezifitdt bestimmter Glykosilie-
rungsformen fur bestimmte Gewebe oder gar Neoplasien besteht, ist bis jetzt
nicht bekannt. Auch Uber die Funktion der Glykosilierung von EpCAM
existieren noch keine Daten. FiUr verschiedene andere Molekile wie

beispielsweise dem Fcy-Rezeptor, Immunglobulinen und weiteren Proteinen

wurde nachgewiesen, dass eine Modifikation durch Glykosilierung eine
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wesentliche Rolle in der Erkennung von Rezeptoren und Liganden spielt
(Rudzky and Jothy 1997; Katoh et al. 1999).

1.4.8 EpCAM in Diagnostik und Immuntherapie

Bemuihungen um verbesserte diagnostische Moglichkeiten bei Krebserkran-
kungen fuhrten zur Entwicklung von monoklonalen Antikérpern (mAbs), die
spezifisch an Tumor-assoziierte Antigene binden (Koprowski et al. 1979;
Oosterwijk et al. 1986). Viele dieser AntikOrper zeigten sich dabei als
spezifisch fir Membranantigene von Tumorzellen. Die Herstellung von
Antikdrpern in Mausen durch Immunisierung mit Karzinomzellen lie3 in
EpCAM ein Protein von herausragender Immunogenitat erkennen, was zur
Entwicklung einer gréReren Zahl von mAbs flhrte, die mit der extrazellularen

Region des Proteins reagieren (Balzar et al. 1999) (Tabelle 2).

1. EGF-dhnliche 2. EGF-ahnliche zysteinarme Region
Wiederholung Wiederholung

17-1A 2G8 311-K1
323/A3 MM104
KS1/4
GA733
MOC31
VU1D9
K931
C 215

Tabelle 2: Monoklonale Antikérper (mAbs) und deren Bindungsregionen in der extrazellula-
ren Domane des EpCAM Proteins. Ein Grol3teil der mAbs reagiert mit einem der teilweise
Uberlappenden Epitope in der ersten EGF-ahnlichen Wiederholung (1. EGF-like repeat).
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Da das Transmembranprotein EpCAM von den meisten Karzinomen
Uberexprimiert wird, wurde es bald als attraktives Zielmolekul fir Immunthe-
rapie erkannt. Die ersten Therapieversuche von Karzinomen mit EpCAM
wurden mit unkonjugierten monoklonalen Antikdrpern durchgefihrt und
lieBen eine gewisse therapeutische Wirkung erzielen (Ragnhammar et al.
1993; Mellstedt et al. 1991; Weiner at al. 1993). Nach Therapieerfahrungen
Uber ein Jahrzehnt hinweg musste jedoch festgestellt werden, dass mAbs
nicht in der Lage sind, gréRere solide Tumormassen zu eliminieren (LoBuglio
and Saleh 1992). Als Ursache wird vermutet, dass in grof3eren Tumoren
keine ausreichenden Konzentrationen von mAbs erreicht werden, um einen
wirksamen therapeutischen Effekt zu erzielen. Dennoch scheinen mAbs in
der Lage zu sein, einzelne Tumorzellen zu eliminieren und damit die
Ausbildung von Metastasen zu verhindern, ein Umstand, der entscheidend
fur das Uberleben von Patienten mit minimal residual disease sein kann. Da
die Affinitat des mAbs 17-1A zu EpCAM relativ niedrig ist, erhoffte man,
durch Antikorper hoherer Affinitat bessere Resultate zu erreichen (Velders et
al. 1995), was in der Entwicklung von GA733 und 323/A3 resultierte. Diese
mADbs erreichten eine hohe Affinitdt zu EpCAM, was aber wiederum zu
toxischen Nebenwirkungen in gesunden, EpCAM-positiven Geweben fihrte
(Herlyn et al. 1991). Eine Wirkungsverstarkung von mAbs in vitro konnte
unter zusatzlicher Anwendung von Interferon Gamma beobachtet werden
(Takamuku et al. 1996). Neuere Techniken ermdglichten schliel3lich die
Herstellung rekombinanter single-chain Antikorper mit hoher Affinitdt zu
EpCAM (Roovers et al. 1998).

Eine Weiterenwicklung weg von der passiven zu einer aktiven Form der
Immuntherapie mit EpCAM stellt der Einsatz von bispezifischen AntikGrpern
(bsAb) dar, die einerseits an das Tumorantigen und andererseits an
Immunzellen, namentlich T-Zellen binden. So gelang zunachst die Entwick-
lung eines einkettigen bsAb, der neben seiner Spezifitat fir EpCAM den
CD3/T-Zell-Rezeptorkomplex spezifisch bindet und der in vitro eine ca. um
den Faktor 10° verbesserte Toxizitat gegeniiber Tumorzellen erreichen lieR
(Kufer et al. 1997; Helfrich et al. 1998). Die Immuntherapie mit bispezifischen
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Antikorpern zielt darauf ab, ein spezifisches Tumor-assoziiertes Antigen zu
identifizieren und aktivierte T-Zellen wirksam gegen Karzinomzellen zu
mobilisieren. In der Behandlung der minimal residual disease kann die
Anwendung von bsAb die Prognose verbessern (Kufer et al. 1997). Eine
weitere Steigerung der Wirksamkeit soll die Kombination von mAbs oder
bsAb mit Chemotherapeutika und Zytokinen bewirken (Mellstedt et al. 2000;
Flieger et al. 2000).

Eine neue Klasse unter den gegen EpCAM gerichteten Antikérpern
reprasentiert der komplett bispezifische Antikorper BiUIl (aEpCAM/aCD3),
der in der Lage ist, Tri-Zell-Komplexe aus Tumorzellen, T-Zellen und
akzessorischen Immunzellen auszubilden. Der Antikbrper generiert nicht nur
eine T-Zell-Reaktion sondern aktiviert Uber eine Fc-Region zusatzlich

akzessorischen Immunzellen, die Uber einen Fcy-Rezeptor verfigen und die

Tumorzellen direkt phagozytieren (Zeidler et al. 2000) und zur Produktion
von Interleukinen und anderen Zytokinen angeregt werden (Zeidler et al.
1999; Zeidler et al. 2001). In vitro fihrte die durch BiUIll angestol3ene

Immunreaktion zu einer effizienten Tumorzellelimination.

Weitere Ansatze in der aktiven Immuntherapie basieren auf Vakzinierung mit
rekombinanten Proteinen, die immunogene Epitope des karzinomassoziier-
ten Antigens prasentieren und eine Immunantwort auf humoraler und
zellularer Ebene bewirken sollen (Zaloudik et al. 2002). Bei Patienten mit
Kolonkarzinom konnte nach Vakzinierung mit dem EpCAM Protein und
zusétzlicher Zytokiningabe eine deutliche T-Zell-Antwort beobachtet werden
(Mellstedt et al. 2000).

Als Tumormarker konnte beim Pankreaskarzinom fir EpCAM eine
vergleichbare Sensitivitat und Sensibilitat wie flr etablierte Markersubstan-
zen nachgewiesen werden (Gansauge et al. 1996). In einer Untersuchung
von 205 Mammakarzinomen wurde in Uber einem Drittel der Falle eine
Uberexpression von EpCAM immunbhistologisch nachgewiesen und war mit

einer schlechten Prognose assoziiert (Gastl et al. 2000). Fir Patienten mit
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SCCHN konnte gezeigt werden, dass EpCAM ein effizientes Zielgen zur
Detektion von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark und peripheren
Blut ist und damit zur Erkennung einer minimal residual disease beitragen
kann (Chaubal et al. 1999; Wirtschafter et al. 2002). EpCAM bietet also
interessante Ansatzpunkte fur weitere Entwicklungen in der Diagnostik und

Therapie von Karzinomen.

1.5 Zielsetzung

EpCAM spielt eine bedeutende Rolle in der Karzinogenese und bietet einen
interessanten diagnostischen und therapeutischen Angriffspunkt. Bislang ist
nicht bekannt, welchen Einfluss das Ausmall der Glykosilierung auf das
Molekul in funktioneller Hinsicht hat und ob die unterschiedlichen Glykosilie-
rungsformen Gewebsspezifitdt besitzen. Auf diagnostischer Ebene konnte
EpCAM als Marker zur Detektion disseminierter Epithelzellen in Blut und
Knochenmark eingesetzt werden (Chaubal et al. 1999). Von therapeutischer
Seite her gibt es Ansatze, in denen EpCAM als Zielmolekdl in der passiven
und aktiven Immuntherapie fungiert (Riethmuller et al. 1998; Zeidler et al.
1999; Zeidler et al. 2000; Mellstedt et al. 2000). Da EpCAM allerdings auch in
gesunden Geweben wie Schilddrise und Schleimhaut des Kolons exprimiert
wird, kommt es gerade in diesen Organen zu zytostatisch induzierten
Nebenwirkungen in der Immuntherapie (Herlyn et al. 1991). Der Nachweis
einer tumorspezifischen Variante von EpCAM waére dahingehend eine
wesentliche Voraussetzung fir die Entwicklung neuer Formen von

Immuntherapien mit gro3erer Effizienz und geringeren Nebenwirkungen.

Ziel der Arbeit war es daher herauszufinden, ob fir EpCAM unterschiedliche
Glykosilierungsformen existieren, die Gewebsspezifitat, insbesondere fur
gesunde Epithelien und fur Plattenepithelkarzinome besitzen. Zur Darstellung
differenter Glykosilierungsformen sollte EpCAM zunéchst in vitro anhand von
Zelllinien maligne entarteter Plattenepithelien untersucht werden. Anschlie-

Rend sollte die gewebsspezifische Expression und Glykosilierung in
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Primé&rtumoren und gesundem Gewebe von Tumorpatienten untersucht
werden. Hierfir wurde gesundes, physiologisch EpCAM-exprimierendes
Epithelgewebe mit autologem Tumorgewebe aus Karzinompatienten

verglichen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerate

Elektrophoresesystem
Netzgerat
Filmentwicklungsmaschine
Filmkassetten

Westernblot System
Pipetten

Rontgenfilme
Thermomixer

Ultrazentrifuge

Universal Microplate Reader

Zentrifugen

Hoefer, Amersham Biosciences, Freiburg
Bio-Rad, Richmond (USA)

Agfa Deutschland, Frankfurt

Amersham Biosciences, Freiburg

Bio Rad, Richmond (USA)

Eppendorf, Hamburg

Amersham Biosciences, Freiburg
Eppendorf Hamburg

Heraeus Instruments, Hanau

Bio Tek-Instruments Inc.

Eppendorf, Hettich, Sorvall

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Einmalspritzen 5/ 10/ 20 ml

Immobilon-P Membran

Braun, Melsungen

Millipore, Bedford (USA)

Kunststoffréhrchen steril, 15/ 50 ml Falcon/BD Le Pont de Claix (F)

3 MM Whatman-Papier
Petri-Schalen
Pipettenspitzen
Skalpelle

96-well-Platten

Bender & Hobein, Minchen
Nunc, Wiesbaden
Eppendorf, Hamburg
Feather/PFM, Koln

Falcon/BD Le Pont de Claix (F)
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Zellsiebe 100 pm

Zentrifugengefalie 1,5/ 2 mi

2.1.3 Chemikalien

Acrylamid

APS (Ammoniumpersulfat)
Isopropanol 99,8 %
Methanol 99,8 %
Milchpulver

PBS-Tabletten

SDS (Dodecylsulfate Na-salt)

TEMED (N,N,N,N-Tetramethyl-

Ethylendiamin)

TWEEN

Falcon/BD Le Pont de Claix (F)

Eppendorf, Hamburg

Schrdder Diagnostics, Stuttgart
Bio-Rad, Richmond (USA)
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Serva,Heidelberg

Gibco BRL, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Amersham Biosciences, Freiburg

Serva, Heidelberg

214 Antikorper und Reagenzien

HRP —Maus Ig (P0260) Kaninchen/IgG Dako, Glostrup (DK)

C 215, Dr. Horst Lindhofer, GSF Forschungsinstitut Minchen

Tunicamycin, Sigma, Heidelberg

N-acetyl Galactosaminid, Sigma, Heidelberg

29
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2.1.5 Puffer

Lysispuffer

PBS Puffer

10 x Blotting buffer
10 x Running buffer
Waschpuffer

Milchlésung

2.1.6 Sonstiges

BCA™ Proteinassay

ECL™ Westernblotting System

Proteingréf3enstandard

2.2 Zelllinien

PBS1 1 % Triton X-100, Protease-Inhibitoren

PBS-Tabletten zur Herstellung von
Phosphatpuffer (GIBCO BRL, Karlsruhe)

250 mM tris, 1,26 M Glycin
250 mM Tris, 1,26 M Glycin, 1 % SDS
TWEEN 0,05 % in PBS

3-5 % Milchpulver (SERVA) in Waschpuffer

Pierce, Rockford (USA)
Amersham Biosciences, Freiburg

"Benchmark” Invitrogen, Karlsruhe

(prestained)

Zunachst wurde die unterschiedliche Glykosilierung von EpCAM untersucht.

