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Zusammenfassung

Das Karzinoembryonale Antigen Zelladhéasionsmolekil CEACAM-1 ist an interzelluléren
Adhésionen beteiligt und beglinstigt die Tumorangiogenese. In dieser Studie wurde die
Expression von CEACAM-1 bei operablen nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen und ihr
prognostischer Einfluss untersucht.

Primartumoren von 145 Patienten mit operablen nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen
wurden mittels eines monoklonalen anti-CEACAM-1 Antikdrpers immunhistochemisch
untersucht. Die CEACAM-1 Expression wurde in 3 Kategorien eingeteilt: niedrig: <33%
gefarbte Tumorzellen, intermedidr: >33% und <66% gefarbte Tumorzellen, erhoht: >66%
gefarbte Tumorzellen. Die Krankheitsverlaufe wurden Uber den Zeitraum von 10 Jahren im
Rahmen der Tumornachsorge beobachtet und anhand von Kaplan-Meier-Uberlebenskurven
durch log-rank Analyse verglichen.

Normales respiratorisches Epithel und Stromazellen zeigten keine CEACAM-1 Expression.
Primartumoren von 31 Patienten (21,4%) wurden als niedrig CEACAM-1 exprimierend
eingestuft und Préparate von 42 Patienten (29%) zeigten eine intermedidre CEACAM-1
Expression. Eine erhohte CEACAM-1 Expression wurde bei Tumoren von 72 Patienten
(49,6%) beobachtet und korrelierte nicht mit dem pT-Status, pN-Status, Differenzierungsgrad
oder UICC-Stadium. Bei Adenokarzinomen trat eine erhohte CEACAM-1 Expression mit
61,9% signifikant haufiger auf als bei Plattenepithelkarzinomen mit 35,7% (p= 0.017, X?
Test). In der univariaten Uberlebensanalyse war eine hohe CEACAM-1 Expression mit
signifikant unglnstigen Verlaufen bei pN1-pN2 Patienten (n=60; p=0.024; Log Rank Test),
pT3-pT4 Patienten (n=22; p=0.009; Log Rank Test), und Stadium lla-llla Patienten (n=69;
p=0.012; Log Rank test) assoziiert. Die multivariate Cox Regressionsanalyse zeigte, dass die
erhohte CEACAM-1 Expression ein unabhangiger prognostischer Parameter ist (p=0.018;

Relatives Risiko 1.8; 95%Confidence Intervall 1.1-2.8).



Eine erhdhte Expression von CEACAM-1 ist mit einer ungiinstigen Prognose von Patienten
mit fortgeschrittenen operablen nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen assoziiert. Diese
Beobachtung spricht gegen eine bisher postulierte tumorhemmende Wirkung von CEACAM-
1 und zeigt, dass gegenteilig, CEACAM-1 sogar in die Tumorprogression von operablen

Bronchiakarzinomen involviert ist.



A.EINLEITUNG

A. 1. Das Bronchialkarzinom

A. 1.a.) Definition, Atiologie und Epidemiologie

Das Bronchialkarzinom ist nach wie vor die haufigste malignombedingte Todesursache
innerhalb Europas und in den Vereinigten Staaten von Amerika.l23 Es handelt sich hierbei
definitionsgemd? um hochmaligne Verdnderungen von den Oberflachenepithelien der
Bronchial- und/oder der Bronchiolenwand. Sie konnen sich auch von Zellen des bronchialen
APUD-Systems ableiten. Das Bronchialkarzinom ist bel Mannern der am haufigsten
auftretende maligne Tumor weltweit, wdhrend er bel Frauen nach Brustkrebs und dem
Kolonkarzinom als dritthaufigste Tumorerkrankung zu finden ist.# In Deutschland sterben
jahrlich etwa 45000 Personen an den Folgen eines Bronchialkarzinomes.# Die Inzidenz ist vor
allem bei Frauen in den Vereinigten Staaten angestiegen, so dass in den néchsten Jahren mit
einer Verschlimmerung der Situation auch in Deutschland zu rechnen ist.5> Zwischen 1990 und
1994 sind pro 100000 Einwohner 14,3 Todesfalle dokumentiert worden. Mitte der Achtziger
Jahre waren es noch weit unter 10.6

Fir die Atiologie des Bronchialkarzinoms spielen unterschiedliche Faktoren eine gesicherte
Rolle (Abbildung 1.). Tabakrauch gilt mit 85% as absoluter Spitzenreiter, wobei auch die
Wirkung der inhalierten Noxen beim Passivrauchen als Risikoerh6hung anzusehen ist.” Auf
aktives Rauchen sind 70% der Bronchiadkarzinome bei Frauen bzw. 90% der
Bronchialkarzinome bel Mannern zurtickzufihren.2 Dabei erhtht sich die Inzidenz eines
Bronchialkarzinoms um das 1,5-fache bei Menschen, die eine starke Tabakrauchexposition im
Kindesalter (Eltern) erfahren haben. Gleiches gilt auch fur die Situation am Arbeitsplatz bzw.

in der Freizeit.” Die Zahl der durch Passivrauchen pro Jahr zu Tode gekommenen Personen
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schwankt zwischen 400 in der BRD und 3000 in den USA.10 Shopland konnte 1990
ermittelten, dass das Risiko fur mannliche Raucher an Lungenkrebs zu erkranken, 22-mal
hoher, und bel rauchenden Frauen, 12-ma hoher ist as bei Nichtrauchern.il Die
Karzinomgefahr steht dabel in einem direkt proportionalen Verhadltnis mit den sogenannten
.pack years’. Pack year ist die Multiplikation zwischen der Anzahl der gerauchten
Zigarettenschachteln pro Tag und die Zahl der Raucherjahre. Momentan muss man mit einer
Verdoppelung oder sogar mit einer Vervierfachung des Risikos rechnen, wenn von einer
Verdoppelung der , pack years* ausgegangen wird. Rosler zeigte 1993 in einer Studie welter,
dass die Tumorgefahr bei gleichzeitiger Asbestexposition und langjéghrigem Rauchen im
Vergleich zu Nichtrauchern um den Faktor 90 ansteigt, wobei der Zeitraum bis zur

Manifestation der Erkrankung im Mittel auf 25 Jahre angeben werden muss.28

2% 5%

O Andere Faktoren

O Luftverschmutzung

@ Pulmotrope

Karzinogene

@ Tabakrauch

85%

Abbildung 1.: Fiir die Enstehung von Bronchialkarzinom verantwortliche Faktoren.®

Als weitere Risikofaktoren sind diverse molekulare genetische Aberrationen fir das nicht-
kleinzellige Bronchiakarzinom beschrieben worden, betreffend chromosomale Aberrationen,
Uberexpression von Onkogenen, Deletionen und Mutationen auf der Ebene von

Tumorsuppressorgenen und Verénderungen in der Telomeraseaktivitét. Einer der haufigsten



Chromosomenanomalien ist der Verlust des kurzen Armes auf Chromosom 3 (3p(14-25) 12,
bei den nicht-kleinzelligen Karzinomen in ungeféhr 50%.13 Zigarettenrauch induziert,
besonders bei Beginn des Nikotinabusus in frihen Lebensgjahren, ein Schaden in der DNA-
Sequenz mit Verlust des 3p-Armes. Das fragile histidine triad Gen, welches eine Rolle bei der
DNA-Synthese spielt und as ein wichtiges Tumorsuppressorgen fungieren soll, ist auf dem
3p-Arm lokalisiert und in der Pathogenese von Lungenkrebs involviert.1415 Ebenso das
Tumorsuppressorgen RASSF1a, welches in 65% der Félle bei NSCLC fehlt, ist an der Stelle
3p21.3 lokalisiert.26 Andere Deletionen betreffen das Chromosom 9p(21-22) mit Verlust der
Tumorsuppressorgene pl6 und pl5, beide an der Regulation des Zellzyklus Uber die cyklin-
abhangige Kinase 4 (CDK4) beteiligt.1” In 50% betrifft die Deletion das Chromosom 8p(21.3-
22).18

Onkogene, aso die vermehrte Aktivierung normaler zellulérer Gene, wie das K-ras Onkogen,
die myc Familie, das c-erbB-1, das HER-2/neu (c-erbB-2), c-Met mit hepatocyte growth
factor oder Bcl-2, fihren zu einer Hyperproliferation des Gewebes Uber die Norm hinaus.® K-
ras Onkogene mit einer p2lras Expression sollen Uber den second messanger GTP das
Zellwachstum kontrollieren und bei unkontrollierter Aktivierung eine
Gewebshyperproliferation erméoglichen und gelten as en  Prognosefaktor bei
Adenokarzinomen der Lunge.19.20 50% der nicht-kleinzelligen Bronchia karzinomen weisen in
der frihen Entstehungsphase eine erhohte Aktivierung der myc-Gene mit daraus
resultierender préneoplastischer Hyperproliferation auf, wahrend es in Abwesenheit von
Wachstumsfaktoren bei erhohter Protoonkogenexpression des myc zur Apoptose kommt.®
Das Bcl-Gen, ebenfalls ein Protoonkogen mit dem Proteinprodukt BCL-2, unterdriickt den
programmierten Zelltod und verlangert das Uberleben von Zellen ohne gesteigerte
Wachstumsrate.?l Es ist bei Bronchialkarzinomen mit schlechterer Prognose abnorm
verandert, wahrend es bei Tumoren mit intakter Aktivitdt zu einem besseren Outcome fiihrt.?

Die Expression des ,epidermal growth factor receptor” (EGFR) kann direktes tumordses
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Wachstum induzieren.22 Die Hochregulation der Matrix-Metallo-Proteinasen kann die
Invasivitdt der Tumore verstdrken und so die Prognose verschlechtern.®23 Das
Tumorsuppressorgen p53  blockiert Uber sein  nukledres Protein, welches als
Transkriptionsfaktor fungiert, den Zellzyklus in der Gl-Phase?* Es kann so im Fale
beschadigter DNA durch ionisierende Strahlen oder anderer Karzinogene die Zellteilung
verhindern und das Gewebe schiitzen.24 Eine p53 Mutation lasst sich in 20 bis 60% bel nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinomen nachweisen, vor allem bei den mit Zigarettenrauch
assoziierten Plattenepithelkarzinomen der Lunge.2> Beschadigte DNA kann zu Zellatypien mit
Entartungstendenz fuhren. Das Retinoblastomgen mit seinem Rb Protein reguliert die GO/G1-
Phase. Eine Mutation findet sich in 15% der Bronchiakarzinomfélle einhergehend mit einer
schlechteren Prognose.26 Dabel konnen M utationen auch kombiniert auftreten.26

Bel Bronchialkarzinomen gibt es enen kausden Zusammenhang zwischen der
Tumorentstehung und der Exposition mit sogenannten pulmotropen karzinogenen Stoffen. Zu
diesen Stoffen und ihren Verbindungen gehdren Chrom-6-Verbindungen (Berufskrankheit
(BK) Nr. 1103) 29, die Gruppe um Arsen (BK Nr. 1108) 29, halogenierte
Kohlenwasserstoffverbindungen (BK Nr. 1310) 29, ionisierende strahlende Stoffe (BK Nr.
2402) 29, Quarzstdube (BK Nr. 4101) 29, die diversen Asbestarten (BK Nr. 4104) 29,
Nickelmetalle (BK Nr. 4109) 2° und polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAH) in
Kokereirohrgasen (BK Nr. 4110).2°

Unter den Metalen mit ionisernder Strahlung stellt Radon und Uran die wichtigste
Komponente bei der Karzinogenese dar, wobei durch verbessernde Malinahmen beim
Strahlenschutz sich die Strahlenbelastung seit den 70iger Jahren erheblich reduziert hat. 30
Seit 1997 gibt es nach dem Berufskrankheitenrecht 89 Absatz 2 SGB VII Krankheiten,
welche dokumentiert, regelmaldig ausgewertet und als ,,wie eine Berufskrankheit” bezeichnet
werden.2® Diese mit einer Berufskrankheit oder dem Einwirken eines im Beruf ausgesetzten

gesundheitsschadlichen Stoffes assoziierten Krankheiten der Lunge und der Bronchien
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machen mit 38,7% den grofdten Teil aus, was in einer Studie zwischen 1992 und 1996
festgestellt werden konnte.2® Erfreulicherweise kann durch den verbesserten Arbeitsschutz
heutzutage ein deutlicher Riickgang verzeichnet werden.

Die Aufnahme reduzierender Substanzen mit der Nahrung schitzt nach De Vita
Lungengewebe vor kanzerogenen Radikalen, indem sie die t&glich anfallenden Radikale
abfangen.® Zu den reduzierenden Substanzen gehdren die Karotenoide, Selenium und die
Vitamine C und E. Ein Mangel dieser Nahrungsmittelbestandteile kann eine mdgliche

atiologische Rolle bei Bronchialkarzinomen spielen.

A. 1b.) Klassifikation

Die Klassifikation der Bronchiakarzinome folgt einer histologischen Einteilung. Diese
histologische Klassifikation maligner epithelider Lungentumoren ist am sichersten
postoperativ zu ermitteln.

Plattenepithelkarzinome sind mit 30% haufige Karzinome der Lunge und sind mit einer
Plattenepithelmetaplasie assoziiert.? Der wichtigste Risikofaktor ist das Rauchen, wobei zwei
Phasen unterschieden werden; die Partikelphase, in welcher die Noxen aktiv konzentriert
inhaliert werden, und die folgende Gasphase, bedingt durch die Rauchentwicklung beim
Rauchen.® Die Rauchentwicklung in der Umwelt durch Zigarettenraucher betrifft die
Passivraucher besonders, da sie nur dieser Gefahr ausgesetzt sind. Immerhin ein Drittel der
Passivraucher, welche mit einem Raucher zusammenleben, erleiden Bronchialkarzinome.®
Die direkten toxischen Stoffe des Tabaks, insgesamt sind Gber 3000 bekannt und ein Grosstell
davon ist kanzerogen, sind vor allem die spezifischen Nitrosamine, Nikotine und aromatische
Kohlenwasserstoffe. Diese Schadigung scheint aus molekularbiologischer Sicht tber K-ras
Kinasenaktivierung zu erfolgen.® Keine Krebserkrankung zeigt eine engere Assoziation mit

dem Rauchen as das Bronchialkarzinom.® Beziglich der Lokalisation werden ein meist
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zentral in den Lappen oder Segmenten und Subsegmenten lokalisiertes eher grof3zelliges
Plattenepithelkarzinom von einem as basaloides bezeichnetes Plattenepizhelkarzinom
unterschieden. Die peripher gelegenen Karzinome sind seltener.® ES ist von grof3er
Bedeutung, den Grad der Verhornung (Hornperlen) und die interzellulére Brickenbildung zu
beurteilen.

Travis hat im Auftrag der World Health Organisation (WHO) folgende Klassifikation

vorgenommen (Tabelle 1.).31

Tabelle 1: WHO-K assifikation maligner epithelialer Tumoren der Lunge. 31

WHO-K lassifikation der Bronchialkar zinome

1. Plattenepizhelkarzinom

2. Kleinzelliges Karzinom
Kombiniertes kleinzelliges Karzinom
3. Adenokarzinom

azindres Adenokarzinom

papilldres Adenokarzinom
bronchioloalveoléres Karzinom
solides Karzinom mit Schleimbildung
andere

4. Adenosguamdses Karzinom

5. Grof3zelliges Karzinom
grof3zelliges neuroendokrines Karzinom
klarzelliges Karzinom

basal oides Karzinom
lymphoepitheliales Karzinom

6. Pleomorphes skromatoides Karzinom
7. Karzinoidtumoren

typisch

atypisch

8. Bronchialdriisenkarzinom
adenoidzystisches Karzinom
mukoepidermoides Karzinom

9. Andere Karzinome

Das Grading dient be Bronchiakarzinomen der genauen Beschreibung des

Differenzierungsgrades und folgt wie bei vielen anderen Tumoren den Richtlinien der "Union



Internationale Contre le Cancer" (UICC).32 Dabei wird in 4 Stufen von G1 gut differenziert
bis hin zu G4 undifferenziert unterschieden. Als weiteres kann noch GX angegeben werden,
wenn der Differenzierungsgrad nicht bestimmt werden kann.33 Je undifferenzierter ein
Plattenepizhelkarzinom ist, desto geringer ist seine Verhornung und Briickenbildung, wobei
es sehr unterschiedliche Differenzierungsgrade je nach Tumorheterogenitét geben kann. Der
Keratingehalt der einzelnen Zellen variiert stark und ein vermehrter Keratingehalt geht mit
einem langsameren Wachstum einher.®

In Nordamerika stellen die Adenokarzinome mit 40% die grofdte Gruppe der Tumoren der
Lunge dar, wobel sie sich eher in den peripheren Anteile der Lunge finden.® Sie werden, wie
in Tabelle 1. dargestellt, in vier Gruppen eingeteilt. Die meisten Tumore weisen Driisen auf
und produzieren Muzine, was eine Abstammung der Typ Il Pneumozyten nahe legt. Der
Nachweis kann immunhistochemisch Uber spezielle Antikdrper, durch die Histopathologie

oder durch Schleimnachwels erfolgen.®

A. 1l.c.) Stadieneinteilung

Zum Erstellen eines Therapieplanes oder zur Verfeinerung eines Therapiekonzeptes ist das
Staging-System maligner Tumoren von grofdter Wichtigkeit, das as TNM-Sytem (tumor-
node-metastasis) bezeichnet wird.3* Das Konzept der Stadiengruppierung wurde spéter
entwickelt und wurde seither oftmals revidiert.3532 In den letzten zehn Jahren wurde durch das
Internationale Staging System eine einheitliche Kommunikation hinsichtlich der Charakteren
und Gefahren verschiedener Bronchialkarzinome ermdoglicht.3> (Tabelle 2. und 3.).

Hinsichtlich der Prognose und der Therapie bel nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen ist
eine exakte Diagnose von entscheidender Bedeutung. Dabei gibt die histologische
Klassifikation des Tumors und seine Ausdehnung die therapiefihrende Richtung an.3> Der

Zweck einer guten Diagnostik muss die exakte Bestimmung dieser belden Parameter sein.



Tabelle 2: TNM-Klassifikation der UICC bei Bronchialkarzinomen.32

TNM -K lassifikation der Bronchialkar zinomen

X Primartumor kann nicht beurteilt werden; Nachweis von malignen Zellenim Sputum /
jedoch Tumor weder radiol ogisch noch bronchoskopisch sichtbar

TO Kein Anhalt fir Primértumor

Tis Carcinomain Situ

Tl < 3cmin grofter Ausdehnung umgeben von Lungengewebe/viszeraer Pleura, kein bronchoskopischer
Nachweis einer Infiltration proximal eines Lappenbronchus (nicht im Hauptbronchus)@

T2 Tumor mit einem der folgenden Kriterien Ausdehnung und Grof3e betreffend:
3cmin grofdter Ausdehnung
Tumor beféllt Hauptbronchus, 2cm oder weiter distal der Hauptcarina
Tumor infiltriert viszerale Pleura
Assoziierte Atelektase/obstruktive Entziindung bis zum Hilus, aber nicht der ganzen
Lunge

T3 Tumor jeder Grof3e mit direkter Infiltration einer der folgenden Strukturen:
Brustwand (einschliefdlich der Sulcus-superior-Tumoren)
Zwerchfell
Mediastinale Pleura
Parietales Perikard oder Tumor im Hauptbronchus weniger als 2cm distal der, Hauptcarina selbst nicht
befallen, Tumor mit Atelektase/obstruktive Entziindung der ganzen Lunge

T4 Tumor jeder Gréfze mit Infiltration wenigstens einer der folgenden Strukturen:
M edistinum, Herz, groRRe Geféle, Trachea, Osophagus, Wirbelkorper, Hauptcaring, vom Primértumor
getrennte Tumorherde im gleichen Lungenlappen, Tumor mit malignem Pleuraerguss?

NX Regionére Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden

NO K eine regionéaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in ipsilateralen peribronchialen und/oder in ipsilateralen Hiluslymphknoten (einschlief3lich
einer direkten Ausbreitung des Primértumors)

N2 Metastasen in ipsilateralen mediastinalen und/oder subcarinalen Lymphknoten

N3 Metastasen in kontral ateralen mediastinalen, kontralateralen Hilus-, ipsi- oder kontralateralen Skalenus-
oder supraklavikuléren Lymphknoten

MX Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen, einschlief3lich vom Primartumor getrennte Tumorherde in einem anderen

Lungenlappen (ipsilateral oder kontralateral)

& Seltener, sich oberflachlich ausbreitender Tumor jeder GroRe mit einer nur auf die Bronchialwand begrenzte
Infiltration wird auch dann, wenn er sich weiter proximal ausdehnt, als T1 klassifiziert.

® Die meisten Pleuraergiisse bei Bronchialkarzinomen sind durch den Tumor verursacht. Soweit die maligne
Genese durch mehrfach zytologische Untersuchungen oder zuverlassiger thorakoskopisch ausgeschlossen
Wurden, kann der Tumor als T1, T2 oder T3 eingestuft werden

10



Tabelle 3: Neues Staging bel Bronchialtumoren unter Berlicksichtigung der TNM- Klassifikation und der
ulCcC.3235

Stadium T-Status Lymphknotenbefall Fernmetastasen
Okkultes Karzinom TX NO MO
Stadium O Tis NO MO
Stadium la Tl NO MO
Stadium Ib T2 NO MO
Stadium l1a Tl N1 MO
Stadium 11b T2 N1 MO
T3 NO MO
Stadium Illa T3 N1 MO
Tl N2 MO
T2 N2 MO
T3 N2 MO
Stadium I11b jedesT N3 MO
T4 jedesN MO
Stadium 1V jedesT jedes N M1

So muss entsprechend der geltenden Richtlinien und unter Berlicksichtigung der individuellen
prognostischen Kriterien die bestmogliche Therapie ermittelt werden. Ein potentiell kurativer
Ansatz mittels Operation eines nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms ist nicht immer
moglich.3> Dabei limitiert die subjektive und objektive Belastbarkeit der Patienten sowie die
zu erwartenden therapeutischen Konsequenzen den Umfang der mdglichen Diagnostik und
damit das Staging. Beweisend fr das Vorliegen eines nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms
sind nur positive histologische oder zytol ogische Befunde.36