Zur Untersuchung gelangten Karzinomzelllinien vorwiegend aus Plattene-

pithelkarzinomen, die aus Tumoren unterschiedlicher Herkunft stammen:

* FaDu, PCI-1, PCI-13, HLAC-78 und Tul79 aus SCCHN

« HCT-8 aus Kolonkarzinom

e MCEF-7 und SkBr3 aus Mammakarzinom

e Hela aus Zervixkarzinom
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Zur weiteren Differenzierung der Glykosilierung wurden Messungen unter der
Anwesenheit von Tunicamycin und N-acetyl Galactosaminid durchgefinhrt,
zweier Inhibitoren der N- und O-Glykosilierung. Tunicamycin ist ein N-
Inhibitor, der den ersten Glykosilierungsschritt an der zytoplasmatischen
Seite des endoplasmatischen Retikulums hemmt, N-acetyl Galactosaminid

hingegen ist ein Inhibitor der O-Glykosilierung.

2.3 Patienten

Zur Beurteilung der Glykosilierung von EpCAM in vivo konnten 60 Patienten
mit Plattenepithelkarzinomen aus dem Hals-Kopf-Bereich untersucht werden.
Darlber hinaus wurden aufRerdem Gewebsproben von vier Patienten mit
Magen-Darm-Karzinomen untersucht. In Tabelle 3 sind die Patienten- und
Tumor-bezogenen Daten der 60 untersuchten Patienten mit SCCHN

dargestellt.

Pat. | Tumor- Alter | Diff. TNM-Kategorie vicC
Nr. |lokalisation (Jahre) | Grad

01 Larynx 54 G2 pT4 pNO MO A%
02 Hypopharynx 57 G3 pT4 pN2c MO v
03 | Oropharynx 49 G3 pT3 pN2c MO v
04 Larynx 72 G3 pT3 pNO MO 1l
05 Hypopharynx 50 G3 pT4 pN1 MO v
06 Larynx 54 G3 pT4 pN2b MO A
07 | Oropharynx 55 G2-3 |cT3 N2b MO v
08 Mundboden 55 G3 pT2 cNO MO Il
09 Oropharynx 54 G2 pT1 pN2a MO v
10 Oropharynx 61 G3 pT4 pN2c MO v
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Pat. | Tumor- Alter | Diff. TNM-Kategorie vicC
Nr. |lokalisation (Jahre) | Grad

11 Larynx 81 G3 cT3 cNO MO Il
12 Hypopharynx 60 G2 pT3 pN1 MO 1l
13 Larynx 61 Gl pT3 pNO MO 1l
14 Hypopharynx 58 G3 pT4 pN2c MO A
15 Larynx 60 G3 pTla pNO MO I
16 Hypopharynx 54 G3 pT4 pN2c MO A%
17 Oropharynx 44 G3 pT3 pN2c MO A
18 Hypopharynx 67 G3 pT4 pN2b MO A
19 | Hypopharynx 55 G3 pT2 pN2c MO v
20 Larynx 54 G2 pT3 pN2b MO A
21 Hypopharynx 51 G3 pT4 pNO MO v
22 Mundboden 54 G2 pT3 pN2b M1 A
23 Larynx 60 G3 pT4 pN2c MO v
24 CUP 47 G3 TX pN3 MO v
25 Hypopharynx 52 G3 pT4 pN2c MO v
26 CUP 50 G3 TX pN3 MO v
27 | Larynx 60 |G3 |pT3 pNO M1 \Y;
28 Larynx 52 G3 cT4 cN3 MO v
29 | Oropharynx 70 G3 pT1l pN3 MO v
30 | Oropharynx 63 G3 pT4 pNO M1 v
31 Larynx (Rez.) 53 G3 pTla cNO MO I
32 Oropharynx 78 G2 pT2 pNO MO Il
33 Hypopharynx 50 G2-3 |pT2 pNo MO Il
34 | Oropharynx 56 G3 pT3 pN2b MO v
35 Hypopharynx 56 G3 pT3 pN2b MO v
36 | Oropharynx 46 G3 pT2 pNO MO Il
37 Hypopharynx 54 G3 pT3 pN3 MO v
38 | Oropharynx 52 G3 pT2 pN2b MO v
39 Larynx 54 G3 pT2 pN1 MO [l
40 Oropharynx 56 G3 PT3 N2b MO v
41 Hypopharynx 41 G3 pT2 pN1 MO [l
42 Hypopharynx 56 G2 pT2 pN2b MO v
43 | Larynx (LK) 67 |G1-2 |pT2  pN2b MO \Y
44 | Larynx 57 |G2 |pT3 pNO MO I
45 | Larynx 65 |G3 |pT4  pN2b MO \Y

32
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Pat. | Tumor- Alter | Diff. TNM-Kategorie vicC
Nr. |lokalisation (Jahre) | Grad

46 Larynx 61 G3 pT4 pNO MO A%
47 Larynx 61 G3 pT4 cN2c MO A
48 Larynx 63 G3 pT2 pN1 MO 1l
49 Hypopharynx 65 G3 pT4 pN2b MO v
50 | Oropharynx 58 G3 pT2 pN2a MO 1l
51 Larynx 67 G2-3 |pT4 pNO MO A%
52 | Oropharynx 61 G1-2 |pT4 pNO MO A
53 Larynx 71 G3 pT2 pNO MO Il
54 Hypopharynx 66 Gl pT4 pN1 MO v
55 Larynx 43 G2-3 |pT4 pN2c MO A
56 Hypopharynx 51 G3 pT4 pN2b MO \
57 Larynx 54 G3 pT4 pNO MO v
58 Hypopharynx 53 G3 cT4 cN3 MO v
59 | Larynx 59 G2 pT3 pN2c MO Y
60 | Larynx 69 G1l-2 |pT4 pNO MO v

Tabelle 3: Patienten- und Tumor-bezogene Daten der 60 untersuchten Patienten mit
SCCHN. Aufgefiihrt sind Tumorlokalisation und Patientenalter und das Tumorstadium nach
TNM -Klassifikation und UICC. In der TNM-Kategorie ist angegeben, ob die Klassifizierung
in T- und N-Stadien aufgrund histopathologischer Untersuchung oder klinisch (,c")
vorgenommen wurde, ,M0“ bezeichnet das Fehlen, ,M1" das Vorhandensein von
Fernmetastasierung. (Rez.=Rezidiv, LK=Biopsie aus Halslymphknotenmetastase).
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2.4 Methoden

24.1 Gewebsproben aus Tumorpatienten

Karzinompatienten wurden intraoperativ. Gewebsproben aus Tumor und
gesunder EpCAM-positiver Schleimhaut entnommen und im Westernblot auf

die Expression von EpCAM und dessen Glykosilierung untersucht:

» 60 Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen
* Proben aus Tumorgewebe (TU)
* Proben aus Schilddriisengewebe (SD)

» autologe Probenpaare aus Tumor und Schilddriise (TU/SD)

» 4 Patienten mit Karzinomen aus dem Gastrointestinaltrakt (Kolon, Magen)
* Autologe Probenpaare aus gesundem und Karzinomgewebe

* Proben aus gesunder Kolonschleimhaut

Allen 60 Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen wurden Proben aus dem
Tumorgewebe entnommen. Da die gesunden Plattenepithelien der oberen
Atem- und Speisewege im Gegensatz zu den daraus hervorgehenden
SCCHN kein EpCAM exprimieren, wurde unter der Zielsetzung, die
Glykosilierung von EpCAM in gesundem und in Tumorgewebe zu verglei-
chen, EpCAM-positives Epithel aus einem weiteren Organ als Referenz
herangezogen. Hierfir wurde die Schilddrise ausgewahlt, da dieses Organ
regular EpCAM exprimiert und seine unmittelbar benachbarte anatomische
Lokalisation eine wenig aufwendige Probenentnahme im Rahmen der
tumorchirurgischen Malinahmen erlaubte. So wurde bei 44/60 Patienten

intraoperativ neben den Tumorbiopsaten zusétzlich autologes Schilddrisen-
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gewebe fiur gesundes EpCAM positives Gewebe gewonnen. Da die Mukosa
im Gastrointestinaltrakt im Gegensatz zur Schleimhaut des oberen
Aerodigestivtrakts EpCAM exprimiert, konnten bei den 4 Patienten mit
Karzinomen aus dem Magen-Darm-Trakt Biopsate aus benachbarter
gesunder Mukosa als Referenz enthommen werden. Die Glykosilierung von
EpCAM wurde dann in gesundem und in autologem Karzinomgewebe

untersucht und miteinander verglichen.

2.4.2 Aufbereitung der Gewebsproben

Die untersuchten Zelllinien standen in unserem Labor bereits als Lysate zur
Verfliigung, bei Patienten mit SCCHN wurden Gewebsproben intraoperativ
aus den Primartumoren (bzw. in einem Fall aus einer Halslymphknotenme-
tastase) und aus autologem gesunden Schilddrisengewebe entnommen.
Aus den Gewebsproben und den Zelllinien wurden Zelllysate mit angegliche-
nen Proteinmengen hergestellt, die enthaltenen Proteine durch vertikale
Gelelektrophorese nach Molekulargewicht aufgetrennt und anschlie3end
EpCAM mit Hilfe spezifischer Antikorper detektiert und auf dessen Glykosilie-
rung untersucht. Uber die Lage der Banden im Westernblot konnte das
Molekulargewicht der gemessenen Proteine mit Hilfe eines Proteingrol3en-
standards erfasst werden, anhand die Intensitat der Banden wurde der Grad

der Glykosilierung optisch evaluiert.

Die entnommenen Gewebsproben wurden dazu in sterile Phosphatpufferlo-
sung ubertragen, mechanisch zerkleinert und durch Zellfilter mit 100 pm
PorengrofRe zu Einzelzellsuspensionen homogenisiert. Nach Zentrifugation
(10 min bei 3000 U/min) wurde der Uberstand dekantiert und die Zellpellets
in Eppendorf GefalR3e tbertragen und mit jeweils 500 pl Lysispuffer (PBS1
1 % Triton X-100, Protease-Inhibitoren) bei Raumtemperatur Gber 4 Stunden
inkubiert. Der hypotone Lysispuffer bewirkt die Lyse der Zellmembranen und
setzt die zellularen Proteine frei, die Zellkerne bleiben dabei intakt. Die
Zelllysate wurden anschliel3end 10 min bei 13000 U/min zentrifugiert und in
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frische Eppendorf Geféal3e Uberfuhrt. Die Gewebsproben von Tumorpatienten
aus dem Gastrointestinaltrakt wurden uns von der Chirurgischen Klinik der
LMU in eingefrorenem Zustand Uberlassen. Aus ihnen wurden ebenfalls
Zelllysate im gleichen Verfahren hergestellt. Alle Lysate wurden anschlie-

Rend zur Lagerung bei —80°C eingefroren.

2.4.3 Messung des Proteingehalts

Um die Expression und Glykosilierung von EpCAM in den verschiedenen
Gewebsproben vergleichen zu kénnen, wurde der Proteingehalt der Zellly-

sate bestimmt und gleiche Proteinmengen aufgetrennt.

Die Messung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem BCA™ Protein Assay
Kit (PIERCE). Der Assay beruht auf der Reduktion von Cu®* zu Cu.
Vorhandenes Protein wird dabei durch Lilafarbung sichtbar. Die Farbintensi-
tat entspricht der Proteinkonzentration und wird durch Extinktionsmessung
erfasst. Mit Hilfe eines in bekannter Konzentration aufzutragendem Refe-
renzproteins wird der Proteingehalt der Lysate dann rechnerisch ermittelt.
Um in der Gelelektrophorese aquivalente Proteinmengen messen zu kdénnen,
wurden die Lysate dann mit Lysispuffer auf eine einheitliche Konzentration

verdinnt.

2.4.4 Vertikale Gelelektrophorese

Die in den Lysaten enthaltenen Proteine wurden zunachst durch vertikale

Gelelektrophorese nach ihnrem Molekulargewicht aufgetrennt.

Das Grundprinzip der Elektrophorese besteht in der Migration elektrisch
geladener Teilchen in einem Medium durch ein elektrisches Feld. Unter
Verwendung eines Polyacrylamidgels als Medium nitzt man einen

molekularen Siebeffekt und erreicht Auftrennung der Proteine nach



MATERIAL UND METHODEN 37

Molekulargewicht. Die Wanderungsgeschwindigkeit der Molekile wird nicht
nur durch ihre Ladung, sondern auch durch ihre Grdl3e bestimmt. Durch
Zugabe anionischer Detergentien wie Natriumdodecylsulfat (SDS) wird die
Ladung der zu trennenden Proteinmolekile annahernd egalisiert. Die
Wanderungsgeschwindigkeit wird somit ausschlie3lich durch die Molekular-
groRe bestimmt. Das Trenngel wurde aus 15 ml Acrylamid 12,5 %, 100 pl
APS und 30 pl TEMED hergestellt davon und je 6,5 ml in Hoefer-
Elektrophoresekammern gegossen. Zum Glatten der Geloberkanten wurde
Isopropanol Uberschichtet, das nach funfzehnminitigem Aushérten wieder
abgegossen und mit aqua dest. ausgewaschen wurde. 8 ml Stacking-Gel
wurden unter Zugabe von 50 pl APS und 30 pl TEMED hergestellt und
hiervon je 4 ml in die Gelkammern gegossen. Durch Einstecken eines
Platzhalters (Gelkamm) in die Stacking-Gelschicht wurden in jeder
Gelkammer zehn Taschen zur Aufnahme der Proben gebildet. Die in ihrer
Proteinkonzentration mit Lammli-Puffer angeglichenen Lysate wurden fur 2
Minuten in den Heizblock (95°C) gegeben und kurz bei 14000 U/min
zentrifugiert und in die praformierten Geltaschen aufgetragen. Neben den
Proben wurde in jede Gelkammer ein Markerprotein als ProteingroRenstan-
dard aufgetragen. Das Molekulargewicht der gemessenen Proteine konnte
dann nach Darstellung im Westernblot anhand der Lage der dargestellten

Banden abgelesen werden. Die Gele wurden mit je 30 mA aufgetrennt.