Entsprechend den Richtlinien des Tumorzentrums Minchen soll bel Verdacht auf
Lungenkrebs immer eine algemeine Basisdiagnostik durchgefihrt werden, die aus
Anamnese, klinischer Untersuchung, Laboranalysen, bildgebende Verfahren und
Untersuchungen zur histologischen und zytologischen Diagnostik besteht.37 In der Anamnese
sollen mdgliche Informationen hinsichtlich der familiéren Karzinombel astung genauso eruiert

werden wie die personlichen Risikofaktoren und eine mogliche berufliche Noxenexposition.
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Ein Erfragen mdglicher Symptome kann ein Hinweis bezlglich des Stadiums und der
Prognose sein.3’ Der Patient kann sich mit Husten, Auswurf, Ha&moptysen, Atemnot,
Schmerzen, Heiserkeit (Recurrensparese), Fieber, Nachtschweissigkeit und Gewichtsverlust
und Pancoast-Syndrom (Konchendestruktion 1. Rippe und BWK 1, Plexusneuragie,
Lymphodem am betreffenden Arm und einem Horner-Symptomkomplex) vorstellen.2”
Ebenfalls missen Symptomdauer und eventuelle Vorerkrankungen erfragt werden. Die
individuelle Compliance des Patienten und seine bisherige Lebensqualitdt muissen additiv
erortert und dokumentiert werden. Bei der orientierenden klinischen Untersuchung soll der
somatische Status unter besonderer Berlicksichtigung der Thoraxorgane erfasst werden.3?
Dabei ist auf das Vorhandensein von Pleuraergissen, Atelektasen, einer eventuellen
Pneumonie oder einer Einflussstauung genauso zu achten wie auf den Lymphknotenstatus,
moglicher kardialer Erkrankungen, einer Rekurrensparese oder einem Horner-Syndrom
(Miosis, Ptosis und Enophthamus) durch Arrosion des Grenzstranges am Hals.2’ Bel
Verdacht muss immer die Moglichkeit eines kleinzelligen Karzinoms mit eventuellem
paraneoplastischen  Begleiterscheinung in Betracht  gezogen  werden.  Als
Basislaboruntersuchungen muss neben einem grof3en Blutbild mit Differenzierung inklusive
Entziindungsparameter auch die Untersuchung von Leber- und Nierenparameter stattfinden.3?

Im Vorfeld und wéhrend einer Therapie ist zur Beurteilung der Verlaufskinetik des Tumors,
zur Erfassung maoglicher Rezidive oder moglicher Fernmetastasen und zur Therapieresponse-
Uberwachung die Kontrolle einiger etablierter Tumormarker wichtig.3® Diese Tumormarker
spielen auch bei der Einengung des histologischen Typs, beim Feststellen des Ausmalies der
Erkrankung und der Prognose eine Rolle.38 Bel den serologischen Tumormakern kommt beim
Bronchialkarzinom der Zytokeratinmarker CYFRA 21-1 in Betracht, der im Serum oder im
Pleuraergul3 mittels Radioimmunoessay nachgewiesen werden kann.3® Das Squamous cell
carcinoma antigen (SCC) wird zur Therapie- und Verlaufskontrolle bei Plattenepitheltumoren

verwendet und kann im Serum, Plasma, Pleurafltissigkeit und Aszites nachgewiesen werden.38
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Ist das Carcino-Embryonale-Antigen (CEA) um ein vielfaches erhoht, ist eine maligne
Erkrankung wahrscheinlich, auch wenn der Tumormarker nur sehr unspezifisch fur das nicht-
kleinzellige Bronchialkarzinom ist.38 In 10-20% der Félle kann die Neuronen-spezifische
Enolase (NSE), eine Isoform des glykolytischen Enzymes in Neuronen, hinweisend erhoht
Sein.so

Als vielleicht wichtigste diagnostische und auch prognostische Malinahme zdhlen die
heutigen modernen bildgebenden Verfahren. Diese sind zur Beurteilung der Operabilitét
unerlasslich. Anfangs steht immer eine Ubersichtaufnahme des Thoraxes in zwei Ebenen im
Vordergrund, um den Tumorverdacht zu erharten oder weiterfihrende Mal3nahmen
auszul6sen.3” Ein negativer Befund darf aber niemals eine weitere Diagnostik verhindern, da
ein Tumor so nicht ausgeschlossen werden kann. Zum Staging eines moglichen Tumors ist
dann das thorakale Computertomogramm (tCT) eine notwendige Untersuchung und gehdrt
ebenfalls zur Basisdiagnostik. Dabel sollte ein Lungen- und Weichteilfenster im thorakalen
CT angefertigt werden.® Jegliche verdéchtige unklare Struktur sollte mittels erwelterter
zytologischer und histologischer Untersuchung abgeklart werden.® Erganzend kann bei
speziellen Befunden eine Thorax-Sonographie erforderlich werden, um thoraxwandnahe
Prozesse und Thoraxwandinfiltrationen abzuklédren.3” Die Bronchoskopie ermdglicht eine
verbesserte operative Planung und verschafft dem Thoraxchirurgen einen Uberblick tiber die
Bronchien. Speziell bel dieser Untersuchung kann in 50% der Falle ein bronchiennaher
Tumor gefunden werden.3” Ein eventuell beweisender Schritt fir das Vorliegen eines
Bronchialkarzinoms stellt die Sputumzytologie dar und kann besonders bei diteren oder sehr
kranken Patienten invasivere Maldnahmen verhindern Bei positivem Befund sollte die
Sputumzytol ogie mehrfach wiederholt und von einem zweiten Untersucher beurteilt werden.3?
Hierbei missen Tumoren im HNO-Bereich und im Gastrointestinaltrakt ausgeschlossen
werden.3” Oberste Prioritdt hat jedoch die histologische Sicherung des Tumors unabhangig

von der Operabilitét. Es existieren noch eine Relthe weiterer Untersuchungen, die jedoch nur
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bei begrindetem Anschein bzw. bei bis dato fehlender Histologie zur Anwendung kommen
sollen. Dazu kann unter Umstanden die Pleurgpunktion bzw. Pleurabiopsie, die
Thorakoskopie, die Mediastinoskopie oder -tomie und die perkutanen Feinnadel punktion fir
eine eventuelle histol ogische Klassifizierung dienen.®

Bel gesicherter Diagnose eines nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomes muss in jedem Fall
eine Evaluation der Tumorausdehnung inklusive Metastasensuche erfolgen. Dazu sind die
bereits oben diskutierten diagnostischen Verfahren zur Tumorsuche bel Verdacht und die
Sicherung des exakten histologischen Befundes fir das Staging unerlasslich.®

Zusdtzlich stellt in diesem Rahmen eine Sonographie und ein CT des Oberbauches zur
Beurtellung der Nieren, der Leber, der Milz, der Nebennieren und der Lymphknoten
herangezogen werden. Zum Ausschluf3 von Knochenmetastasen dient die Skelettszintigraphie.
Alle Befunde werden mit dem TNM-System objektiviert.’ Alle Patienten mit gesichertem
Lungentumor sollen dem ortlichen Tumorzentrum gemeldet werden. Dabel kann der
Basi sdokumentationsbogen gemald den Richtlinien des jewelligen Tumorzentrums oder der

Arbeitsgemeinschaft deutscher Tumorzentren (ADT) verwendet werden.40

A. l.e) Therapie

Wegen dem Fehlen typischer Friihsymptome und der insgesamt sehr schlechten Prognose des
nicht-kleinzelligen Bronchiakarzinoms sollte ein interdisziplindrer Therapieansatz verfolgt
werden. Dies erfordert die Zusammenarbeit von Thoraxchirurgen, Strahlentherapeuten,
internistischen Onkologen, Pneumologen, Radiologen, Pathologen und Epidemiologen.4
Selbst bei stadiengerechter Anwendung der verschiedenen Einzeltherapien ist en
befriedigendes Langzeitergebnis nicht immer zu erwarten.4! Die Prognose ist dabel vom
Stadium und dem histologischen Typ abhangig.#! Negativ beeinflusst wird der Verlauf durch

eine mogliche Gefdllinvasion, der Kapillardichte, bel Plattenepithelkarzinomen auch das
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Ploidiestadium und das Grading des Tumors.® Deshab sollte versucht werden, eine
stadiengerechte Therapiekombination chirurgischer und nichtchirurgischer Art anzustreben.42
Hinsichtlich der Operation von Patienten mit einem Bronchialkarzinom muss zwischen einem
kurativen und einem palliativen Ansatz unterschieden werden, wobei fur beide eine
funktionelle Operabilitét Vorraussetzung ist.#1:4344 Eine funktionelle Inoperabilitét liegt bel
einem biologischen Alter weit Uber 80 Jahre, bei einem Karnofsky-Index unter 50%,
gravierende andere Erkrankungen wie zum Beispiel des Kreislaufes (Herzinfarkt in jlngster
Zeit, manifeste Herzinsuffizienz) und bei Erreichen der funktionellen Grenzwerte der Lunge
(z.B. berechnete postoperative FEV; <40% vom Sollwert, berechnete postoperative TLCO
<40% vom Sollwert, ergospirometrische maximale Sauerstoffaufnahme <20 ml/kg/min,
schlechte Perfusionsszintigraphie) vor.4344 Es wird dann der Patient bezlglich ener
technischen Inoperabilitdt (z.B. Tumor an der Trachealbifurkation) untersucht und die
Moglichkeit einer kurativen Operation erOrtert. Dabel werden das Vorliegen von
Fernmetastasen, Pleurametastasen, Tumorbefall der Hauptcarina (weniger als 1 cm entfernt),
eine tumorbedingte Rekurrensparese, ipsilaterale supraklavikulére oder kontralaterale hilidre
oder mediastinale Lymphknotenmetastasen oder eine tumorbedingte Phrenikusparese als
Ausschlusskriterien einer kurativen Operation angesehen.® Ein solcher Patient kann aber bel
guter funktioneller Situation durchaus bel kurativer Inoperabilitét fir eine palliative Resektion
in Frage kommen.4#9 Konnen durch die Basisdiagnostik nicht mit Sicherheit etwaige
Inoperabilitatskriterien ausgeschlossen werden, soll die funktionelle Operabilitdt noch vor der
ergdnzenden Diagnostik zur Stadieneinteilung bestimmt werden. Im Grenzfall muss die
Klinik die Risiken einer mdglichen Operation nach dem therapeutischen Nutzen und einem
moglichen Verbesserung der Lebensqualitét fir den Patienten abwagen.+°

Hinsichtlich der Therapie des operablen nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom im Stadium |
wird nach der kompletten Resektion keine Nachbestrahlung empfohlen.4® Nach erfolgter

Operation eines Stadium-I1-Tumors durch RO-Resektionen wird auch nicht nachbestrahlt. Die
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Therapieempfehlung fur ein nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom in Stadium 111 verlangt
eine Differenzierung in II1A beziehungsweise in 11I1B.4° Soweit Staium IlIA und somit
Operabilitat vorliegt, erfolgt hier meist eine Nachbestrahlung. Im Stadium [11B ist in jedem
Fal eine Chemo- und eine Strahlentherapie anzuraten.#® Die prognostisch schlechteste
Situation findet sich im Stadium IV. Hier kann auf3er einer moglichen palliativen Operation
mit Metastasektomie nur eine Mono- oder Polychemotherapie erfolgen.4

Eine paliative Operation sollte Stadien- und Patientenabhéngig sowie bel nicht
ausreichendem Erfolg beziehungsweise bei Verzicht auf eine erneute Behandlung mit
Zytostatika in Erwagung gezogen werden. Es kann sich dabei um das Beseitigen einer
bronchialen Obstruktion oder Blutung oder/und um die Durchfiihrumg einer Pleurodese bel
malignem Pleuraergul3 oder um die Drainage eines Perikardergules handeln.®

70-80% aler Bronchialkarzinompatienten leiden unter einem nicht-kleinzelligen
Bronchialarzinom (,non.small-cell lung cancer, NSCLC).® Das standarisiertes
Therapieverfahren dieser Tumoren ist im Stadium | bis llla die operative Entfernung. Die 5-
Jahres-Uberlebensrate betragt jedoch nur 50-60% selbst in den frithen Stadien | und 11, wiein
Abbildung 2. dargestellt. Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate konnte bis dato trotz diagnostischer
und therapeutischer Verbesserungen in den vergangenen 25 Jahren nur minimal verbessert
werden. Derzeit kann dtatistisch gesehen mit ener Gesamtlberlebensrate  aller
Bronchiakarzinome zwischen 8% und 13% gerechnet werden.®.3>

Angesichts dieser unbefriedigenden Ergebnisse muss diese Therapie als nicht ausreichend
angesehen werden. Patienten mit gleichen Tumorstadien zeigen enen auffallend
unterschiedlichen Verlauf in der Tumorprogression. Deswegen ist es dringend erforderlich,
bessere prognostische Parameter fur nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome zu finden. Ein
besseres Verstandnis der molekularen Mechanismen und der biochemischen Hintergrinde
koénnten mogliche neue prognostische Parameter aufzeigen und Untergruppen definieren, die

von einer eventuellen adjuvanten Therapie nach der Resektion profitieren konnten.
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Abbildung 2.: Gesamtiberleben der Patienten im Stadium | und Il bei operablem nicht-kleinzelligen
Bronchia karzinom.