2.4.5 Immunblotting (Westernblot)

Nach Auftrennung in der vertikalen Gelelektrophorese wurden die Proteine
vom Gel auf eine Immobilon-P Transfermembran (Millipore) Ubertragen
(Westernblot; 100 V; 500 mA, 45 min). Die negativ geladenen Proteine
wandern dabei unter der angelegten Spannung in Richtung Anode vom Gel
auf die Millipore-Membran. Durch 15-minttige Inkubation der Membranen in
Blockpuffer (Milchlésung 5 % in Waschpuffer) wurde die unspezifische
Bindung von Antikdrpern unterbunden. Zur Detektion von EpCAM wurde
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dann der spezifische Priméarantikérpers C 215 (5 ml/ 0,1 pg/ml pro Membran)
aufgetragen und eine Stunde bei Raumtemperatur und leichter Bewegung in
einem sterilen Kunststoffréhrchen (Falcon, 50 ml) inkubiert. Nach wiederhol-
tem Waschen in Waschpuffer wurden auf jede Membran 5 ml des Peroxida-
se-konjugierten Sekundarantikorpers (Rabbit-anti-mouse, DAKO, 1:5000)
aufgetragen und 30 Minuten bei Raumtemperatur und leichter Bewegung in
einem sterilen Kunststoffréhrchen inkubiert, anschliel3end erneut 30 Minuten
in Waschpuffer gewaschen. Die an den Zweitantikdrper gebundene Peroxi-
dase setzt das ECL-Substrat (ECLTM Westernblotting System) um. Die
resultierende Lumineszenz wurde mittels Rontgenfilm visualisiert, wobei sich
das mit Hilfe des spezifischen Antikorpers C 215 markierte EpCAM in
bandenformiger Struktur zur Darstellung kam. Die Molekulargewichte
konnten sodann anhand des aufgetragenen Proteingrof3enstandards
abgelesen werden, der Grad der Glykosilierung wurde aus der Intensitat der
EpCAM-reprasentierenden Banden optisch evaluiert.
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3. Ergebnisse

3.1 EpCAM-Glykosilierung in Zelllinien aus Plattene-

pithelkarzinomen

Die Glykosilierung von EpCAM wurde zunéchst an verschiedenen Zelllinien
aus Plattenepithelkarzinomen untersucht, die aus Tumoren unterschiedlicher
Lokalisation stammen. FaDu, PCI-1, PCI-13, HLAC-78 und Tul79 sind
Zelllinien aus SCCHN; SkBr3 und MCF-7 aus Mammakarzinom; HCT-8 aus
Kolonkarzinom und HelLa aus Zervixkarzinom. Anhand der Bandenstruktur
lieBen sich die verschiedenen Formen von EpCAM, die sich in ihrem
Molekulargewicht unterscheiden, identifizieren. Alle untersuchten Zelllinien,
ausgenommen Hela, welche EpCAM-negativ ist, exprimierten verschiedene
Varianten von EpCAM mit Molekulargewichten zwischen 35 und 42 kDa
(Abbildung 3).
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Abbildung 3: Untersuchung von EpCAM in verschiedenen Plattenepithelkarzinomen
(Zelllinien) im Westernblot. Lysate aus den verschiedenen Zelllinien wurden in Konzentration
und Proteinmenge angeglichen, die Proben durch vertikale Gelelektrophorese aufgetrennt
und dann EpCAM mit Hilfe spezifischer Antikérper dargestellt. Wie an den Banden
abzulesen, exprimierten alle Karzinome aulBer Hela, die EpCAM-negativ ist, das
Tumorantigen in Varianten mit unterschiedlichen Molekulargewichten zwischen 35 kDa und
42 kDa. (FaDu, PCI-1, PCI-13, HLAC-78 und Tul79 aus SCCHN; HCT-8 aus Kolonkarzi-
nom; MCF-7 und SKBR3 aus Mammakarzinom; HeLa aus Zervixkarzinom)
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3.2 N-Glykosilierung von EpCAM in Zelllinien aus

Plattenepithelkarzinomen

Unter der Annahme dass die unterschiedlichen Molekulargewichte in
Zusammenhang mit der differentiellen Glykosilierung des Proteins stehen,
wurden weitere Experimente zur Untersuchung der N- bzw. O-Glykosilierung
durchgefuhrt. FaDu Zellen wurden unter Anwesenheit des N-Inhibitors
Tunicamycin kultiviert und anschlieRend Zelllysate hergestellt. Mit zuneh-
mender Menge des N-Inhibitors verringerte sich die glykosilierte Form von
EpCAM (40 und 42 kDa), es dominierte die unglykosilierte Form (37 kDa).
Der O-Glykosilierungs-Inhibitor N-acetyl Galactosaminid hingegen hatte
keinen Einfluss auf das Laufverhalten von EpCAM. Dies zeigt, dass EpCAM
in Plattenepithelkarzinomen N-glykosiliert ist (Abbildung 4) und dass die
Variationen des EpCAM-Proteins mit unterschiedlichen Molekulargewichten

differentielle Glykosilierungsformen von EpCAM darstellen.
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Abbildung 4: Untersuchung von EpCAM auf Karzinomzellen aus N- bzw. O-Glykosilierung.
Lysate aus der Plattenepithelkarzinom-Zelllinie FaDu. FaDu-Zellen wurden mit Tunicamycin
bzw. N-Galactosaminid (NaGal) inkubiert, anschlie3end lysiert und die Lysate in einheitlicher
Proteinmenge und -konzentration in vertikaler Gelelektrophorese aufgetrennt, EpCAM mit
Hilfe des spezifischen Antikdrpers C215 im Westernblot zur Darstellung gebracht. Mit
steigender Konzentration des N-Inhibitors dominierte die 37 kDa-Form von EpCAM,
wahrend die Inhibition der O-Glykosilierung keinen Einfluss auf das Molekulargewicht von
EpCAM hatte.
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3.3 Differentielle Glykosilierung von EpCAM in Tumor-

gewebe und gesundem Epithel

EpCAM wurde in Biopsien von 60 Patienten, die an einem Plattenepithelkar-
zinom des Kopf-Hals-Bereiches litten, untersucht. Als Referenzgewebe fir
gesundes, EpCAM-positives Epithel wurde bei 44 der 60 Patienten mit
SCCHN gesundes Schilddrisengewebe entnommen und auf die Expression
und Glykosilierung von EpCAM Uberprift. Der Nachweis von EpCAM im
Westernblot gelang innerhalb der Tumorproben in 44/60 Fallen (73 %) und
innerhalb der Schilddrisenproben in 30/44 Fallen (68 %). Eine Referenzpro-
be aus gesunder Schleimhaut des oberen Aerodigestivtrakts bestatigt die
negative Expression fir EpCAM in gesundem Plattenepithel (Patient 1,
,MUC*, in Abbildung 5). An der Probe des Patienten 1 mit Larynxkarzinom
(,TU") ist hingegen zu erkennen, dass der Tumor die glykosilierte 42 kDa-
Variante von EpCAM exprimiert. In dem autologen Probenpaar aus
Schilddrisen- (,TH*) und Tumorgewebe (,TU*) des Patienten 2 mit
Hypopharynxkarzinom zeigt die Tumorprobe ebenfalls die glykosilierte 42
kDa-Variante von EpCAM, wahrend die Schilddrisenprobe nur die
unglykosilierte 37 kDa-Form mit dem 35 kDa-Abbauprodukt exprimiert
(Abbildung 5). In Tumoren liel3 sich die Expression aller verschiedener
Varianten von EpCAM mit Molekulargewichten zwischen 35 kDa und 42 kDa
beobachten, wobei die 40 oder 42 kDa-Formen immer exprimiert wurden.
Schilddrisengewebe hingegen exprimierte in den meisten Fallen die
unglykosilierte Form und das Abbauprodukt (Abbildung 5 Patienten 5, 6, 7,
8).
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Abbildung 5: Reprasentative Proben aus Schilddriise und Tumorgewebe und gesundem
Plattenepithel. Lysate der Proben wurden in Proteinmenge und —konzentration angeglichen,
durch vertikale Gelelektrophorese aufgetrennt, EpCAM mit Hilfe spezifischer Antikdrper im
Westernblot dargestellt. In der Tumorprobe 1 aus Larynxkarzinom exprimiert der Tumor nur
die glykosilierte 42 kDa-Variante von EpCAM, wahrend die gesunde Schleimhaut kein
EpCAM exprimiert. Die hier dargestellten Tumorproben prasentieren unterschiedliche
Glykosilierungsvarianten von EpCAM, die gezeigten Schilddriisenproben dagegen zeigen
unglykosilierte Proteinformen. (MUC = gesunde Schleimhaut aus oberem Aerodigestivtrakt;
TU = Tumor; TH = Schilddriisengewebe).
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3.3.1 Glykosilierung von EpCAM in Tumorproben

Aus den 60 Tumorgewebsproben der Patienten mit SCCHN gelang in 44
Féallen die Darstellung von EpCAM im Westernblot. Die Analyse des
Glykosilierungsmusters von EpCAM in diesen 44 Karzinomproben zeigte ein
heterogenes Bild mit Tumoren, die alle Varianten von EpCAM exprimierten,
und anderen, die Kombinationen der verschiedenen Glykosilierungsformen
exprimierten (Abbildung 6). Alle dargestellten Proben weisen eine oder
mehrere Glykosilierungsformen mit Molekulargewichten von 35-, 37-, 40-
bzw. 42 kDa auf, wobei die glykosilierte 40 und 42 kDa-Form dominierte. So
sind in der 2. und 4. Probe alle der genannten Varianten vertreten, wahrend
die 3. Probe das 35 kDa-Abbauprodukt und die 40 kDa-Form zeigt und die 5.
Probe die Varianten mit 37-, 40 und 42 kDa prasentiert.
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Abbildung 6: EpCAM wurde in Tumorproben aus SCCHN mit Hilfe spezifischer Antikdrper
markiert und im Immunblot dargestellt. Gezeigt sind unterschiedliche Varianten der
Glykosilierungsmuster und verschiedene Formen unterschiedlich stark ausgepragter
Glykosilierung.

Anhand der Intensitat der im Westernblot dargestellten Banden wurde der
Glykosilierungsgrad der Proben optisch evaluiert und eine Einteilung in
geringgradige (méaRige), mittel- und hochgradige (/ausgepragte, ,starke)
Glykosilierung vorgenommen. Alle in der Abbildung 6 dargestellten Proben
beinhalten unter anderem stark glykosilierte Varianten von EpCAM. Die in
der 2. Probe bei 40- und 42 kDa markierten Proteinformen sind Beispiele fir
eine geringgradige Glykosilierung, in der 3. Probe stellt sich die ausgepréagte
Glykosilierungsform bei 40 kDa neben dem ebenfalls stark markierten 35
kDa-Abbauprodukt des EpCAM-Proteins dar.
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In allen EpCAM positiven Tumorproben (44/44; 100 %) war EpCAM glykosi-
liert. In der Halfte der auswertbaren Félle lag die hochgradige Glykosilie-
rungsform vor (22/44; 50 %) und in ca. je einem Viertel der Falle die
mittelgradige (12/44; 27 %) und geringgradige (10/44; 23 %) Form
(Abbildung 7).
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Abbildung 7: Verteilung der EpCAM Glykosilierung innerhalb von 44 Tumorproben aus
SCCHN. In der Hélfte der Proben lag die ausgepragte Glykosilierungsform von EpCAM vor,
es dominierten die 40 bzw. 42 kDa-Form von EpCAM. In ann&hernd einem Viertel der Féalle
lieR3 sich die mittelgradig und schwach glykosilierte Form nachweisen.

EpCAM liel3 sich also in den Tumorproben in einem heterogenen Expressi-
onsmuster nachweisen und zeigte dabei Uberwiegend hyperglykosilierte
Formen des Membranproteins. Die Verteilung der Glykosilierungsgrade war
unabhangig von Priméartumorlokalisation, Tumor- und Lymphknotenstatus
(siehe Abbildung 21 und 22).
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3.3.2 Glykosilierung von EpCAM in Schilddrisengewebe

30 der 44 entnommenen Schilddriisenproben lieBen im Westernblot eine
Expression von EpCAM nachweisen. Die Untersuchung auf Glykosilierung
zeigte, dass EpCAM in 20 von 30 der auswertbaren Schilddrisenproben
(67 %) nicht glykosiliert war und in acht Fallen (27 %) eine mé&Riggradige
Glykosilierung bestand. Nur zwei Schilddriisenproben (7 %) zeigten eine
mittelgradige Glykosilierung von EpCAM, die ausgepragte Glykosilierungs-
form lag in keinem Fall vor. Abbildung 8 zeigt die Verteilung der Glykosilie-
rungsgrade innerhalb der Schilddriisenproben.