Zelladhasionsmolektile spielen eine entscheidende Rolle bel der Invasion und Metastasierung
von Tumoren in das umliegende Gewebe.#> Verglichen mit normalen Zellverbanden zeigen
bosartige Zellen eine Unterbrechung des Zellzusammenhatens und eine Stérung der
Differenzierung. Es wird vermutet, dass eine besondere Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktion
es den Tumorzellen ermoglicht, Gewebegrenzen zu Uberschreiten und eine erhebliche Grofie
zu erreichen.®6 Der Verlust dieser interzellularen Verbindungen, der in hohem Mal3e mit dem
Differenzierungsgrad und mit der Fahigkeit zur Metastasierung maligner Tumoren einhergeht,
steht in enger Verbindung mit dem Verlust oder einer verdnderten Expression seiner

Zelladhasionsmol ekl e.46

17



A. 2. DasProtein CEACAM-1

A. 2.a.) Nomenklatur und Familie

Das karzinoembryonale Antigen Zelladhasionsmolekil (CEACAM)-1 ist ein besonders
interessantes zelluldres Protein zur Aufkldrung von molekularen Mechanismen der
Tumorprogression. 47 Es hat Ahnlichkeit mit der Struktur der Immunglobulinsuperfamilien
und mit der Funktion der Cadherine.#® CEACAM-1 kommt in homophilen wie auch in
heterophilen Zelladhdsionen vor und wird in verschiedensten menschlichen Geweben
exprimiert.50 Es ist auch ein Hauptantigen des CD66 Cluster von Granulozyten.485! In
epithelialen Zellen ist CEACAM-1 ein fordernder Faktor der Angiogenese und verstérkt die
Effekte des Vascular Endothelia Growth Factor (VEGF).52 Das Vorkommen in
proliferierenden Endothelzellen verschiedener Gewebe verstérkt die Gewichtung seiner
angiogenetischen Komponente.>3 Dies induziert eine Rolle des CEACAM-1 be der
Tumorproliferation und der Metastasierung durch einen Einfluss auf die Angiogenese.

Das karzinoembryonale Antigen (CEA) ist ein bekannter und etablierter Tumormarker bei
nicht-kleinzelligen Bronchiakarzinomen.4” 1987 wurde seine cDNA isoliert und entschl Uisselt
und das Expressionsprodukt wurde zur der Familie der Immunglobuline gerechnet.5455 Der
Struktur dieses CEA-Genes folgend konnten 28 weitere Gene/Pseudogene entdeckt werden,
allesamt lokalisiert auf dem menschlichen Chromosom 19g13.2.56 Die einzelnen Gene und
Proteinprodukte wurden sehr verschieden von den einzelnen Autoren bezeichnet und die
Nomenklatur der Familie der karzinoembryonalen Antigene war anfangs verwirrend und
unverstandlich.4” So wurde z.B. das humane CEACAM-1 auch als C-CAM1 oder biligres
Glykoprotein (BGP) bzw. BGPl1 bezeichnet und als Mitglied der CEA Subfamilien

klassifiziert.4”5” Wegen seiner transmembranen Segmente wurde es bis vor wenigen Jahren

18



auch als transmembran (TM) CEA und bei Zellen des unspezifischen Abwehrsystems als
CD66a-Antigen bezeichnet.4”

Aufgrund der unibersichtlichen Nomenklatur der Familie der karzinoembryonalen Antigene
trafen sich 1997 Vertreter von 26 Forschergruppen in Colorado, USA um die bis dato
unverstéandlich und uneinheitliche Nomenklatur der Familie der karzinoembryonalen
Antigene zu strukturieren.4” Ein Jahr spater wurde eine neue Nomenklatur von der
Kommission vorgestellt und 1998 in Ratzeburg mit grof3er Mehrheit von alen beteiligten
Forschungsgruppen sowie den Vertretern des Human and Mouse Nomenclature Committees
angenommen.#’ Die CEA Familie wird danach in zwei Obergruppen eines Gens mit
verschiedenen Expressionsprodukten eingeteilt. Danach gibt es einerseits die kleinere
karzinoembryonale Antigen Zelladhéasionsmolekil (CEACAM) Genfamilie und andererseits
die grolere "pregnancy-specific glykoprotein' (PSG) Familie4” Dartber hinaus ist eine
Anzahl an sogenannten Pseudogenen, wie z.B. das CEACAM-psl-11, beim Menschen
bekannt.#” Auf die beiden letzteren Familien soll aber hier nicht weiter eingegangen werden.
Die Strukturierung der Nomenklatur der Gene und ihrer verschiedenen Expressionsprodukten
erfolgt gemald ihrer Primér-DNA, Aminosaurensequenz, Charakter ihrer membranassoziierten
Proteine und ihrer unterschiedlichen Expressionsmuster in den verschiedenen menschlichen
Geweben.4

Tabelle 4. gibt einen orientierenden Uberblick tiber die Veranderungen bei der CEA-Famiilie.
Beim Menschen kennt man die Proteine CEACAM-1, CEACAM-3, CEACAM-4, CEACAM-
5, CEACAM-6, CEACAM-7 und CEACAM-8.47

Diese humanen Proteine werden nach der neuen Nomenklatur in zwei Vertreter aufgeteilt.
Erstens ds CEACAM-1,-3 und -4, die mit einer Transmembrandoméne an das Zytoplasma
angeschlossen sind; Zweitens die Proteine CEACAM-5 bis -8, die durch

Glykophosphatidylinositol-Molekile (GPI) an Fettsduren mit dem Zellinneren verbunden
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werden.4’ Die verbleibenden bekannten Proteine dieser Familie werden mit den Nummern

9,10 und 11 versehen.4’

Tabelle 4. Neue Nomenklatur der humanen CEACAM-Genfamilie und ihrer Expressionsprodukte.4”

CEACAM -Familie

Altes Gen Neues Gen Neuer Proteinname
Humanes hilidres Glykoprotein, CEACAM-1 CEACAM-1
BGP1, TM-CEA, CD66a

CEA Genfamilienmitglied 1, CEACAM-3 CEACAM-3
CGM1, CD66d

CEA Genfamilienmitglied 7, CEACAM-4 CEACAM-4
CGM7

Karzinoembryonales Antigen, CEACAM-5 CEACAM-5
CEA, CD66e

Nonspecigic cross-reacting CEACAM-6 CEACAM-6
Antigen, NCA, NCA-50/90

CDe66c

CEA Genfamilienmitglied 2, CEACAM-7 CEACAM-7
CGM2

CEA Genfamilienmitglied 6, CEACAM-8 CEACAM-8

CGM®6, CD66b

A. 2.b.) Struktur

CEACAM-1 ist ein Zellmembranprotein mit einem extrazelluldren Anteil und einem
Transmembranteil, welcher den Kontakt zum intrazellularen Molekdilteil ermdglicht.4” Das
sich Uberwiegend auf der Zelloberflache befindliche Typ 1 Transmembranprotein, bestehend

aus glykolisierten Einzelketten, ist ein Zelladhésionsmolekil auf der Oberflache epithelialer
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und endothelialer Zellen. Es wird aber auch auf der Zelloberflache von Granulozyten
expremiert.50 Molekulargenetische Untersuchungen zeigen bei dem Zelladhasionsprotein
CEACAM-1 strukturelle Ahnlichkeit mit Elementen der immunglobulin- (Ig-) &hnlichen-
Protein-Superfamilie, wobel durch Trandationsvariationen mindestens 4 Isoformen auftreten
konnen.5859 Alle CEACAM-1 Isoformen sind als sehr homotypische Zelladhasionsproteine
identifiziert worden.51.60 Eine Ubersicht tber die Trandationsprodukte gibt Tabelle 5.. Es
werden, abhangig von der zytoplasmatische Domane, nur zwe Isoformen expremiert;
Entweder wird die lange L-Form oder die kiirzere S-Form expremiert.47.61 Diese zwei am
haufigsten vorkommenden CEACAM-1 Isoformen werden als CEACAM-1-4L und als
CEACAM-1-4S bezeichnet, respektive friher auch C-CAM1 und C-CAM2 genannt.61.62
Diese unterscheiden sich nur beziglich ihrer intrazelluldaren COOH-terminalen
Aminosaurenenden (zwischen 71 und 73 Aminosduren (AS) bel der L-Form und zwischen
10-14 AS bel der S-Form).47.57.62 Doch die ersten vier AS der juxtamembranaren Region der
L-Form sind identisch mit den ersten vier AS an gleicher Stelle der S-Form.63

Bei manchen Trandationsvarianten koénnen noch aluminiumhaltige Sequenzen in der
zytoplasmatischen Doméne vorhanden sein.4’ Beide intrazelluldren Doménen kénnen zu
bestimmten Zeitpunkten und in verschiedenen Gewebetypen phosphorylliert werden, wobel
die L-Form an mehr Stellen phosphorylliert zu werden scheint.>” An der intrazellulére
Doméne des CEACAM-1 sind weitere Bindungsstellen beschrieben worden, vor alem fir
Proteine des Zytoskelettes wie Actin oder Tropomyosin 83, eine Bindungsstelle fir
Calmodulin 64 sowie zwei Tyrosinbundungsstelle fur die Phosphoryllierung durch Kinasen
mir einer SH,-Domane.%2 Die Tyrosinbindungsstelle fehlt an der kirzeren S-Doméne.2 Die
zytosolische Komponente schliesst bei CEACAM-1 an die Transmembrandoméane an. Die
Zahlen 1-4 geben an, dass diese Mitglieder der CEACAM Familie einen transmembranen
Antell besitzen und so mit der zytosolischen Komponente kommunizieren.4” Auf3erdem wird

die Anzahl der extrazelluldren Domanen so angegeben.4’ Die extrazelluldre NHo-terminale
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Sequenz hat bei adlen CEACAM-1 Proteinen die gleiche Lange an Aminosduren (389 AYS),
kann aber Abweichungen in ihrer AS-Zusammensetzung haben.5”