9% 1007
OSD (n=30)

801

n=20
601
40 =8
20"

n=2
| n=0
O T T T 1
- + ++ +++
nicht maRiggradig mittelgradig stark

glykosiliert glykosiliert glykosiliert glykosiliert

Abbildung 8: Verteilung der EpCAM-Glykosilierung innerhalb von 30 Schilddriisenproben
aus SCCHN. In 2/3 der Proben war EpCAM unglykosiliert (-) , in etwa 1/4 der Falle lag die
geringgradige Glykosilierungsform von EpCAM vor (+) und in nur 2/30 Proben die Variante
mit mittelgradiger Glykosilierung (+). In keiner Schilddrisenprobe war die stark glykosilierte
Form von EpCAM (+++) anzutreffen.
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Vergleicht man die EpCAM-Glykosilierung in den Karzinomproben und in den
Schilddrisenproben und fasst hierzu die nicht- und geringgradig glykosilier-
ten Proben zusammen und stellt sie den mittel- und hochgradigen Glykosilie-
rungsgraden gegenuber, so zeigen die Schilddrisenproben eine inverses
Muster verglichen mit den Tumorproben: Wéahrend EpCAM in der Uberwie-
genden Mehrheit der Schilddrisenproben nicht oder geringgradig glykosiliert
war (28/30; 93 %), zeigten die Tumorproben vor allem die hoch- oder
mittelgradig ausgepragte Variante der Glykosilierung (34/44; 77 %) und nur
in knapp Y4 der Falle geringgradig glykosiliertes EpCAM. Innerhalb der
Tumorproben war unglykosiliertes EpCAM in keinem Fall anzutreffen und in
den Schilddrusenproben niemals die ausgeprégte Glykosilierungsform
vorhanden (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Verteilung geringgradiger (-/+) und héhergradiger (++/+++) Glykosilierungsva-
rianten in Schilddrisen- und Tumorproben. Schilddriisenepithel zeigte vor allem die nicht-
oder nur maRiggradig glykosilierte Variante und in keinem Fall hochgradig glykosiliertes
EpCAM. Die Tumorproben boten ein umgekehrtes Muster mit vorwiegend stark und auch
mittelgradig glykosiliertem EpCAM, in keiner Tumorprobe war EpCAM unglykosiliert.
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3.3.3 Glykosilierung von EpCAM in SCCHN und autologem

Schilddrisengewebe

Bei 27 der 44 Patienten mit SCCHN, bei denen autologen Probenpaare aus
Karzinom- und Schilddrisengewebe gewonnen wurden, gelang der
Nachweis von EpCAM im Westernblot sowohl in den Tumor- als auch in
Schilddriisenproben. Bei 14 der 44 untersuchten autologen Probenpaare war
EpCAM entweder in der Tumor- oder in der Schilddrisenprobe oder in
beiden Proben nicht darstellbar und somit die Glykosilierung nicht beurteil-

bar.

Die Verteilung der Glykosilierung zeigte analog zur Gesamtheit der
untersuchten Patienten dasselbe differente Muster innerhalb der Tumorpro-
ben einerseits und der Schilddrisenproben andererseits: In den Schilddri-
senproben war EpCAM Uberwiegend nicht glykosiliert (16/27; 59 %) oder
schwach glykosiliert (9/27; 33 %). Nur in 2/27 (7 %) Fallen lag eine
mittelgradige Glykosilierung vor. Die starke Glykosilierungsform war unter
den Schilddrisenproben in keinem Fall nachzuweisen, wahrend EpCAM im
Tumorgewebe durchgehend glykosiliert war. In der Gberwiegenden Zahl der
Tumorproben bestand eine starke Glykosilierung (15/27; 56 %) oder eine
mittelgradig Glykosilierung (5/27; 19 %) und nur 7/27 Falle (26 %) waren
schwach glykosiliert. Abbildung 10 zeigt eine Gegenulberstellung von Tumor-
und Schilddriisenproben aus den 27 autologen Probenpaaren mit inversem

Muster innerhalb der unterschiedlichen Glykosilierungsgrade.
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Abbildung 10: EpCAM-Glykosilierung in Gegenuberstellung von Tumorproben vs.
Schilddriisenproben aus 27 autologen Probenpaaren aus Patienten mit SCCHN. Es zeigt
sich ein inverses Glykosilierungsmuster mit vorwiegend fehlender und geringgradiger
Glykosilierung im Schilddriisengewebe und Uberwiegen der hoheren Glykosilierungsgrade
im Tumorgewebe.
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Untersucht man die 27 auswertbaren autologen Probenpaare einzeln und
vergleicht jeweils die Glykosilierung zwischen Tumor- und Schilddriisenprobe
aus den einzelnen Patienten, so war die Glykosilierung von EpCAM in der
Tumorprobe in 22/27 Fallen (81,5 %) starker als im Schilddriisengewebe, in
4/27 Féallen (14,8 %) waren Schilddrisen- und Tumorgewebe gleichermalien
glykosiliert. Nur ein Fall (1/27; 3,7 %) zeigte ein umgekehrtes Glykosilie-
rungsmuster, in dem das aus Schilddrise stammende EpCAM starker
glykosiliert war als in der autologen Tumorprobe. Allerdings kann ohne
gleichzeitige histologische Untersuchung eine Probenverwechslung innerhalb
dieses autologen Probenpaares nicht ausgeschlossen werden. Abbildung 11
zeigt die Glykosilierung innerhalb der autologen Probenpaare im Vergleich.
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Abbildung 11: EpCAM-Glykosilierung - Vergleich Tumorproben vs. Schilddrisenproben
innerhalb der einzelnen autologen Paare TU/SD aus SCCHN (n = 27). In Gber 80 % der
autologen Paare zeigt das Tumorgewebe eine hohere Glykosilierungsform als die
Schilddriisenprobe.
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3.4 Glykosilierung von EpCAM in gesunder Kolonschleim-

haut und in Kolonkarzinomen

Zusatzlich wurden Gewebsproben aus gesunder Kolonschleimhaut und aus
Kolonkarzinomen auf die Expression und Glykosilierung von EpCAM
untersucht. In allen Proben lie3 sich eine starke Expression von EpCAM
sowohl im Tumorgewebe als auch in der gesunden Mukosa nachweisen
(Abbildung 12). In der gesunden Kolonschleimhaut war EpCAM in allen
Proben mit Ausnahme von Probe Nr. 7 nicht glykosiliert. Im Vergleich
autologer Paare aus Tumorgewebe und autologer gesunder Schleimhaut aus
benachbarter Mukosa zeigte sich EpCAM aus Kolonkarzinom in zwei der drei
untersuchten Proben (Nr. 4 und 6) glykosiliert. Abbildung 12 zeigt das dritte
Probenpaar mit schwacher Glykosilierung von EpCAM in beiden Proben.
Daneben war eine starke Glykosilierungsform von EpCAM in einem
untersuchten Magenkarzinom zu beobachten, wahrend die gesunde
Magenschleimhaut die unglykosilierte Form von EpCAM exprimierte (nicht
gezeigt).

Abbildung 12: Gewebsproben aus gesunder Kolonschleimhaut (Proben 1 und 2) und
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autologe Probenpaare aus Kolonkarzinom und benachbarter gesunder Kolonschleimhaut
(Proben3-8). Nach Lysierung wurden Proteinmengen und —konzentrationen angeglichen und
EpCAM mit Hilfe spezifischer Antikérper im Westernblot dargestellt. Die gezeigten Proben
aus gesunder Mukosa exprimieren unglykosilierte Formen von EpCAM (Proben Nr. 1, 2, 3
und 5), in den Gewebsproben aus Karzinomen dagegen ist EpCAM hyperglykosiliert
(Proben Nr. 6 und 8).
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3.5 Alters- und Geschlechterverteilung der Patienten mit

Kopf-Hals-Karzinomen

Die 60 Proben aus SCCHN wurden an 2 Frauen und 58 Mannern entnom-
men (Abbildung 13). Das Alter zum Zeitpunkt der Diagnosestellung betrug im
Durchschnitt 57,7 Jahre (Median 56; Min 41; Max 86). Abbildung 14 zeigt

eine Ubersicht der Altersverteilung.
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Abbildung 13: Geschlechterverteilung der 60 Patienten mit SCCHN. Der lberwiegende
Anteil der Patienten waren Méanner (97 %), nur zwei Untersuchte (3 %) waren Patientinnen.
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Abbildung 14: Altersverteilung der 60 Patienten mit SCCHN. Uber die Halfte der Patienten
erkrankte im sechsten Dezennium (52 %), dreif3ig Prozent im siebten Lebensjahrzehnt.
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3.6 Verteilung der Tumorstadien

Bei den 60 SCCHN-Patienten war im Zeitraum November 2000 bis April
2002 die Diagnose eines priméren Plattenepithelkarzinoms im Kopf-Hals-
Bereich gestellt worden, wobei es sich in einem Fall um eine Rezidiverkran-
kung handelte. Bei 24 Patienten (40 %) war das Karzinom im Larynx, bei 18
Patienten (30 %) im Hypopharynx, bei wiederum 14 (23 %) im Oropharynx,
bei 2 Patienten (3 %) im Bereich der Mundhéhle, bei zwei weiteren Patienten
(3 %), deren Tumorerkrankung sich durch Halslymphknotenmetastasierung
gezeigt hatte, war der Primartumor nicht feststellbar (Carcinoma of unknown
primary, CUP) (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Haufigkeitsverteilung der Tumorlokalisation der 60 Patienten mit SCCHN.
Die haufigste Primartumorlokalisation war mit 40 % der Larynx, gefolgt von Hypopharynx
(30 %) und Oropharynx (23 %).
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Die Verteilung der Tumorstadien nach der TNM-Klassifizierung zeigte in 4
Fallen (7 %) ein T1-Stadium, in 13 Fallen (22 %) ein T2-Stadium, bei 16
weiteren Fallen (27 %) lag ein T3-Stadium vor und bei den Ubrigen 25
Patienten (42 %) bereits das Stadium T4 (Abbildung 16). Regionéare
Lymphknotenmetastasen waren bereits bei 40 Patienten (67 %) vorhanden
(Abbildung 17). Tabelle 4 zeigt die Verteilung der T- und N-Stadien in
gegenseitiger Abhangigkeit. Fernmetastasen zum Zeitpunkt der Diagnose-
stellung waren bei drei Patienten (5 %) nachgewiesen (Abbildung 18). In

allen drei Fallen handelte es sich um Lungenmetastasen.
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Abbildung 16: Haufigkeitsverteilung der T-Kategorie der 60 Patienten mit SCCHN. Bei 72 %
der Patienten lag bereits ein fortgeschrittenes Tumorstadium (T3, T4 oder Tx) vor.
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Abbildung 17: Haufigkeitsverteilung der N-Kategorie der 60 Patienten mit SCCHN. In zwei
Drittel der Félle hatte bereits Halslymphknotenmetastasierung stattgefunden.

N O N1 N2a N2b N2c N 3 gesamt %
n
T1 2 0 1 0 0 1 4 7
T2 5 3 1 3 1 0 13 22
T3 5 1 0 6 3 1 16 27
T4 8 2 0 5 8 2 25 42
Tx 0 0 0 0 0 2 2 3
gesamt
n 20 6 2 14 12 6 n=60
% 33 10 3 23 20 10 100 %

Tabelle 4: 60 Patienten mit SCCHN: Ubersicht tiber die Verteilung der T- und N-Stadien in
gegenseitiger Abhéngigkeit. GroRe Primartumoren (T3-4) waren meist mit fortgeschrittener
Lymphknotenmetastasierung (N2b — N3) assoziiert.
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Abbildung 18: Haufigkeitsverteilung der M-Kategorie der 60 Patienten mit SCCHN. Bei drei
Patienten bestand Fernmetastasierung zum Zeitpunkt der Diagnose.
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Nach der UICC Klassifikation lag bei den meisten der untersuchten Patienten
(n = 53/60; 88 %) bereits ein fortgeschrittenes Tumorstadium mit ausgedehn-
tem Primartumor und/oder Lymphknotenmetastasierung vor (UICC IlI-IV) vor
(Abbildung 19). Fortgeschrittenen Tumorstadien, gemessen am Lymphkno-
tenstatus, zeigten sich vor allem fur die Hypopharynxkarzinome (89 %) und
die Oropharynxkarzinome (71 %). Bei den Patienten mit Larynxkarzinom
hingegen lag in Uber der Halfte der Falle (54 %) noch keine Halslymphkno-

tenmetastasierung vor.
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Abbildung 19: Haufigkeitsverteilung der UICC-Stadien der 60 Patienten mit SCCHN: In
88 % der Félle bestand ein fortgeschrittenes Tumorstadium (UICC IlI-1V).
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Die histopathologische Untersuchung ergab in allen Fallen ein Plattenepithel-
karzinom. Hinsichtlich des histologischen Differenzierungsgrades waren 42
der 60 Karzinome (70 %) nur geringgradig differenziert (G3), 4 (7 %) gering
bis mittelgradig differenziert (G2-3), 12 (20 %) waren mittelgradig differenziert
(G2), 3 (5 %) wurden als gut bis mittelgradig differenziert (G1-2) eingestuft
und nur 2 Karzinome (3 %) waren gut differenziert (G1). Keines der
Karzinome war undifferenziert (G4) (Abbildung 20). Der hoch représentierte
niedrige Differenzierungsgrad G3 zeigte sich unter allen Primartumorlokalisa-

tionen homogen verteilt.
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Abbildung 20: Verteilung des histologischen Differenzierungsgrad der 60 Patienten mit
SCCHN. Mit 70 % wies der Uberwiegende Anteil der untersuchten Plattenepithelkarzinome
eine geringgradige Differenzierung (G3) auf.
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3.7 Verteilung der Glykosilierungsgrade in den verschiede-
nen Tumorstadien und —lokalisationen in Patienten mit

Kopf-Hals-Karzinomen

Die Glykosilierung von EpCAM wurde in unterschiedlichen Tumorstadien
verglichen. Es gab keine Korrelation zwischen Tumorstadium oder -
lokalisation und der Glykosilierung von EpCAM. Abbildung 21 zeigt, dass die
ausgepragte Glykosilierung von EpCAM in jeweils 50 % in Tumorproben
sowohl bei fehlender als auch bei vorhandener Halslymphknotenmetastasie-

rung anzutreffen war.
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Abbildung 21: Verteilung der Glykosilierungsgrade: Fehlende Lymphknotenmetastasierung
(NO) vs. vorhandene Lymphknotenmetastasierung (N+). Es besteht eine gleichméaRige
Verteilung der verschiedenen Glykosilierungsstufen innerhalb der verschiedenen Lymph-
knotenstadien.

Fur die T-Stadien zeigte sich eine annahernd gleichméRige Verteilung der
ausgepragten Glykosilierungsform von EpCAM zwischen den frihen und

fortgeschrittenen Tumorstadien (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Verteilung der Glykosilierungsstarke: Frihe Tumorstadien (T1-2) vs.
fortgeschrittene Tumorstadien (T3-4/Tx). Es besteht eine insgesamt ausgeglichene
Verteilung der unterschiedlichen Glykosilierungsstérken in Friih- und Spétstadien.

In der Stadieneinteilung nach UICC lief3 sich innerhalb der Tumorproben in 4
der 7 Fruhstadien I-1l EpCAM nachweisen (57 %), in den Spatstadien I1I-1V in
40 von 53 Fallen (76 %). In drei der vier Fruhstadien war EpCAM stark
glykosiliert (3/4; 75 %) und im vierten Fall mittelgradig glykosiliert, in den
Spéatstadien zeigte sich EpCAM in etwa der Halfte der Tumorproben
hochgradig und in 13 % mittelgradig glykosiliert. Es bestand also keine
Bevorzugung der ausgepragten Glykosilierungsformen fur Tumorfriih- oder

Spatstadien.
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Zusammenfassend war EpCAM im Grof3teil der untersuchten Epithelien
nachweisbar. In den untersuchten Karzinomen waren dabei die hyperglykosi-
lierten Varianten deutlich Uberreprasentiert und heterogen verteilt, in den
gesunden Plattenepithelien hingegen nicht nachweisbar. Eine Korrelation

zwischen Tumorstadien und Glykosilierungsformen bestand nicht.
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4 Diskussion

Beinahe 40 % der Menschen erkranken im Laufe ihres Lebens an einem
Karzinom, etwa 24 % versterben an dieser Erkrankung (Lang et al. 2002).
Krebserkrankungen generell und insbesondere die Plattenepithelkarzinome
der Kopf-Hals-Region zeigen zunehmende Inzidenzraten, trotz aller
Weiterentwicklungen und Anstrengungen in Therapie und Diagnostik konnte
die ungunstige Prognose in den vergangenen Jahrzehnten insgesamt nicht
verbessert werden. Ein Grund hierfir liegt in der Tatsache, dass bei zwei
Drittel der Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen zum Zeitpunkt der Diagnose-
stellung schon ein fortgeschrittenes Tumorstadium mit Halslymphknotenme-
tastasierung vorliegt (Remmert et al. 2001). Fur diese Patienten laft sich
unter Standardtherapie einschlieBlich chirurgischer MalRnahmen, Radiatio
und Chemotherapie eine Zwei-Jahres-Uberlebensrate von nur 30 %
erreichen (Cook et al. 1993). Auch wenn nach histologischen Kriterien eine
vollstdndige Tumorentfernung erfolgt ist, kommt es bei etwa einem Drittel
dieser Patienten schon bald zu Lokalrezidiven. Ursachen fir diese
ungunstigen Zahlen wurden unter anderem in dem Phanomen der Feldkan-
zerisierung gesucht (Cooper et al. 1989), grol3e Bedeutung wird inzwischen
dem Status der ,minimal residual disease (mrd) beigemessen. Dieser
subklinisches Zustand bezeichnet den unerkannten Verbleib einzelner
residualer Tumorzellen im Karzinompatienten nach erfolgter Therapie (van
Dongen et al. 1996; Balzar et al. 1999; Wollenberg et al. 1994) und ist
insofern von grol3er Bedeutung, als dass disseminierte Tumorzellen als
Grundlage fir die Ausbildung fur Metastasen angesehen werden. (Wollen-
berg et al. 1999). Angesichts der unbefriedigenden epidemiologischen Daten
stellt sich die Frage nach neuen Konzepten zur Erkennung und Behandlung
von Kopf-Hals-Karzinomen, die eine bessere Wirksamkeit und weniger

Nebenwirkungen zeigen.
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4.1 EpCAM als tumorassoziiertes Antigen

Auf der Suche nach Instrumenten zur Detektion von Tumorzellen kam es in
den Achtziger Jahren zur Entwicklung von Monoklonalen Antikérpern (mAbs)
gegen tumorassoziierte Antigene (TAA), die neue Wege in der Diagnostik
und Therapie von Krebserkrankungen aufzuzeigen schienen (Koprowski et
al. 1979; Oosterwijk et al. 1986). Allerdings sind die Mdglichkeiten von mAbs
haufig aufgrund von unzureichender Spezifitdt eingeschrankt, eine
wesentliche Limitierung besteht auferdem durch die Tatsache, dass
Tumorzellen haufig ihr Antigenprofil durch Mutation verandern. Manche TAA
lassen sich jedoch mit ausreichender RegelmaRigkeit in bestimmten
Tumorentitdten nachweisen, so dass sie als Tumormarker einen festen Platz
in der Diagnostik im Rahmen der Tumornachsorge erlangt haben. So gilt
beispielsweise das Karzinoembryonale Antigen als tumorassoziiert beim
Kolonkarzinom, Alpha-Fetoprotein (AFP) hingegen wird als Marker beim
Primaren Leberzellkarzinom und bei Keimzelltumoren verwendet (Lamerz
1998). Fur SCCHN konnten bisher keine tumorassoziierte Substanz
identifiziert werden, die ausreichende Spezifitdt und Sensitivitdt besitzen
wirde, um einen routinemafigen Kklinischen Einsatz in Diagnostik oder

Therapie zu rechtfertigen.

Zu Beginn der 90er Jahre konnte jedoch in verschiedenen Forschungsgrup-
pen nachgewiesen werden, dass das Epitheliale Adhasionsmolekil EpCAM
nicht nur in einer Vielzahl gesunder humaner Epithelien anzutreffen ist,
sondern gerade in den meisten Karzinomen und insbesondere in Kopf-Hals-
Karzinomen Uberexprimiert wird (Szala et al. 1990; de Boer et al.1999; Quak
et al. 1990). Diese Uberexpression hat zur Bezeichnung von EpCAM als
.Pankarzinom-Antigen“ gefiihrt. Unter den regularen epithelialen Geweben ist
EpCAM vor allem in Adenoepithelien anzutreffen, wahrend die gesunden
mukosen Plattenepithelien der Kopf-Hals-Region EpCAM-negativ sind. In
den daraus hervorgehenden SCCHN kommt es hingegen zu einer de novo
Expression von EpCAM (Momburg et al. 1987; Quak et al. 1990), wobei die
Zahl der EpCAM-positiven Zellen und die Expression von EpCAM mit dem
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Grad der Dysplasie zunehmen. In atypischen Zellen korreliert die zunehmen-
de Expression von EpCAM mit Entdifferenzierung und verstarkter Proliferati-
on (Litvinov et al. 1996; Piyathilake et al. 2000). Daruber hinaus gibt es
Untersuchungen an SCCHN aus der Mundschleimhaut, die von einer
fehlenden Expression von EpCAM in gut differenzierten Karzinomen
berichten, gleichzeitig wird EpCAM in einigen undifferenzierten Karzinoen
exprimiert (High et al. 1996). In anderen Fallen von undifferenzierten
SCCHN, in denen die Expression fur EpCAM negativ war, konnte die
fehlende Expression des Membranproteins mit einem ausgepragten
Differenzierungsverlust in den Karzinomzellen in Zusammenhang stehen.
Allerdings scheint die Neoexpression von EpCAM in SCCHN ein bedeutsa-
mes Unterscheidungsmerkmal gegentber den gesunden Plattenepithelien
der Schleimhaute im Kopf-Hals-Bereich darzustellen. So konnte unter
anderem fir SCCHN aus Mundhéhle, des Larynx und dem Osophagus die
Expression von EpCAM nachgewiesen werden (Balzar et al. 1999). Diese
Daten belegen, dass das Membranprotein EpCAM eng mit transformierten
Epithelien assoziiert ist und insbesondere fiir die Karzinome der Kopf-Hals

Region eine vorrangige Rolle als tumorassoziiertes Antigen einnimmt.

4.2 EpCAM und Karzinogenese

Fur gesunde, EpCAM-positive Epithelien wurde gezeigt, dass EpCAM
Kalzium-unabhangig homophile Adhasionsprozesse vermittelt (Litvinov et al.
1994). Weiterhin lassen Strukturanalysen auf3erdem eine Rolle von EpCAM
in der Signaltransduktion, &hnlich den Wachstumsfaktor-Rezeptoren
vermuten (Simon et al. 1990), wie sie in gleicher Weise fur andere Trans-
membranproteine (darunter die Integrine und weitere CAM) beschrieben
wird, die ebenfalls EGF-ahnliche Wiederholungen aufweisen (Davis 1990).
An den zwei EGF-ahnlichen Wiederholungen in der zysteinreichen Domane
ist bemerkenswert, dass sie analog zu EpCAM in den beiden Trans-
membranproteinen EGF-R und Her2/neu anzutreffen sind. Die beiden
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Proteine werden ebenso wie EpCAM als tumorassoziierte Antigene und
daruber hinaus als Onkogene beschrieben. Die zysteinreiche Region gilt als
typisch fur Rezeptor Tyrosin Kinasen (RTK), hat ihre Bedeutung fur die
strukturelle Ausbildung der extrazellularen Domane und ist dort aul3erdem an
der Rezeptor-Dimerisierung beteiligt (Burke and Stern 1998). Diese Ligand-
vermittelte Dimerisierung fuhrt zur Rezeptor-Aktivierung und ist unter
normalen Umstanden stringent reguliert. In diesem Zusammenhang
erscheint bemerkenswert, dass fur Met-R, EGF-R und den Her2/neu
Rezeptor eine onkogene Aktivierung aufgrund von Mutationen beschrieben
ist, die zur konstitutiven Dimerisierung und damit zu einer permanenten
Aktivierung der zytoplasmatischen, katalytischen Domaéane fihrt (Rodrigues
and Park 1994; Robertson et al. 2000). In vitro-Untersuchungen konnten
aulBerdem zeigen, dass EpCAM in gesunder Kolonschleimhaut vorwiegend
als Tetramer vorliegt, in Karzinomzellen dagegen als Dimer (Trebak et al.
2001).

Es ist also gut vorstellbar, dass EpCAM in Analogie zu den genannten
Transmembranproteinen strukturelle Modifikationen in transformierten
Epithelien erfahrt, die funktionell einer onkogenen Aktivierung des Glykopro-

teins entsprechen und so zur Karzinogenese beitragen.

Beziglich der Funktion von EpCAM in Karzinomen konnten in jungster Zeit
Zusammenhange auf molekularbiologischer Ebene entschlisselt werden, die
eine wesentliche Rolle von EpCAM in der Entwicklung von epithelialen
Neoplasien erkennen lassen (Munz 2003). In Karzinomzelllinien wurde eine
Schlusselrolle des Glykoproteins fur die Induktion von Signalkaskaden
nachgewiesen, die auf zellularer Ebene eine Zunahme der Prozesse von
Metabolismus und Wachstum bedeuten. Es wurde gezeigt, dass EpCAM
verschiedene Gene und Proteine reguliert, deren wesentliche Bedeutung fur
die Karzinogenese bereits bekannt ist. Hier ist vor allem das Onkogen c-myc
zu nennen, das Uber die Regulation weiterer Gene und Proteine eine

wichtige Rolle in Karzinomen spielt (Miinz 2003; Jansen-Durr et al. 1993).
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AuBBerdem geben neuere strukturelle Daten Hinweise, dass EpCAM auch
immunmodulatorische Eigenschaften besitzt, die zur Immunevasion von
Karzinomen beitragen kénnten (Meyaard et al. 2001). In diesem Zusammen-
hang sind der kirzlich als Ligand von EpCAM identifizierte Leukozyten-
assoziierten Immunoglobulin-&hnlichen Rezeptor LAIR1 zu nennen und der
CD59 Rezeptor. Dieser Rezeptor wird durch EpCAM induziert und ist in der
Lage, Tumorzellen einen gewissen Schutz vor Komplementsystem

vermittelter Lyse zu verleihen (Maio et al. 1998).

Aufgrund dieser deskriptiven und funktionellen Daten muss dem
tumorassoziierten Antigen EpCAM wesentliche Bedeutung fur die

Karzinogenese von SCCHN und anderen Karzinomen beigemessen werden.