Bei 4 extrazelluldren Domanen haben meist drei den Charakter eines Immunglobulins des c-
Typs und werden mit den Buchstaben Al, B und/oder A2 bezeichnet.#’.65 Die erste
extrazelluldre Domane ist ein V-Typ (variable) Immunglobulin, wird mit dem Buchstaben N
gekennzeichnet und macht den variablen Teil des CEACAM-1 aus.%> Sie unterscheiden sich
zwar in ihrer AS-Sequenz, sind insgesamt aber sehr homolog zu den anderen Isoformen.47.65
Bel jeder Isoform kommt diese extrazelluldre variable Doméne vor.4” Interessanterweise
enthalten alle CEACAM-1 Isoformen nicht das fir andere Immunglobuline typische
Cysteinpaar in der extrazelluldren Domane, welches Uber eine Disulfidbriicke das Mol ekl
stabilisieren soll.4” Das die verschiedenen Translationsprodukte kodierende Gen CEACAM-1
gehdrt zu den bestkonserviertesten aller bisher bekannten Gene#” Der Genlocus fur ale
Mitglieder der CEACAM Familie befindet sich auf dem langen Arm () des Chromosoms 19
an der Stelle 13.2.56 Nur ein CEACAM-1 Gen wird in humanen Zellen gefunden.#” Wie oben
dargestellt, konnen durch entsprechende Transl ationen verschiedene Proteine der CEACAM-1
Subfamilie expremiert werden, wobei die einzelnen Funktionen sehr verschieden sein
konnen.47

Verschiedene Studien zeigten CEACAM-1 as enen bedeutenden Faktor bel diversen
Tumorerkrankungen des Menschen, zum Beispiel bei der Prostata-, dem Kolorektum- oder
dem Mammakarzinom. Es gibt Hinweise darauf, dass es ein potenter Tumorsuppressor ist.
Eine reduzierte Expression dieses Proteins wurde im Vergleich zum normalen Gewebe in
malignem Brust- 66, Prostata- 67, Kolon- 68, Leber- 69 und endometridem Gewebe 70
gefunden. Dies indiziert, dass CEACAM-1 eine Rolle bel der Karzinogenese zu spielen

scheint.
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Tabelle 5. Neue Nomenklatur der humanen CEACAM-1 Familie und ihrer Translationsprodukte.#”

CEACAM-1 Familie

Gen Neuer Genname Alter Proteinname Neuer Proteinname® Proteinstruktur®
BGP CEACAM-1 BGPa CEACAM-1-4L N, Al, B, A2, TM, L
BGPb CEACAM-1-3L N, Al, B, TM, L
BGPc CEACAM-1-4S N, A1, B, A2, TM, S
BGPd CEACAM-1-3S N, A1, B, TM, S
BGPg CEACAM-1-4C1 N, Al, B, A2, C1
BGPh CEACAM-1-3 N, A1, B
BGPi CEACAM-1-3C2 N, Al, B, C2
BGPx CEACAM-1-1L N, TM, L
BGPx’ CEACAM-1-1S N, TM, S
BGPy CEACAM-1-3AL N, A1, B, Alu, TM, L
BGPz CEACAM-1-3AS N, Al, B, Alu, TM, S

& L, lange zytoplasmatische Doméne (71-73 Aminosauren); S, kurze zytoplasmatische Domane (10-12
Aminosauren); A, Aluminium-Sequenzen

b N, variable-1g-ahnliche extrazellul&re Doméane; A1, B, A2, C2-Ig-ahnliche extrazellulare Domane; TM,
Transmembraner Anteil; Cn, unterschiedliche Termini durch Trandlation; L, lange zytoplasmatische Doméane
(71-73 Aminosduren); S, kurze zytoplasmatische Doméne (10-12 AS); Alu, Aluminium-Sequenzen

Thies et a. hat im Gegensatz dazu kirzlich aufgezeigt, dass die Expression von CEACAM-1
bei dem malignem Melanom mit einer Tumorprogression assoziiert zu seien scheint.’!
Insbesondere zeigt er, dass CEACAM-1 die Tumormetatstasierung beginstigt.”? Eine
ebenfalls in jingster Zeit publizierte Studie bei Adenokarzinomen der Lunge legt dar, dass die
CEACAM-1 Expression bel Bronchialkarzinomen nicht reduziert ist, sondern herraufreguliert
wird und so einen prognostischen Einfluss zu haben scheint.”2 Bisher wurden lediglich in der
genannten Studie bei einer kleinen Fallzahl von Adenokarzinompatienten die CEACAM-1
Expression untersucht, nicht jedoch bei grofReren Patientenzahlen oder bei Patienten mit
Plattenepithelkarzinomen.”2 Daher initiierten wir eine Studie zur Untersuchung der
CEACAM-1 Expression bel einem unsel ektioniertem breiten Patientenkollektiv mit priméren,

operablen nicht-kleinzelligen Bronchiakarzinomen. Diese Studie erbringt erste Hinweise
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darauf, dass ein erhdhtes Vorkommen von CEACAM-1 die Tumorprogression bel alen

operablen Bronchia karzinompatienten zu fordern scheint.
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B. MATERIAL UND METHODEN

B. 1.) Patienten

Das von uns untersuchte Patientenkollektiv setzte sich aus 145 Patienten mit operablen nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinomen zusammen. Die Tumore der Patienten wurden
entsprechend den Richtlinien der UICC mit dem TNM-System klassifiziert.33 Im Staging nach
dem oben beschriebenen Schema hatte sich kein Anhalt fur einen Befall der kontralateralen
oder supraclavicularen Lymphknoten oder fir Fernmetastasen ergeben (T1-4, NO-2, MO).
Einen Uberblick hinsichtlich der verschiedenen Tumorhistologien gibt Tabelle 6.. Bei den
Operationen wurden Lobektomien oder komplette Pneumonektomien durchgeftihrt, wobei nur
Patienten mit einer RO-Resektion in die Studie aufgenommen wurden. Es wurde die von der
Deutschen Gesellschaft fur Thoraxchirurgie (DGT) und der Gesellschaft fiir Pneumologie und
Tuberkulose empfohlene standardisierte Lymphadenektomie und
Lymphknotendokumentation durchgefiihrt und so eine Vergleichbarkeit der Patienten und der
Behandlungsergebnisse ermdglicht.”3 Die endgultige Patientenpopulation setzte sich aus 35
Frauen und 110 Méanner zusammen. Der Altersmedian betrug zum Zeitpunkt der Operation 60
Jahre mit einer Altersspanne von 37 bis 80 Jahre. Patienten mit fortgeschritteneren Tumoren,
klassifiziert als pT3-pT4, erhielten postoperativ im Bereich des Tumorbettes eine adjuvante
transkutane Strahlentherapie. Patienten mit mediastinalem Lymphknotenbefall (pN2) wurden
im Anschluss mediastinal bestrahlt.

Alle Patienten wurden Uber einen mittleren Zeitraum von 72 Monaten postoperativ beobachtet
(Spannweite 10 bis 130 Monate). Das Tumorzentrum Minchen hat einen Nachsorgeplan als
Orientierung herausgegeben, der regelméaldig aktualisiert wird.74.75

Wihrend einer Thorax-Ubersichtaufnahme in den ersten zwei Jahren vierteljahrlich erfolgte,

wurden aufwendigere technische Untersuchungen wie Thorax-CT oder die Bronchoskopie nur
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im halbjghrigem Abstand vorgenommen. Gleiches gilt fir das Abdomen-CT und die
Sonographie der Leber. Dabei wurden diese Untersuchungen fakultativ. und unter
Einbeziehung des erstbehandelnden Thoraxchirurgen vorgenommen. Ein MRT oder eine
PET-Untersuchung kam nicht zum Einsatz. Es wurde auch eine serologischen Bestimmung
von Tumormarkern durchgefihrt. In dem engmaschigen Follow-Up wurde das Auftreten
eines Lokalrezidives beziehungsweise das Auftreten ener Fernmetastase sowie en
eventueller Todeszeitpunkt dokumentiert. Bei Auftreten eines Rezidivs wurde der Patient,
falls moglich, in die Klinik einbestellt und eine welterfihrende Therapie vorgenommen. Bei
einem entdeckten Lokalrezidiv wurde zum Tell eine Laserabtragung, eine Dilatation oder ein
Stent mit sofortigem Wirkungseintritt als Therapiemal3nahme angewendet. Als eine
Malinahme mit verzogertem Effekt und eventuell groflerer Patientenbelastung kann die
endoluminale Kleinraumbestrahlung (Afterloading-Therapie) gesehen werden und kam in

diesem Kollektiv nicht zur Anwendung.

B. 2.) Immunhistochemische Unter suchung

CEACAM-1 wurde mit einer immunohistochemischen Methode mithilfe des DAKO®LSAB-
KIT (DAKO® Diagnostika GmbH, Hamburg, Deutschland) nachgewiesen. Hierbel kommt
die "Labeled" Streptavidin-Biotin-(LSAB)-Methode zur Anwendung, die mit biotinylierten
Bruckenantikorper beliebige Primérantikorper der Maus oder des Kaninchen binden und
einen Farbstoffes enzymatisch in ein sichtbares Produkt umwandeln kann. Der von uns
verwebdete anti-CEACAM-1 Primérantikorper ist hochspezifisch fur CEACAM-1 und zeigt
keine Kreuzreaktionen mit anderen Mitgliedern der CEACAM-Familie.’6.77 Die in Formalin
fixierten und in Paraffin eingebetteten Priméartumorschnitte der Lunge wurden in einer
absteigenden Alkoholreihe von 100% Uber 96%, 80% und 70% fir jeweils zwel Minuten

behadelt, nachdem sie fir initiale 6 Minuten in Xylol inkubiert wurden. Nach einem kurzen
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Waschbad in dest. H,O wurden die Schnitte fur die anschlief3ende Antikorperbehandlung mit
dem proteolytischen Enzym Pronase E (Sigma, Taufkirchen) fur 20-30 Minuten bei 25°C in
der Feuchtkammer angedaut (Img/ml TrisHCI-Puffer). Nach einem Pufferwaschgang mit
TrisHCI (0,05 M Tris, 0,15 M NaCl, pH 7,6) fur 3x3 Minuten erfolgte eine zehnminltige
Blockade der zelleigenen endogenen Peroxidase mit einer 7% Wasserstoffperoxidldsung.
Nach einem einmaligen dest. H,O-Bad mit darauf folgender TrisHCl —Spulung (3x3 Minuten)
konnte nun das erste Reagenz aus dem LSAB-KIT aufgetragen werden. Dabei wurden die
Schnitte mit einem kommerziellen Blockierungsregenz (LSAB-KIT, DAKO, Hamburg) fir
30 Minuten bei 25°C in der Feuchtkammer inkubiert um eine unspezifische
Antikorperbindung zu verhindern. Im Anschluss an einem erneuten Pufferwaschgang mit
TrisHClI wurden die vorbehandelten Tumorschnitte Gber Nacht wéahrend einer 24h
Inkubationsphase in der Feuchtkammer bei 25°C mit dem von C. Wagner (Institut fur
klinische Chemie, Universitéatsklinikum Eppendorf, Hamburg) freundlicherweise zur
Verfugung gestellten anti-CEACAM-1 Priméarantikorper inkubiert. Die Herstellung dieser
spezifischen monoklonalen anti-CEACAM-1-Antikorper und dessen Eigenschaften sind
bereits ausfuhrlich beschrieben worden. 8