4.3 Differentielle Hyperglykosilierung von EpCAM in

Karzinomen

Obwohl EpCAM in einer Reihe von gesunden Epithelien nachweisbar ist und
in den meisten Karzinomen tberexprimiert wird, ist bisher nicht geklart, ob
sich das Membranprotein in den verschiedenen Geweben durch strukturelle
Modifikationen unterscheidet und insbesondere ob es tumorspezifische
Varianten gibt, die in Karzinomzellen eine andere Funktion ausiben als in

gesunden Epithelzellen.

Fur EpCAM sind verschiedene Molekulvarianten bekannt, die sich in ihrem
Molekulargewicht unterscheiden und fur die anzunehmen ist, dass sie
unterschiedlichen Glykosilierungsvarianten entsprechen. Da fir EpCAM nur
eine MRNA bekannt ist und kein differentielles Splicen fir das kodierende
Gen nachgewiesen werden konnte (Balzar et al. 1999), geht man davon aus,
dass es sich bei den verschiedenen Erscheinungsformen von EpCAM um
posttranslationale Modifikationen des Proteins handelt. So wird EpCAM
zunachst als 34 kDa-Protein synthetisiert und anschlieRend durch Bindung

von Mannose-Oligosachariden an drei potentielle Glykosilierungsstellen im
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extrazellularen Proteinanteil N-glykosiliert, wodurch verschiedene Glykosilie-

rungsvarianten des Membranproteins entstehen (Thampoe et al. 1988).

In der vorliegenden Arbeit wurden Karzinome auf die Expression und
Glykosilierung von EpCAM untersucht. Karzinomzelllinien, Gewebsproben
aus Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region von 60 Patienten und
Tumorgewebsproben aus vier Patienten mit Kolonkarzinom lie3en dabei im
Westernblot die Expression verschiedener EpCAM-Varianten nachweisen,
die sich in ihrem Molekulargewicht unterschieden (Abbildung 3, 5, 6 und 12).
Die durchgefiihrten Messungen mit Inhibitoren der N- und der O-
Glykosilierung in der Zelllinie FaDu (aus SCCHN) bestatigen die N-
Glykosilierung von EpCAM und zeigen, dass die unterschiedlichen
Molekulargewichte verschiedenen Glykosilierungsformen des Molekils

entsprechen (Abbildung 4).

Neben den Molekllvarianten mit 35- und 37 kDa Molekulargewicht
exprimierten alle auswertbaren Tumorproben die glykosilierten 40- und 42
kDa- Formen von EpCAM in unterschiedlicher Kombination (Abbildung 3, 5,
6 und 12). Vergleicht man die Gesamtheit der Tumorproben aus Hals-Kopf-
Karzinomen mit den Schilddriisenproben, die als Referenz fiir gesundes
Epithel untersucht wurden, so fallt ein deutlich differentes Glykosilierungs-
muster auf: Wahrend in allen EpCAM-positiven Tumorproben glykosilierte
Proteinformen vorlagen, war EpCAM in Schilddrisengewebe in tber 90 %
der Falle nicht oder geringgradig glykosiliert, in zwei Drittel der Falle war nur
die unglykosilierte Form (37 kDa) oder das Abbauprodukt (35 kDa) von
EpCAM nachzuweisen (Abbildung 13), die ausgepragte Glykosilierungsform
war in keiner der Schilddriisenproben anzutreffen. Die Karzinome dagegen
exprimierten ein heterogenes Bild mit unterschiedlichen Kombinationen der
verschiedenen Glykosilierungsvarianten und zeigten in Uber drei Viertel der
Falle mittelgradig oder stark ausgepragte Glykosilierungsformen (Abbildung
14 und Abbildung 15). Auch in den autologen Probenpaaren aus dem
Magen-Darm-Trakt lie3 sich eine Hyperglykosilierung in den Karzinomproben

beobachten (Abbildung 20), so dass man als aufgrund dieser Ergebnisse von
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einer Hyperglykosilierung des EpCAM-Proteins in SCCHN und in anderen

Karzinomen ausgehen kann.

Der Vergleich innerhalb von 27 autologen Probenpaaren, in denen EpCAM in
Schilddrisen- und Tumorprobe nachweisbar war, zeigt eine héhergradige
EpCAM-Glykosilierung in den Tumorproben als im Schilddrisengewebe. In
lediglich vier Probenpaaren bestand ein vergleichbarer Glykosilierungsgrad.
Ein Einzelfall, der eine umgekehrte Befundkonstellation mit stéarkerer
Glykosilierung von EpCAM in der Schilddrise als im Tumor zeigte. stellt eine
deutliche Diskrepanz zu den Uubrigen Ergebnissen dar. Hier muss die
Moglichkeit einer Vertauschung der beiden Proben innerhalb des autologen
Paars in Betracht gezogen werden. Da die Schilddrisenproben nur im
Westernblot, nicht aber histologisch untersucht wurden, muss dieser
Einzelbefund unklar bleiben. Fir die ca. 30 % der Falle, in denen kein
EpCAM im Westernblot nachweisbar war, ist anzunehmen, dass die Biopsate
nicht ausreichend Schilddrisenepithel bzw. Karzinomzellen enthielten um

EpCAM messen zu kénnen.

Die hier vorgestellten Befunde deuten somit auf eine differente Glykosilierung
des epithelialen Adhéasionsmolekils mit fehlender oder geringgradiger
Glykosilierung innerhalb von gesunden EpCAM-exprimierenden Epithelien
und Hyperglykosilierung von EpCAM in Karzinomen als Ergebnis einer
gewebsspezifischen posttranslationalen  Modifikation des epithelialen
Antigens. Bemerkenswert ist au3erdem, dass EpCAM in den Tumorproben
aus Kopf-Hals-Karzinomen jeweils starker glykosiliert ist als im autologen
Schilddrisengewebe. Dies kénnte ein Hinweis auf eine differente Funktion
des hyperglykosilierten EpCAM in Karzinomzellen sein. Die Tatsache, dass
der Auspragungsgrad der Glykosilierung unabhangig von Tumorparametern
wie Lokalisation, Tumorstadium oder Differenzierungsgrad ist (Abbildung 21
und Abbildung 22), deutet darauf, dass hyperglykosiliertes EpCAM
unabhangig von Parametern der Tumorprogression spezifisch flur Karzinome

ist und auch funktionell eine Rolle in der Karzinogenese spielt.
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4.4 Hyperglykosilierung von EpCAM in Karzinomen -

Funktionelle Aspekte

Bisher ist nicht bekannt, ob die verschiedenen Glykosilierungsformen von
EpCAM eine unterschiedliche Funktion in gesunden Epithelien und in
neoplastisch transformiertem Gewebe austiben. Da man annimmt, dass die
Expression von EpCAM in epithelialen Neoplasien mit einer essentiellen
funktionellen Bedeutung in der Karzinogenese assoziiert ist, kbnnte man
vermuten, dass zwischen der posttranslationalen Hyperglykosilierung von
EpCAM und den funktionellen Eigenschaften des tumorassoziierten Antigens

in Karzinomzellen ein Zusammenhang besteht.

Fir bestimmte Proteine wurde beschrieben, dass Glykosilierung von
Bedeutung flr die gegenseitige Erkennung von Rezeptoren und Liganden ist.
So ist bei dem Immunglobulin G eine Glykosilierung essentiell fur die
Erkennung durch Fc-gamma-Rezeptoren (Fcy-R). Nach Deglykosilierung der
C(H)2 Doméne ist die Fc-Region nicht mehr in der Lage, Fc-gamma-

Rezeptoren (Fcy-R) zu binden (Mimura et al. 2001; Radaev and Sun 2001).

Das myeline PO Protein ist ein glykosiliertes homophiles Adhasionsmolekiil,
das eine singulare Immunglobulin-Doméane aufweist und in Nervengeweben
anzutreffen ist. Nur wenn die Bindungsregion durch posttranslationale
Modifikation glykosiliert ist, besitzt das Molekul die Fahigkeit zur Ausbildung
homophiler Zelladhasion (Filbin and Tennekoon 1993).

Bei dem Membranprotein CD 44 hat die strukturelle Anderung durch
Glykosilierung und die damit verbundene veranderte Ligandenerkennung
erhebliche Auswirkungen auf die Proteinfunktion. Das transmembrane
Glykoprotein CD44 wird in proliferierenden Epithelzellen und aktivierten
Lymphozyten in einer grof3en Zahl von Isoformen exprimiert und fungiert
hauptséachlich als Rezeptor fur Hyaluronan, kann aber auch, mit geringerer
Affinitat, einige andere extrazellulare Matrixliganden binden. Eine bedeuten-

de Rolle spielt das Protein fur das ,Homing“ von Lymphozyten. Die
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Regulierung des Funktionszustand des Proteins erfolgt zum einen durch
alternatives Splicen, insbesondere ist die Bindungsfahigkeit des Rezeptors
jedoch vom Glykosilierungszustand des Molekils abhangig. Dabei ist
bemerkenswert, dass einige Molekulvarianten des CD44 Proteins in
menschlichen und tierischen Neoplasmen Uberexprimiert werden (Rudzki
and Jothy 1997; Katoh et al. 1999). So lie3 sich Tierversuchen sich eine
Proteinform von CD44 identifizieren, die in Adenokarzinomen von Ratten

entscheidend fir der Ausbildung von Metastasen ist.

Diese Beispiele anderer Funktionsproteine zeigen, dass posttranslationale
Modifikationen zu Veranderungen in der Erkennung und Bindung von
Liganden und Rezeptoren fuhren kdnnen und wesentlichen Einfluss zum
einen auf die Interaktion zwischen Karzinomzellen und weiteren Zellen haben
kénnen und auRerdem Eigenschaften von Tumorzellen, die deren malignes
Verhalten ausmachen, (Motilitdt, Invasivitdt und Metastasierungspotential)
direkt beeinflussen kdnnen.

In der extrazellularen Domane von EpCAM wurde kirzlich der Leukozyten-
assoziierte Immunoglobulin-&hnliche Rezeptor LAIR1 als Ligand identifiziert
(Meyaard et al. 2001). LAIR1 tragt zur Immunevasion von Karzinomzellen bei
und wird auf verschiedenen Immunzellen exprimiert. Der Rezeptor
transduziert mittels zytoplasmatischer ,immunoreceptor tyrosin-based
inhibitory motifs* (ITIMs) inhibitorische Signale in Zellen. In gesunden
EpCAM-positiven Epithelzellen, wie beispielsweise in Kolonschleimhaut mag
die Aktivierung von LAIR1 auf Immunzellen zur Ausbildung einer physiologi-
schen Toleranz beitragen. Im Falle von Karzinomzellen dagegen konnte die
Hyperglykosilierung von EpCAM ein verdndertes Bindungsverhalten
gegeniber LAIR1 bedingen, das sich auch in funktioneller Hinsicht auswirkt.
So konnte der Ligand in hyperglykosiliertem EpCAM auf Tumorzellen in einer
aktivierten Form vorliegen und eine Inhibition infiltrierender Leukozyten
bewirken und dadurch eine effektive Immunantwort verhindern. Auch fir
andere Liganden von EpCAM ware eine veranderte Bindungskapazitat in

glykosilierten Formen des Membranproteins vorstellbar. So ware beispiels-
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weise denkbar, dass die possttranslationale Modifizierung in Karzinomzellen
auch zu Anderungen der von EpCAM vermittelten wachstumsfordernden
Eigenschaften fuhrt, wobei der Nachweis hierfur noch zu fuhren ist.

Angesichts der aufgefihrten Beispiele anderer Proteine ist denkbar, dass
auch EpCAM durch die posttranskriptionelle Glykosilierung eine Veranderung

des Funktionszustands erfahrt und onkogene Eigenschaften annimmt.

4.5 Klinische Bedeutung von EpCAM als spezifisches

Zielantigen in Karzinomen

Da EpCAM in Kopf-Hals-Karzinomen und in anderen Karzinomen Uberexpri-
miert wird, besitzt das epitheliale Membranprotein eine wesentliche
Bedeutung als tumorassoziiertes Antigen in SCCHN und anderen epithelia-
len Malignomen und ist somit als Zielgen in der Diagnostik und fur therapeu-
tische Zwecke pradestiniert. In der Tat hat das Membranprotein EpCAM
bereits Bedeutung als Tumormarker und als Zielantigen bei Immuntherapien
mit monoklonalen und bispezifischen Antikorpern erlangt (Riethmiller et al.
1998; Braun et al. 1999; Zeidler et al. 2000). Beim Pankreaskarzinom zeigte
EpCAM eine vergleichbare Sensitivitat und Sensibilitdit wie etablierten
Markersubstanzen (Gansauge et al. 1996), beim Mammakarzinom war die
Uberexpression von EpCAM mit einer schlechten Prognose assoziiert und
bietet als Tumormarker ein diagnostisches Kriterium zur individuellen
Einschatzung des Malignitatsgrades bei Brustkrebs (Gastl et al. 2002). Da
EpCAM ausschlie3lich in Malignomen epithelialer Herkunft anzutreffen ist,
kann es als epithelialer Tumormarker in immunpathologischen Untersuchun-
gen hilfreich sein, die histologische Herkunft entdifferenzierter Tumoren zu
klaren und somit zur Entscheidungsfindung in der Therapieplanung beitragen
(Balzar et al. 1999). Aber auch in der Differentialdiagnose innerhalb von
Karzinomen kann EpCAM zur Klarung beitragen. So zeigen Basalzellkarzi-
nome und das spinozellulare Karzinom der Haut groRe morphologische

Ahnlichkeit in der histologischen Untersuchung, Expression von EpCAM lafRt
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sich jedoch nur in Basalzellkarzinomen nachweisen (Tellechea et al. 1993).
Lebermetastasen von Kolon- und Gallengangskarzinomen weisen entspre-
chend ihrer Herkunft eine Expression von EpCAM auf, wahrend das primare

Leberzellkarzinom EpCAM-negativ ist (de Boer et al. 1995).

Weiterhin wurde das Protein bereits erfolgreich als Marker zur Detektion
disseminierter Tumorzellen im Knochenmark und im peripheren Blut
eingesetzt (Chaubal et al. 1999; Wirtschafter et al. 2002). Damit besteht fur
Patienten mit SCCHN die Mdglichkeit, mit Hilfe von EpCAM den Status einer
minimal residual disease zu erfassen. Dies ist insofern von erheblicher
Bedeutung als dass disseminierte Tumorzellen als Ausgangspunkt fur

Metastasen angesehen werden.

Verschiedene immuntherapeutische Ansatze mit EpCAM als Zielmolekdl in
der Behandlung von fortgeschrittenen Kolonkarzinomen lieRen zum Tell
beachtliche Ergebnisse erzielen. Bei Patienten mit fortgeschrittenem
Kolonkarzinom, die nach chirurgischer Tumorresektion aufgrund von minimal
residual disease mit dem EpCAM-spezifischen mAb 17-1A behandelt
wurden, kam es zu einer Verbesserung der 7-Jahres-Uberlebensrate von
30 % (Riethmdller et al. 1998). Bei Mammakarzinomen mit Metastasierung
oder lokoregiondren Rezidiven konnte eine Behandlung mit 17-1A die
Elimination von EpCAM-positiven Tumorzellen in vier von zehn Patientinnen

erreichen (Braun et al. 1999).

EpCAM bietet also interessante Ansatzpunkte fur weitere Entwicklungen in
der Diagnostik und Therapie von Karzinomen. Die Tatsache, dass gesunde
Plattenepithelien des Kopf-Hals-Bereichs primar kein EpCAM exprimieren, es
im Falle einer neoplastischen Transformation aber zu einer de novo
Expression kommt, verleint dem Glykoproteins besondere Attraktivitat als
Zielantigen in der Immuntherapie von SCCHN, da sich diese spezifisch
gegen Karzinomgewebe und nicht gegen das gesunde, EpCAM-negative
Epithel der Kopf-Hals-Region richten wirde. Allerdings besteht eine nicht
unerhebliche Limitierung der bisherigen EpCAM-assoziierten Immunthera-
pien darin, dass EpCAM zwar ein tumorassoziiertes, aber kein tumorspezifi-
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sches Antigen ist und in gesunden Zellen unter anderem an Funktionen wie
der epithelialen Differenzierung beteiligt ist (Balzar et al. 1999). So wird
EpCAM nicht nur auf Karzinomzellen exprimiert, sondern ist gerade auch in
sich haufig erneuernden gesunden Epithelien wie Lunge, Kolon, Magen,
Schilddrise und einigen weiteren regenerativen Gewebsarten anzutreffen.
Vor allem Adenoepithelien, wie beispielsweise Kolonschleimhaut, exprimieren
EpCAM in hohem Male. Die heterogene Verteilung des Antigens in sowohl
gesunden als auch neoplastischen Epithelien kann bei Immuntherapien mit
EpCAM zu toxischen Nebenwirkungen flhren. So zeigten Karzinompatienten
unter der Behandlung mit dem monoklonalen Antikorper GA733 gastroin-
testinale Nebenwirkungen, die allerdings als geringfugig und vortubergehend
beschrieben wurden (Herlyn et al. 1991). Eine weitere Einschrankung von
Immuntherapien mit EpCAM als Zielantigen besteht darin, dass Karzinome,
die eine sehr heterogene oder insgesamt geringe Expressionsrate fur das
epitheliale Membranprotein aufweisen, nur eine partielle Elimination von
neoplastischem Gewebe durch diese Behandlungsform erwarten lassen. Fir
manche Falle von undifferenzierten Karzinomen wurde auch ein Verlust des
EpCAM-Antigens beschrieben (High et al. 1996).

Die in dieser Untersuchung beschriebene tumorspezifische Modifikation von
EpCAM ist von groRem Interesse, da sie weiterfihrende Mdglichkeiten fur
die Diagnostik und Therapie von Karzinomen ertffnet. Da gezeigt werden
konnte, dass die untersuchten Tumorproben aus SCCHN hyperglykosilierte
Proteinformen von EpCAM exprimieren, ware die Entwicklung von Antikor-
pern vorstellbar, die mit méglichst hoher Spezifitat glykosilierte Formen von
EpCAM erkennen. Dies wirde einerseits ermoglichen, im Rahmen von
diagnostischen MalRnahmen Karzinomgewebe als solches zu identifizieren
und von gesundem Gewebe zu unterscheiden und andererseits eine Basis

fur die Entwicklung spezifischer Immuntherapien darstellen.

MUC-1 aus der Proteinfamilie der Muzine gilt ebenfalls als tumorassoziiert
und zeigt ermutigende Ergebnisse in ersten Ansatzen von Immuntherapien

(Taylor-Papadimitriou et al. 1999). Das als MUC1 oder Muzin bezeichnete



DISKUSSION 74

Membranprotein, das durch das MUC1 Gen kodiert wird, weist interessante
Analogien zu EpCAM auf. Das Glykoprotein wurde zundchst mit Hilfe
monoklonaler Antikdrpern auf der Membran von Epithelzellen laktierender
Mamma identifiziert und ist sowohl in gesunden Adenoepithelien als auch in
daraus hervorgehenden Karzinomen anzutreffen. Neben dem Driisengewebe
der Mamma wird Muzin vor allem in Ovarien und in Kolonschleimhaut
exprimiert. Interessanterweise unterscheidet sich dieses Glykoprotein
ebenso wie EpCAM in seiner Erscheinungsform in gesunden und transfor-
mierten Epithelien: Im Vergleich zu gesunden Drisengeweben wird Muzin in
den daraus entstehenden Karzinomen zum einen Uberexprimiert, auf3erdem
weist das Protein in dem malignen Geweben aberrante Glykosilierungsfor-
men auf (Taylor-Papadimitriou et al. 1999). Es wird angenommen, dass sich
die strukturellen Anderungen auch auf das Bindungsverhalten der fir MUC1
identifizierten Liganden auswirken, die wiederum die funktionellen Eigen-
schaften des Molekils beeinflussen kdnnen. Die wurde fir zwei Liganden
beschrieben, die ICAM1 und Sialoadhesin binden (Regimbald et al. 1996;
Bohm et al. 1997) und die zur Unterdriickung einer Immunreaktion
gegeniber Karzinomzellen beitragen konnten (Agrawal et al. 1998; van de

Wiel-van Kemenade et al. 1993).

Ein wichtiger Schritt hin zu einer spezifischen Immuntherapie mit MUC1 war
die Identifizierung des SM3-Epitops, einer Antigenstruktur, die nur in
Karzinomen auf dem MUCL1-Protein anzutreffen ist, wohingegen dieses
Epitop in gesunden Muzin-exprimierenden Epithelien maskiert und nicht
darstellbar ist. Es kam zur Entwicklung von Antikdrpern, die spezifisch die in
malignen Geweben anzutreffende Proteinvariante erkennen (Paul et al.
2000). In vitro gelang die Herstellung zytotxischer T-Zellen mit Spezifitat far
MUC1, die in der Lage sind, Tumorzellen mit Expression von MUC1
wirkungsvoll zu zerstoren (Mukherjee et al. 2001). In einer Pilotstudie an
Patientinnen mit fortgeschrittenen Brust- und Ovarialkarzinomen liel3en sich
nach einer Vakzinierung mit MUC1- oder HER-2/neu-Peptiden in 5 von 10
Fallen Peptid-spezifische zytotoxische T-Zellen Uber einen Zeitraum von uber
sechs Monaten nachweisen (Brossart et al. 2000).
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Die Erfahrungen mit MUC1 ermutigen zu weiterfihrenden Untersuchungen
an dem tumorassoziierten epithelialen Glykoprotein EpCAM, das ebenfalls in
Karzinomen hyperglykosiliert ist. Es sollten weitere Anstrengungen
unternommen werden, die darauf abzielen, die differentiellen Glykosilierungs-
formen von EpCAM in SCCHN und anderen Karzinomen strukturell zu
analysieren. Konnten an EpCAM karzinomspezifische Epitope identifiziert
werden, so ware dies eine wesentliche Grundlage fiur die Entwicklung
karzinomspezifischer Antikorper. Ziel fur den Klinischen Einsatz waren
Immuntherapien mit Antikdrpern, die spezifisch hyperglykosilierte Proteinfor-
men von EpCAM in Karzinomen erkennen, wobei noch zu klaren ware, ob
nicht etwa fir Karzinome unterschiedlicher histologischer Herkunft differente
oder gar spezifische Glykosilierungsformen existieren. So zeigten sowohl
SCCHN als auch Kolon- und Magenkarzinome die beschriebene differentielle
Hyperglykosilierung von EpCAM, wobei die Kopf-Hals-Karzinome aus
EpCAM-negativen Plattenepithelien hervorgehen, wahrend die Deckepithe-

lien der Lumina des Magen-Darm-Trakt EpCAM-positiv sind.

Angesichts der insgesamt schlechten Prognose von soliden Tumoren und
insbesondere der Kopf-Hals-Karzinome scheinen die Madoglichkeiten von
Chirurgie, Radio- und Chemotherapie trotz aller Anstrengungen und
Neuentwicklungen der letzten Jahrzehnte ausgeschopft. Die Notwendigkeit
neuer Konzepte, die Uber die bisherigen Therapieformen hinausgehen, ist
offensichtlich. Therapien mit spezifischen Antikdrpern, die gegen Karzinom-
assoziiertes hyperglykosiliertes EpCAM gerichtet sind, lie3en auf eine hohere
Therapieeffizienz bei geringeren Nebenwirkungen hoffen, als bisher in
Immuntherapien mit EpCAM erreicht worden ist. Weiterhin wirde der Einsatz
solcher Karzinom-spezifische Antikorper die diagnostischen Moglichkeiten
bei Karzinompatienten erweitern. Von spezifischen Immuntherapien, die
gegen hyperglykosiliertes Karzinom-assoziiertes EpCAM gerichtet waren,
konnten insbesondere Patienten mit residual disease profitieren, bei denen
die konventionellen Therapieoptionen ausgeschopft sind und fir die dadurch

eine Verbesserung der Prognose zu erhoffen ware. Weiterhin ware der
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Einsatz einer adjuvanten Immuntherapie mit EpCAM bei fortgeschrittenen

Tumorstadien denkbar.

Zusammenfassend ware die ldentifizierung karzinomspezifischer Varianten
von EpCAM eine vielversprechende Voraussetzung fir die Entwicklung
neuer Formen der Immuntherapie mit hoéherer Spezifitdt und grolerer

Wirksamkeit und gleichzeitig geringeren Nebenwirkungen.
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5 Zusammenfassung

Das epitheliale Adhasionsmolekil EpCAM wird insbesondere in gesunden
Adenoepithelien exprimiert, nicht aber in den mukdsen Plattenepithelien der
oberen Atem- und Verdauungswege. Aus diesen Geweben hervorgehende
Plattenepithelkarzinome dagegen zeigen eine Uberexpression von EpCAM.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen zudem, dass die Plattene-
pithelkarzinome der Kopf-Hals-Region EpCAM aul3erdem in einer hypergly-
kosilierten Proteinvariante exprimieren, die das Ergebnis posttranskriptionel-

ler Modifikation ist.

So konnte gezeigt werden, dass in gesundem und in malignem Gewebe
tatsachlich unterschiedliche Glykosilierungsformen von EpCAM vorliegen: In
gesundem Gewebe wird EpCAM als unglykosiliertes Protein von 37 kDa
exprimiert. Das aus Tumorgewebe stammende EpCAM hingegen war in den
untersuchten Karzinomzelllinien aus SCCHN, Mamma- und Kolon und in den
Gewebsproben aus Patienten mit SCCHN und mit Kolonkarzinomen
hyperglykosiliert. Dabei zeigten die Karzinome ein heterogenes Bild mit
unterschiedlichen Variationen und Kombinationen der verschiedenen
Glykosilierungsformen. Gesundes EpCAM-positives Schilddriisenepithel und
auch gesunde Kolon- und Magenschleimhaut dagegen exprimierten
vorwiegend unglykosilierte Formen von EpCAM. Innerhalb von Probenpaa-
ren aus SCCHN und autologem Schilddrisengewebe war EpCAM in den
meisten Fallen (81,5 %) in der Karzinomprobe starker glykosiliert als im
gesunden Epithel, eine analoge Verteilung der Glykosilierungsmuster zeigten
die Probenpaaren aus gesunder und neoplastisch veranderter Kolon- und

Magenschleimhaut.

In epithelialen Neoplasien wird EpCAM eine essentielle Bedeutung fir die
Karzinogenese zugeschrieben. Gleichzeitig dominieren in SCCHN und in
anderen Karzinomen hyperglykosilierte Proteinvarianten von EpCAM, die in
gesunden Epithelien nicht oder kaum anzutreffen sind. Man kénnte daher

vermuten, dass zwischen der posttranslationalen Hyperglykosilierung von
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EpCAM und den funktionellen Eigenschaften des tumorassoziierten Antigens

in Karzinomzellen ein enger Zusammenhang besteht.