Zur Etablierung der oben beschriebenen Methode wurden drei verschiedene Temperaturen
wéahrend der 24-stindigen Inkubationsphase getestet; einma 4°C, 25°C und 37°C.
Anschliefiend wurden die jewelligen Paraffinschnitte von 8 Tumoren ausgewertet. Dabel
ergab sich ein Farbeoptimum bei 25°C in der Feuchtkammer. Neben dem monoklonaen
Antikorper wurde ein zweiter polyklonaler von C. Wagner (Institut fur klinische Chemie,
Universitatsklinikum Eppendorf, Hamburg) freundlicherweise zur Verfigung gestellter
Antikorper getestet. Der Farbevorgang wurde, wie oben beschrieben, mit beiden Antikorpern
durchgefuhrt und separat unter dem Lichtmikroskop hinsichtlich Farbeintensitét,
Farbeoptimum und Spezifitdt untersucht. Der polyklonade Antikorper zeigte ene

unspezifischere Farbung der acht ausgewerteten Paraffinschnitten im Vergleich zum
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monoklonalen Antikorper. Auch war die Intensitdt der Féarbung bel dem spezifischeren
monoklonalen Antikorper stérker ausgepragt. Die zu untersuchenden Tumorzellen konnten
ebenfalls besser dargestellt werden. Es stellte sich so dabei der von Wagener beschriebene
monoklonale Antikorper as der besser reagierende AntikOrper heraus.’6.78 Die unten
dargestellte  Abbildung 3. gibt enen schematischen Uberblick (ber die

Primérantikorperbindung mit dem Protein CEACAM-1.

CES CADN

e

Abbildung 3: Primérantikorperbindung mit dem Protein CEACAM-1.

Wadhrend alen Untersuchungen wurden immer Negativkontrollen zur Kontrolle der
Farbespezifitét verwendet. Fur die Negativkontrollen wurde der Primérantikorper durch einen
unspezifischen Hasen-1gG-Antikorper ersetzt (Southern Biotechnology Associates Inc,
Birmingham, USA). Dabel wurden Schnitte aus der gleichen Tumorreihe und dem jewells
gleichen Patienten sowohl mit dem monoklonalen Primérantikorper as auch mit dem Hasen-
Antikorper inkubiert. Dabel unterschieden sich die Inkubationsdauer genauso wenig wie die
einzelnen Reaktionsschritte und die verwendeten Losungen. Die Inkubation beider Antikorper
erfolgte Uber Nacht in der Feuchtkammer bei 25°C. Als interne Positivkontrolle wurden die
ebenfalls in den Préparaten vorkommenden Granulozyten mit ausgewertet, da diese ebenfalls
an ihrer Zellmembranoberflache CEACAM-1 exprimieren. CEACAM-1 stellt als CD 66 das

Hauptantigen der Granulozytendifferenzierung dar. Zwischen den einzelnen Schritten wurden
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die Tumorschnitte jeweils fur 3x3 Minuten in TrisHCI-Puffer gewaschen, wéhrend das
Auftragen aller Reagenzien und deren Einwirkzeiten bel 25°C in der Feuchtkammer
stattgefand.

Als néchster Schritt erfolgte dann das Auftragen des biotinhaltigen anti-Maus-/anti-Hase-

Sekundarantikorpers (Bruckenantikorper, LSAB-KIT, DAKO) fur 30 Minuten (Abbildung 4.).

Biotin

|

SekundarantiksSrper
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Abbildung 4: Auftragen des biotinhaltigen Anti-Maus-/Antihase- Sekundarantikorper.

Um der Peroxidase die Bindung an den Sekundérantikorper zu erméglichen, wurden die
Zellschnitte mit einer Streptavidinlosung fur 30 Minuten behandelt, welche sich aus einem
Tropfen Streptavidinkonzentrat, (LSAB-KIT, DAKO) gelést in 4ml TrisHCI-Puffer
zusammensetzte (Abbildung 4.). Der enzymatische Farbeschritt wurde schliefdlich mit einem
Farbereagenz bestehend aus 16mg Aminoethycarbazol (AEC) (Sigma, Taufkirchen,
Deutschland) gelést in 4ml Dimethylformamid (DMF) und 46ml Natriumacetat-Puffer (pH
5,2, 0,1 M) durchgefuhrt. Nach Beimischen von 30%igem H,O, zum oben beschriebenen
Farbereagenz mit anschlieffendem Filtern der rotbraunen Losung wurden die entparaffinierten
Schnitte fir 20-40 Minuten unter Beobachtung des einsetzenden roten Farbumschlags

eingefarbt (Abbildung 5.). Als letzter Schritt wurden die histologischen Préparate mit
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Papanicoulau-Farbstoff (Sigma) (1:10 verdinnt mit TrisHCI-Puffer) gegengefarbt und in

Kaiser's Glycerolgelatine (Merck, Darmstadt, Deutschland) eingebettet.

Streptavidin ‘O Peroxidase
&F B
PN

Rotfiirbung
i CEACANMNI

Abbildung 5. Schematische Darstellung der enzymatischen Férbereaktion.

Die mit dem CEACAM-1 Antikorper angeférbten Tumorschnitte wurden unter dem
Mikroskop mit 10x und 40x Objektiven ausgewertet. Dabel wurden in einem Sichtfeld
hundert Tumorzellen hinsichtlich ihrer Farbung und Férbeintensitdt im Vergleich zu den
Granulozyten und des angrenzenden Stromas ausgezadhlt. Dafir wurde ein manuelles
Zéhlgerdt verwendet, welches in zwei Relhen nebeneinander die Gesamtzahl der
ausgewerteten Zellen (100 Tumorzellen) und die Zahl der positiv roten Tumorzellen (0-100
Tumorzellen) erfassen konnte. Daraus wurde der prozentuale Antell der CEACAM-1
positiven Tumorzellen ermittelt.

Dabei wurden die Férbeintensitdt der geféarbten Tumorzellen, die Granulozyten und des
Tumorstromas genausountersucht wie die Anzahl der gefarbten Tumorzellen. Die
Farbeintensitét der Tumorzellen wurden im Vergleich zur Féarbeintensitét der Granulozyten
und des normalen Lungengewebes bewertet. Die Spezifitét des AntikOrpers zeigte sich
anhand der Negativkontrollen. Patienten mit positiver Negativkontrolle wurden aus der
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weiteren Studie ausgeschlossen (n=3). Die CEACAM-1 Expressionsrate wurde in drei
Gruppen unterteilt. Eine niedrige Expressionsrate (<33%) wurde von einer mittleren (>33%
und <66%) und einer hohen (>66%) Expressionsrate unterschieden. Eine Expression des
CEACAM-1 von oder grél3er als 66% der untersuchten Tumorareale der einzelnen Schnitte
wurde as eine hohe CEACAM-1 Expression beziehungsweise als CEACAM-1 positiver
Tumorschnitt bezeichnet. Die Zahlresultate wurden von einem zusétzlichen unabhéngigen
Beobachter zweitbeurteilt und bel diskrepanten Ergebnissen (n=6) nachgezdhlt und en
Konsensus getroffen. Zum Zeitpunkt der Auswertung waren beiden Untersuchern die

klinischen Daten der Patienten nicht bekannt.

B. 3.) Statistische Analyse

Die satistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des SPSS Software Paketes, Version 11.5
(SPSS, Minchen). Mittels des Pearson's Chi Quadrat Test wurde der Zusammenhang
zwischen hoher CEACAM-1 Expression und Klinisch-pathologischen Parameter untersucht.
Fir die Analyse der Daten aus dem Follow-Up wurden mit der Kaplan-Meier-Methode
Uberlebenskurven berechnet und die Verlaufe durch den Log-Rank Test verglichen. Dabei
war der primére Endpunkt das malignombedingte Uberleben der Patienten gemessen
zwischen Zeitpunkt der Operation und den letzten Uberlebensdaten aus dem Follow-Up oder

dem malignombedingten Tod der Patienten. Die Verbindung zu bereits etablierten
prognostischen Parametern wurde mit Hilfe der Cox-Regressionsanalyse untersucht. Von

statistischer Signifikanz wurde bel einem p-Wert p<0,05 ausgegangen.
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C. ERGEBNISSE

C.1.) Immunhistochemische Analyse

Zur Etablierung eines optimalen Férbevorgangs mussten die ideale Temperatur, Milieu,
Inkubationszeit und Art des Antikorpers ermittelt werden. Eine Inkubationszeit von 24
Stunden erwies sich als die beste Inkubationszeit fur den Primérantikorper bei dem
standardisierten Verfahren. Das Temperaturoptimum konnte unabhangig von Inkubationszeit,
Farbemilieu und Antikorperwahl bei 25°C ermittelt werden. Bel der Wahl des Antikorpers
standen ein aus Aszites der Maus gewonnener polyklonaler Antikorper und ein spezifischer
monoklonaler Antikorper zur Verfigung. Beide wurden unter gleichen Bedingungen getestet
und die Ergebnisse lichtmikroskopisch, wie oben aufgezeigt, ausgewertet. Die hohere
Spezifitdt und Farbeintensitdt des monoklonalen Primérantikorpers gegentber dem
Aszitesantikorper war klar erkennbar. Dabei zeigte sich lichtmikroskopisch eine spezifischere
Farbung der Tumorzellen, eine bessere Darstellung der Tumorzellnester und stérkere
Farbeintensitét. Der monoklonale Antikorper ist von Wagner als hochspezifisch und ohne

678 oo dass unsere Farberesultate ebenfalls mit der

Kreuzreaktionen beschrieben worden
aktuellen Literatur Ubereinstimmten. Die gewdahlte Feuchtkammer verhinderte ein
Austrocknen der unfixierten Schritte und ermdglichte beste Bedingungen.

Die Analyse der CEACAM-1 Expression zeigte, dass in gesundem Lungenparenchym und im
Tumorstroma bei alen Schnitten kein CEACAM-1 vorhanden war. Die Farbeintensitét der
Tumorzellen variierte bei den Schnitten zwischen geringer und starker Farbung im Vergleich
zu den Granulozyten, die as interne Positivkontrolle dienten (Bild 3.). Die Farbeintensitét der
einzelnen Schnitte wurde nicht als Parameter fur die CEACAM-1 Expression gewertet, dadie

Farbeintensitét zwischen den Farbegangen variieren kann. Ausgewertet wurde daher der

Antell geféarbter Tumorzellen unter 100 Tumorzellen im Tumorzentrum. Durch die
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Oberflachenspannungskrafte kam es zur einer vermehrten Konzentration von Férbereagenzien
am Schnittrand der Tumoren, sodass nur Zellen in den zentralen Arealen der untersuchten
Schnitte ausgewertet wurden.

Aufgrund unspezifischer Farbungen von Negativkontrollen, bei denen alle tumordsen
zelluléren Strukturen, Stroma und peripheren Zellen angeférbt waren, mussten drei Patienten
von einer weiteren Analyse ausgeschlossen werden. Letztendlich konnten 145 Patienten in die
statistische Auswertung aufgenommen werden.

Die Negativkontrollen zeigten bei intakten Tumorzellen einen blauen Kern und ein azures
Zytoplasma, wobei sich die Tumorzellen in Nestern darstellten. Die Tumorzellareale wurden
von schwach blau sich darstellenden Stroma umgeben. Die Invasionsfront gegentber
gesundem Lungengewebe war unterschiedlich gut abgrenzbar, aber immer erkennbar. Bel den
immunhistochemisch positiven Préparaten war CEACAM-1 membranstandig leuchtend rot
angefarbt. Vereinzelt lield sich CEACAM-1 auch zytoplasmatisch nachweisen. Je nach Schnitt
stellte es sich sowohl heterogen al's auch homogen dar. Dabei war kein Unterschied beztiglich
peripherer oder zentraler gelegener Tumorzellen festzustellen. Bel fortgeschrittener, meist in
den Nestern zentral gelegener Nekrose fanden wir eine sehr starke Rotfarbung der gehauft
vorkommenden Zelltrimmer. Die Intensitdt war unterschiedlich im Vergleich zu den
neutrophilen Granulozyten, wobel das Bild mit zunehmender CEACAM-1 Dichte stérker rot
gefarbt war. In keinem Fall stellte sich das umgebende Stroma rétlich dar, was eine
Abgrenzung der Zellnester deutlich zulief3. Neutrophile Granulozyten waren mit klassischer
Morphologie an verschiedener Lokalisation darstellbar bei meist sehr ausgepragter
membranstandiger und selten zytoplasmatischer Rotfarbung. Die meist innerhalb des Stromas
lokalisierten Granulozyten waren leicht auffindbar und so als Positivkontrolle sehr geeignet.
Entsprechend wurden sie als Farbemalistab bezlglich der Spezifitét und Intensitét der
CEACAM-1 expremierenden Tumorzellen definiert. Dabel wurde die Rotféarbung in drei

Intensitétsstufen eingeteilt. Bel 31 Primértumoren (21,4%) wurde eine niedrige CEACAM-1
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Expression (<33% geférbte Tumorzellen) festgestellt und bei 42 Patienten (29,0%) zeigte sich
eine mittlere Expression (>33% und <66% gefarbte Tumorzellen). 72 Tumoren (49,6%)
zeigten eine hohe CEACAM-1 Expression (>66% gefarbte Tumorzellen), und wurden als

CEACAM-1 positiv bezeichnet (Bild 1., Bild 2., Tabelle 6.).

C. 2.)) Vergleich mit klinisch-pathologischen Parametern

Beim Vergleich einer hohen CEACAM-1 Expression mit bekanten klinisch-pathol ogischen
Parametern zeigte sich nur hinsichtlich der Tumorhistologie ein statistisch signifikanter
Zusammenhang (p=0,017). Dabei zeigten Adenokarzinome fast doppelt so haufig eine hohe
CEACAM-1 Expression (39 Patienten, 61,9%) as Plattenepithelkarzinome (20 Patienten,
35,7%). Keine signifikante Korrelation konnte zwischen der CEACAM-1 Expression und
dem bereits etablierten klinischen Parameter des pT-Status festgestellt werden. Bei 27
Patienten mit pT3-pT4 Tumoren zeigte sich bel 12 Patienten (44,5%) eine hohe CEACAM-1
Expressionsrate (p=0,55), wahrend bel 7 (25,9%) beziehungsweise 8 (29,6%) Patienten eine
niedrige oder mittlere CEACAM-1 Expression festzustellen war. Der pN-Status korrelierte
ebenfalls nicht mit der positiven CEACAM-1 Expression. Bel Patienten mit einem positiven
Lymphknotenstatus fand sich bei 32 Patienten (47,1%) eine hohe CEACAM-1 Expression
(p=0,55) und bel 15 (22,0%) respektive 21 (30,9%) eine niedrigere beziehungsweise mittlere
CEACAM-1 Expression. Von insgesamt 78 Patienten im Stadium llallla zeigten 37
Patienten (47,4%) eine hohe CEACAM-1 Expression (p=0,56). 29 Patienten mit Grading 3
oder 4 von insgesamt 52 Patienten zeigten eine hohe CEACAM-1 Expressionsrate und es
bestand ebenfalls keine Korrelation (p=0,23). Bezlglich des Alters der Patienten konnte bel
37 (48,1%) von insgesamt 77 Patienten eine hohe CEACAM-1 Expressionsrate bel Patienten
von 60 oder weniger Jahren festgestellt werden. 17 (22,0%) respektive 23 (29,9%) Patienten

lag die CEACAM-1 Expression im niedrigen oder mittleren Bereich. Bei 35 Patienten
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(51,5%) der Uber 60 jahrigen Patienten konnten Tumorzellen mit einer hohen CEACAM-1

Expression nachgewiesen werden, wahrend die restlichen 33 Patienten eine niedrige oder

mittlere CEACAM-1 Expression zeigten. (Tabelle 6.).

Bild 1.: Plattenepithelkarzinom der Lunge mit hoher CEACAM-1 Expression. Die Tumorzellen sind rot geférbt.
Das Tumorstroma ist ungeférbt. > 66% der Tumorzellen féarbten sich rot, so dass dieser Tumor as hoch
CEACAM-1 exprimierend eingestuft wurde.
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Bild 2.: Adenokarzinom der Lunge mit hoher CEACAM-1 Expression. Die Tumorzellen sind rot geférbt. Das
Tumorstroma ist ungeférbt. > 66% der Tumorzellen férbten sich rot, so dass dieser Tumor als hoch CEACAM-1
exprimierend eingestuft wurde.
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Bild 3.: CEACAM-1 (CD66) positive Granulozyten (rote Férbung, Bild rechts).
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Tabelle 6.; Patientencharakteristika und Tumordaten im Vergleich mit der CEACAM-1 Expressionsrate bei

priméren nicht-kleinzelligen Bronchial karzinomen.

Variablen Patientenanzahl CEACAM-1 p-Wertb
pro Expressionsratea

Gruppe niedrig mittel hoch
Gesamt 145 31 (21,4%) 42 (29,0%) 72 (49,6%)
Tumorausdehnung
pT1-pT2 118 24 (20,3%) 34 (28,9%) 60 (50,8%)
pT3-pT4 27 7 (25,9%) 8 (29,6%) 12 (44,5%) 0,55
Lymphknotenbeteiligung
pNO 77 16 (20,8%) 21 (27,3%) 40 (51,9%)
pN1-pN2 68 15 (22,0%) 21 (30,9%) 32 (47,1%) 0,55
Staging®
Stage la-lb 67 14 (20,9%) 18 (26,9%) 35 (52,2%)
Stagellallla 78 17 (21,8%) 24 (30,8%) 37 (47,4%) 0,56
Tumor histologie®
Adenokarzinom 63 9 (14,3%) 15 (23,8%) 39 (61,9%)
Plattenepithelkarzinom 56 15 (26,8%) 21 (37,5%) 20 (35,7%
Sonstige 26 7 (26,9%) 6 (23,1%) 13 (50,0%) 0,017
Gradinge
G1-G2 67 13 (19,4%) 24 (35,8%) 30 (44,8%)
G3-G4 52 12 (23,0%) 11 (21,2%) 29 (55,8%) 0,23
Alter
< 60 Jahren 77 17 (22,0%) 23 (29,9%) 37 (48,1%)
> 60 Jahren 68 14 (20,6%) 19 (27,9%) 35 (51,5%)

#Die CEACAM-1 Expression wurde in eine , niedrige” ( < 33% positive Tumorzellen), in eine , mittlere* ( =33%
und < 66% positive Tumorzellen) und in eine ,,hohe" (= 66% positive Tumorzellen) Expression eingeteilt.

® Die p-Werte wurden mithilfe des Pearson's Chi-Quadrat-Test ermittelt, um eine mgliche Korrelation zwischen
den klinisch-pathol ogischen Parametern und einer hohen CEACAM-1 Expression zu untersuchen.

“ Das postoperative Staging wurde geméaR der UICC Klassifikation durchgefihrt.

9 Al's Sonstige wurden 12 gemischtzellige und 14 groRzellige Bronchialkarzinome zusammengefasst.

© Fur gemischtzellige und groRzellige Bronchial karzinome wurden kein Differenzierungsgrad bestimmt (26

Falle).
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C. 3.) Uberlebensanalyse

Nicht-tumorassoziierter Tod oder inkomplettes Follow-Up fuhrten zu einem Ausschluss von
12 Patienten, so dass insgesamt 133 Patienten fir die Uberlebensanalyse herangezogen
wurden. Die mediane Nachbeobachtungszeit betrug 72 Monate nach dem operativen Eingriff
(Spannweite zwischen 10 und 130 Monaten). Innerhalb dieser Zeit traten bel 29 Patienten
(22,1%) Fernmetastasen und in 15 Falen (11,5%) Lokalrezidive auf. 35 Patienten (26,7%)
hatten sowohl Fernmetastasen wie auch Lokalrezidive in dieser Zeit. Ein Ruckfall lag bel der
Diagnose einer Fernmetastase oder eines Lokalrezidives vor. Insgesamt lag die Ruckfallrate
bei 79 (60,3%) der 133 Patienten und fuhrte in 75 Falen (57,2%) zum Tod durch das
Malignom. Beziglich des Auftretens von Fernmetastasen zeigte sich in der univariaten
Anayse en tendenzieller Zusammenhang mit einer hohen CEACAM-1. Je hoher die
Expression von CEACAM-1 war, desto haufiger traten Fernmetastasen auf (p=0,063; Log
Rank-Test). Hingegen bestand kein Zusammenhang zwischen hoher CEACAM-1 Expression
und dem Auftreten von Lokalrezidiven (p=0,68; Log Rank-Test).

In der univariaten Analyse zeigte sich ein tendenzieller Zusammenhang zwischen einer hohen
Expression von CEACAM-1 und einem ungunstigen Verlauf der Tumorerkrankung. Bel
Patienten mit einer hohen CEACAM-1 Expression stellte sich eine Tendenz hin zu einem
reduzierten Uberleben (p=0,067; Log Rank-Test) dar. Dieser Zusammenhang wird in der
Kaplan-Meier-Uberlebenskurve deutlich (Abbildung 6.). Tod durch den Tumor war bei
fortgeschrittenen Tumoren statistisch signifikant mit CEACAM-1 assoziiert. Bei Patienten
mit pT3-pT4 Tumoren (n=22) bestand eine hochsignifikanter Zusammenhang zwischen hoher
CEACAM-1 Expression und einem verkirzten Uberleben (p=0,009; Log Rank-Test;
Abbildung 7.). Patienten mit Lymphknotenbefall (pN1-pN2) (n=60) zeigten eine signifikante
Verringerung des Uberlebens bei einer hohen CEACAM-1 Expression (p=0,024; LogRank-

Test; Abbildung 8.). Eine signifikante Korrelation zwischen Uberleben und CEACAM-1
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Expression wurde auch fur Patienten mit Stadien lla-llla aufgedeckt (n=69) (p=0,012; Log
Rank-Test; Abbildung 9.).

Hinsichtlich der unterschiedlichen Tumorhistologien zeigte sich kein Zusammenhang
zwischen hoher CEACAM-1 Expression und malignombezogenen Uberleben: In der
Subgruppe der Adenokarzinome war eine hohe CEACAM-1 Expression nicht prognostisch
relevant (p=0,11; Log Rank-Test,Abbildung 10.), in der Subgruppe der
Plattenepithelkarzinome war eine hohe CEACAM-1 Expression nicht prognostisch relevant
(p=0,17; Log Rank-Test) und auch in der Gruppe von Patienten mit Tumoren anderer
Histologien war eine hohe CEACAM-1 Expression nicht prognostisch relevant (p=0,61; Log
Rank-Test; Abbildung 11.).