Weitere Untersuchungen waren notwendig, um die molekulare Struktur und
funktionelle Bedeutung der hyperglykosilierten Proteinvarianten von EpCAM
in Karzinomen zu klaren. Die Identifizierung karzinomspezifischer Epitope auf
dem Glykoprotein EpCAM ware Voraussetzung fir die Entwicklung
spezifischer Antikorpern, die hyperglykosiliertes EpCAM auf Karzinomzellen
erkennen. Ziel ware eine Immuntherapie mit EpCAM von hoher Karzi-
nomspezifitdt und somit ein hoher therapeutischer Wirkungsgrad bei
geringerer Toxizitat. Fur Patienten mit SCCHN konnte dies insbesondere bei
minimal residual disease zu einer Verbesserung der bisher unginstigen

Prognose fuhren.
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7 Verzeichnis der Tabellen und Abbildungen

Tabelle 1: Einteilung Schweregrade von TNM-Stadien nach UICC. Stadium |
und Il gelten als frihe Tumorstadien, die Stadien Ill und IV als

fortgeschrittene Tumorstadien.

Tabelle 2: Monoklonale Antikdrper (mAbs) und deren Bindungsregionen in
der extrazellularen Domane des EpCAM Proteins. Ein Grof3teil der mAbs
reagiert mit einem der teilweise Gberlappenden Epitope in der ersten
EGF-&hnlichen Wiederholung (1. EGF-like repeat).

Tabelle 3: Patienten- und Tumor-bezogene Daten der 60 untersuchten
Patienten mit SCCHN. Aufgefuhrt sind Tumorlokalisation und
Patientenalter und das Tumorstadium nach TNM -Klassifikation und
UICC. In der TNM-Kategorie ist angegeben, ob die Klassifizierung in T-
und N-Stadien aufgrund histopathologischer Untersuchung oder klinisch
(,c") vorgenommen wurde, ,M0“ bezeichnet das Fehlen, ,M1" das
Vorhandensein von Fernmetastasierung. (Rez.=Rezidiv, LK=Biopsie aus

Halslymphknotenmetastase).

Tabelle 4: 60 Patienten mit SCCHN: Ubersicht (iber die Verteilung der T-
und N-Stadien in gegenseitiger Abhangigkeit. Grof3e Primartumoren (T3-
4) waren meist mit fortgeschrittener Lymphknotenmetastasierung (N2b —

N3) assoziiert.

Abbildung 1: Das GA733-2 Gen kodiert fir das humane Transmembran-
Glykoprotein EpCAM. Es ist auf der chromosomalen Region 4q lokalisiert
und besteht aus 9 Exons (nach Linnenbach et al. 1993).

Abbildung 2: Die Struktur des EpCAM Molekuls. Das Polypeptid besteht aus
314 Aminosauren. Die Zahlen geben die Positionen der Aminosauren an,
die Kreise zeigen die N-Glykosilierungs-Stellen, die Rechtecke die
einzelnen Domanen. (N=N-Terminus, SP=Signalpeptid, EGF=EGF-
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ahnliche Wiederholung, TMD=Transmembran-Domé&ne,
zyt.Dom.=Zytoplasmatische Domé&ne, C=C-Terminus,
ZM=Zellmembran).

Abbildung 3: Untersuchung von EpCAM in verschiedenen
Plattenepithelkarzinomen (Zelllinien) im Westernblot. Lysate aus den
verschiedenen Zelllinien wurden in Konzentration und Proteinmenge
angeglichen, die Proben durch vertikale Gelelektrophorese aufgetrennt
und dann EpCAM mit Hilfe spezifischer Antikorper dargestellt. Wie an
den Banden abzulesen, exprimierten alle Karzinome aul3er HelLa, die
EpCAM-negativ ist, das Tumorantigen in Varianten mit unterschiedlichen
Molekulargewichten zwischen 35 kDa und 42 kDa. (FaDu, PCI-1, PCI-13,
HLAC-78 und Tul79 aus SCCHN; HCT-8 aus Kolonkarzinom; MCF-7

und SKBR3 aus Mammakarzinom; HeLa aus Zervixkarzinom)

Abbildung 4: Untersuchung von EpCAM auf Karzinomzellen aus N- bzw. O-
Glykosilierung. Lysate aus der Plattenepithelkarzinom-Zelllinie FaDu.
FaDu-Zellen wurden mit Tunicamycin bzw. N-Galactosaminid (NaGal)
inkubiert, anschlielend lysiert und die Lysate in einheitlicher
Proteinmenge und -konzentration in vertikaler Gelelektrophorese
aufgetrennt, EpCAM mit Hilfe des spezifischen Antikérpers C215 im
Westernblot zur Darstellung gebracht. Mit steigender Konzentration des
N-Inhibitors dominierte die 37 kDa-Form von EpCAM, wahrend die
Inhibition der O-Glykosilierung keinen Einfluss auf das Molekulargewicht
von EpCAM hatte.

Abbildung 5: Reprasentative Proben aus Schilddriise und Tumorgewebe
und gesundem Plattenepithel. Lysate der Proben wurden in
Proteinmenge und —konzentration angeglichen, durch vertikale
Gelelektrophorese aufgetrennt, EpCAM mit Hilfe spezifischer Antikorper
im Westernblot dargestellt. In der Tumorprobe 1 aus Larynxkarzinom
exprimiert der Tumor nur die glykosilierte 42 kDa-Variante von EpCAM,
wahrend die gesunde Schleimhaut kein EpCAM exprimiert. Die hier

dargestellten Tumorproben prasentieren unterschiedliche
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Glykosilierungsvarianten von EpCAM, die gezeigten Schilddriisenproben
dagegen zeigen unglykosilierte Proteinformen. (MUC = gesunde
Schleimhaut aus oberem Aerodigestivtrakt; TU = Tumor; TH =

Schilddrisengewebe).

Abbildung 6: EpCAM wurde in Tumorproben aus SCCHN mit Hilfe
spezifischer Antikdrper markiert und im Immunblot dargestellt. Gezeigt
sind unterschiedliche Varianten der Glykosilierungsmuster und

verschiedene Formen unterschiedlich stark ausgepréagter Glykosilierung.

Abbildung 7: Verteilung der EpCAM Glykosilierung innerhalb von 44
Tumorproben aus SCCHN. In der Halfte der Proben lag die ausgepréagte
Glykosilierungsform von EpCAM vor, es dominierten die 40 bzw. 42 kDa-
Form von EpCAM. In annahernd einem Viertel der Falle liel3 sich die

mittelgradig und schwach glykosilierte Form nachweisen.

Abbildung 8: Verteilung der EpCAM-Glykosilierung innerhalb von 30
Schilddrusenproben aus SCCHN. In 2/3 der Proben war EpCAM
unglykosiliert (-) , in etwa 1/4 der Falle lag die geringgradige
Glykosilierungsform von EpCAM vor (+) und in nur 2/30 Proben die
Variante mit mittelgradiger Glykosilierung (+). In keiner
Schilddrisenprobe war die stark glykosilierte Form von EpCAM (+++)

anzutreffen.

Abbildung 9: Verteilung geringgradiger (-/+) und hohergradiger (++/+++)
Glykosilierungsvarianten in Schilddriisen- und Tumorproben.
Schilddrisenepithel zeigte vor allem die nicht- oder nur méaRiggradig
glykosilierte Variante und in keinem Fall hochgradig glykosiliertes
EpCAM. Die Tumorproben boten ein umgekehrtes Muster mit
vorwiegend stark und auch mittelgradig glykosiliertem EpCAM, in keiner

Tumorprobe war EpCAM unglykosiliert.

Abbildung 10: EpCAM-Glykosilierung in Gegenuberstellung von
Tumorproben vs. Schilddrisenproben aus 27 autologen Probenpaaren
aus Patienten mit SCCHN. Es zeigt sich ein inverses

Glykosilierungsmuster mit vorwiegend fehlender und geringgradiger
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Glykosilierung im Schilddriisengewebe und Uberwiegen der héheren

Glykosilierungsgrade im Tumorgewebe.

Abbildung 11: EpCAM-Glykosilierung - Vergleich Tumorproben vs.
Schilddrisenproben innerhalb der einzelnen autologen Paare TU/SD aus
SCCHN (n = 27). In Gber 80 % der autologen Paare zeigt das
Tumorgewebe eine hdhere Glykosilierungsform als die

Schilddrusenprobe.

Abbildung 12: Gewebsproben aus gesunder Kolonschleimhaut (Proben 1
und 2) und autologe Probenpaare aus Kolonkarzinom und benachbarter
gesunder Kolonschleimhaut (Proben3-8). Nach Lysierung wurden
Proteinmengen und —konzentrationen angeglichen und EpCAM mit Hilfe
spezifischer Antikorper im Westernblot dargestellt. Die gezeigten Proben
aus gesunder Mukosa exprimieren unglykosilierte Formen von EpCAM
(Proben Nr. 1, 2, 3 und 5), in den Gewebsproben aus Karzinomen

dagegen ist EpCAM hyperglykosiliert (Proben Nr. 6 und 8).

Abbildung 13: Geschlechterverteilung der 60 Patienten mit SCCHN. Der
Uberwiegende Anteil der Patienten waren Manner (97 %), nur zwei

Untersuchte (3 %) waren Patientinnen.

Abbildung 14: Altersverteilung der 60 Patienten mit SCCHN. Uber die Halfte
der Patienten erkrankte im sechsten Dezennium (52 %), dreil3ig Prozent

im siebten Lebensjahrzehnt.

Abbildung 15: Haufigkeitsverteilung der Tumorlokalisation der 60 Patienten
mit SCCHN. Die haufigste Prim&rtumorlokalisation war mit 40 % der

Larynx, gefolgt von Hypopharynx (30 %) und Oropharynx (23 %).

Abbildung 16: Haufigkeitsverteilung der T-Kategorie der 60 Patienten mit
SCCHN. Bei 72 % der Patienten lag bereits ein fortgeschrittenes

Tumorstadium (T3, T4 oder Tx) vor.

Abbildung 17: Haufigkeitsverteilung der N-Kategorie der 60 Patienten mit
SCCHN. In zwei Drittel der Félle hatte bereits

Halslymphknotenmetastasierung stattgefunden.
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Abbildung 18: Haufigkeitsverteilung der M-Kategorie der 60 Patienten mit
SCCHN. Bei drei Patienten bestand Fernmetastasierung zum Zeitpunkt

der Diagnose.

Abbildung 19: Haufigkeitsverteilung der UICC-Stadien der 60 Patienten mit
SCCHN: In 88 % der Falle bestand ein fortgeschrittenes Tumorstadium
(UICC llI-IV).

Abbildung 20: Verteilung des histologischen Differenzierungsgrad der 60
Patienten mit SCCHN. Mit 70 % wies der Uberwiegende Anteil der
untersuchten Plattenepithelkarzinome eine geringgradige Differenzierung
(G3) auf.

Abbildung 21: Verteilung der Glykosilierungsgrade: Fehlende
Lymphknotenmetastasierung (NO) vs. vorhandene
Lymphknotenmetastasierung (N+). Es besteht eine gleichméaRige
Verteilung der verschiedenen Glykosilierungsstufen innerhalb der

verschiedenen Lymphknotenstadien.

Abbildung 22: Verteilung der Glykosilierungsstarke: Frihe Tumorstadien
(T1-2) vs. fortgeschrittene Tumorstadien (T3-4/Tx). Es besteht eine
insgesamt ausgeglichene Verteilung der unterschiedlichen
Glykosilierungsstéarken in Frih- und Spatstadien.
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8 Abkurzungsverzeichnis

AFP Alpha-Fetoprotein

bsAb bispezifischer Antikdrpern

CAM Zellulares Adhéasionsmolekdl

CEA Karzinoembryonales Antigen

CIN zervikale intraepitheliale Neoplasie

CKS 1 Cyclin-abhéangige Kinase

CuUP Carcinoma of unknown primary

Diff. Grad Differenzierungsgrad

EpCAM Epitheliales cellulares Adhasionsmolekdl

EGF epidermal growth factor.

EGP-1/Trop-2 epitheliales Glykoprotein 1

EGP 40 epitheliales Glykoprotein 40

ESA Epithelial surface antigen

Fcy-R Fc-gamma-Rezeptor

Glox | Glyoxalase |

kDa Kilodalton

ITIMs immunoreceptor tyrosin-based inhibitory motifs

LAIR Leukozyten-assoziierter Immunoglobulin-ahnlicher
Rezeptor

LK Lymphknoten

mAbs monoklonalen Antikorpern

min Minute

mi Milliliter

mrd minimal residual disease

MUC gesunde Schleimhaut aus oberem Aerodigestivtrakt

Mg Mikrogramm

NO Fehlen von Halslymphknotenmetastasierung

N+ Vorhandene Halslymphknotenmetastasierung

n Anzahl
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NaGal
Pat.Nr.
RTK
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SCC
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SD-Probe
SDS
TAA
TEMED
TGF-R
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TU/SD

U/min
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Patientennummer

Rezeptor Tyrosin Kinasen

Rezidiv

squamous cell carcinoma
squamous cell carcinoma of head and neck
Schilddriisenprobe

Dodecylsulfate Na-salt
Tumor-assoziierte Antigene
N,N,N,N-Tetramethyl-Ethylendiamin
tumor growth factor beta

Tumor

autologes Probenpaar aus Tumor und Schilddrise

Umdrehungen pro Minute
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