Um einen mdoglichen prognostischen Zusammenhang zwischen einer hohen CEACAM-1
Expression und bereits etablierten prognostischen Parametern zu untersuchen, wurde eine
multivariate Uberlebensanalyse durchgefuhrt. Es wurde der prognostische Einfluss der hohen
Expresson von CEACAM-1 zusammen mit dem prognostischen Einfluss von
Tumorausdehnung, Lymphknotenstatus und Patientenalter in einem gemeinsamen Modell
schrittweise analysiert. Hierbel zeigte sich, dass die hohe CEACAM-1 Expression ein
unabhangiger signifikanter prognostischer Parameter ist (Tabelle 7.). Das relative Risiko fur
einen ungunstigen Verlauf war bei hoher CEACAM-1 Expression um den Faktor 1,9
signifikant bel einem 95%-Konfidenzintervall zwischen 1,1 und 2,8 erhtht. Das relative
Risiko fur einen unginstigen Verlauf ist be einem hohen pT-Status 1,6 (0,9-2,9), bel
Lymphknotenbeteiligung 2,3 (1,4-3,8) und einem erhdhtem Alter Gber 60 Jahre 1,0 (0,8-2,5).
Damit stellte sich CEACAM-1 ds der 1,8-fach stérkste Prognosefaktor in der vorliegenden
Untersuchung dar. Da aufgrund der Korrelation von hoher CEACAM-1 Expression mit der
Tumorhistologie ein kausaler Zusammenhang zwischen dem prognostischen Einfluss von

Tumorhistologie und der CEACAM-1 Expression vermutet werden konnte, wurde die
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Histologie in die multivariate Analyse zwar eingebracht, jedoch aufgrund mangelndem

prognostischen Wert wieder ausgeschl ossen.
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Abbildung 6.: Uberlebenskurve CEACAM-1 fiir das Gesamtkollektiv; p=0,067 (Log-Rank Test).
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Abbildung 7.: Uberlebenskurve CEACAM-1 firr pT3-pT4 Tumoren; p=0,009 (Log-Rank Test).
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Abbildung 8.: Uberlebenskurve CEACAM-1 fiir pN1-pN2 Tumoren; p=0,024 (Log-Rank Test).
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Abbildung 9.: Uberlebenskurve CEACAM-1 fur Stadium I1-111a Tumoren ; p =0,012(Log-Rank Test).
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Abbildung 10.: Uberlebenskurve von Patienten mit Adenokarzinomen der Lunge; p=0,11 (Log-Rank Test).
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Tabelle 7.. Univariate und multivariate Analyse des tumorassoziierten Uberlebens im gesamten
Patientenkollektiv.’

Risikofaktor Univariate Multivariate Analyse®
Analyse
relatives 95% Konfidenz- p-Wert
p-Wertb
Risiko intervall

Hohe versus mittlere und niedrige

Exoressionsrate von CEACAM-1° 0,0667 1,8 1,1-28 0,018
PT1-pT2 versus pT3-pT4 0,0198 16 09-29 0,109
PNO versus pN1-pN2 0,0003 2,3 14-38 0,001
Alter < 60 versus > 60 Jahren 0,0697 1,0 0,8-25 0,054

& Die multivariate Analyse wurde schrittweise mithilfe des Cox-Proportional-Hazard-Modells durchgeftihrt.
®Der p-Wert der univariaten Analyse wurde mittels Log-Rank-Test festgelegt.

°Die CEACAM-1 Expresiion wurde gemessen an den gefarbten Tumorzellen pro Schnitt in eine , niedrige® ( <
33% positive Tumorzellen), in eine , mittlere” ( 233% und < 66% positive Tumorzellen) und in eine ,,hohe" (=

66% positive Tumorzellen) Expressionsrate eingeteilt.

9 Nicht-tumorassoziierter Tod oder inkomplettes Follow-Up fiihrte zu einem Ausschluss von 12 Patienten, so
dass insgesamt 133 Patienten fir die Analyse herangezogen wurden.
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D. DISKUSSION

D.1. Methodendiskussion

Es erschien in Hinblick auf die grof3e Fallzahl vonnoéten, eine einfach durchzufiihrende und
kostenguinstige Methode zu finden, welche aber zu jedem Zeitpunkt eine hohe Spezifité und
Sensitivitdt garantiert. Aul3erdem sollte die Methode nachvollziehbar und von mehreren
Leuten auswertbar sein. Die genaueste Methode ein Protein und seinen méglichen klinischen
Wert zu untersuchen, ist die Analyse auf Proteinebene. Dabel spielt die Expression im
Gewebe, die Lokalisation und die tatsachlich als Protein trandatierte Menge die
entscheidende Rolle. Das Mittel der Wahl fur die meisten klinischen Forschungsstudien ist
wegen der ausgezeichneten Erhaltung der Morphologie die immunhistochemische Analyse
formainfixierter und paraffanigebetteter Gewebe?"'?® Wagener et a. beschrieb 1984
erstmals die Verwendung eines monoklonalen CEACAM-1 Antikdrpers.”® In unserer Studie
war der Nachweis spezifischer Epitope nétig, da CEACAM-1 ds Ig-dhnliches Protein mit
einer Reihe von Mitgliedern dieser Proteinfamilie grof3e Homologien hinsichtlich der Struktur
aufweist. Bei nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen war zu diesem Zeitpunkt keine
immunhistochemische Studie mit einem semiquantitativen Ansatz beschrieben. Auf der
Grundlage von Wageners Arbeiten wurde daher begonnen, die oben beschriebene Methode zu
erarbeiten und zu etablieren. Dabel war es von grofdter Wichtigkeit, das Reaktionsoptimum
fur die enzymatischen Schritte, die Dauer der Antikdrper-Inkubationszeit, die Lagerung der
Proben wahrend der Reaktionszeiten und vor alem die Farbeeigenschaften des
PrimérantikOrpers zu optimieren.”® Im Vordergrund bei der Aufbereitung von
Paraffinschnitten steht die Antigendemaskierung (epitop-retrieval).**® Dabei ist es notwendig,
die durch die Formalinfixierung veranderte Epitopenstruktur und die daraus folgende

Maskierung des Antigens durch Ldsen der gebildeten Quervernetzungen (cross-links)
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freizulegen.** Um den impermeablen Eigenschaften der nichtkoagulierender Fixative durch
ihre cross-links entgegenzuwirken, missen die entparaffinierten Schnitte angedaut
werden.’?***® Diese Permeabilisierung und damit die Freilegung versteckter Determinanten
haben wir mit Pronase E durchgefiihrt, da dabei deutlich bessere Resultate as mit anderen
etablierten Enzymen erzielt werden konnten. Um ein Austrocknen der Gewebeschnitte zu
verhindern, die Demaskierung aufrechtzuerhalten und damit die einzelne Schritte der
Farbeprozesse zu erleichtern, wurden die Tumorschnitte wdahrend der einzelnen
Farbereaktionen mit einem Puffer gewaschen. Ein systemischer Vergleich verschiedener
Pufferldsungen zeigte, dass der TrisHCL-Puffer besser geeignet war und auch bei uns die

besseren Ergebnisse erzielte. '

D.2. Interpretation der klinischen Ergebnisse

D.2. a) Zellularer Funktion von CEACAM-1

Zahlreiche Studien belegen in der neueren Zeit eine Verénderung der CEACAM-1 Expression
in verschiedenen malignen Geweben. Eine verminderte Expression im Vergleich zu
korrespondierenden gutartigem Gewebe konnte bel malignen Tumorzellverbanden der
Brustdriise 6, des Prostatakarzinoms 67, bei Kolonkarzinomen 8, bei Leberkarzinomgewebe 69
und bei endometrialen Tumorgewebe 70 gezeigt werden. In diesen Studien wurde bereits die
Rolle einer reduzierten Expression des CEACAM-1 bei der Karzinogenese der verschiedenen
Tumoren aufgezeigt. Eine mogliche suppressive Wirkung hinsichtlich des Wachstums von
Zéellen ist in der Vergangenheit diskutiert worden. Unsere Ergebnisse weisen im Gegensatz
dazu eine erhohte CEACAM-1 Expression bei fortgeschritteneren Tumoren auf und sprechen

eher fUr eine anderen CEACAM-1 Wirkung.
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Die Phosphoryllierung einer oder beider Tyrosinbindungsstellen des CEACAM-1 scheint eine
Modifikation des CD66 bzw. des CEACAM-1 zu bewirken und erméglicht damit Teile seiner
biologischen Funktionen.108.109.125 Dje suppressive Wirkung wird durch die zytoplasmatischen
Seite des CEACAM-1 (CEACAM-1cyt) vermittelt, wobei durch die Phosphoryllierung an den
Stellen Tyr-488 und Tyr-515 durch multiple Tyrosinkinasen dies erst ermoglicht werden
soll.125 Diese Phosphoryllierung kann durch verschiedene physiologische Faktoren gesteuert
werden und scheint fur CEACAM-1 spezifisch zu sein.8! Durch die Phosphatanhangung kann
das Protein dann mit anderen membranstandigen oder zytosolischen Proteinen in Kontakt
treten und so eine mdgliche intrazelluldre Signaltransduktion ermdglichen. Verschiednen
zelluldre Funktionen des CEACAM-1 sind Uber diesen Mechanismus moglich. Bei nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinomen konnte dieser Mechanismus verandert sein und mit eéinem
Verlust der suppressiven Wirkung auf Tumorzellen einhergehen. Dies wirde fr die von uns
gezeigten Daten sprechen.

Ein moglicher Kontakt mit dem Zellinneren scheint Uber ein Protein der Integrinfamilie, dem
Integrin 33, zu erfolgen. Wie oben dargestellt, weisen beide Proteine, das CEACAM-1 und
das Integrin 33, gemeinsame Strukturen auf. Dabei bildet das phosphoryllierte CEACAM-1
einen Komplex mit Integrin 33. CEACAM-1 kann dann als Rezeptor Uber das Integrin 33
durch intrazellulére Signallbertragung die Zellmotilitét beeinflussen.82 Eine gesteigerte
Expression des CEACAM-1 kdnnte Uber diesen Mechanismus die Metastasierung erleichtern,
welches eine maogliche Erklarung fir ene erhdhte CEACAM-1 Expression bel
fortgeschrittenen Tumoren wére. Bel dem Integrin 33 konnen zwel Subtypen der o Einheit
unterschieden werden, die allb in Epitheien und die aV Kette in diversen
Parenchymzellen.83 Dieses Integrin weildt mit der (33-Kette eine Immunoglobulin-dhnliche
Domane auf. Die Adhésionsseite ist von Metallionen abhangig, wird durch die RA Schleife
représentiert und liegt neben einer kazium-abhéngigen Bindungsstelle mit starker

Regulatorfunktion.83 Eine Kalzium abhangige Bindungsstelle findet sich auch bel dem
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ebenfalls mit einer Immunoglobulin dhnlichen Domane aufgebautem CEACAM-1, welches
Uber eine Calmodulin-Bindungsstelle an seinem langen und kurzen zytoplasmatischen Arm
ein Kalzium-Camodulin-Komplex binden kann.84 Das Integrin 133 erfullt die Funktion eines
Promoters bei der Tumorinvasion 84, hilft bei der Angiogenese durch Zellmigration 8 und bel
der Invasion der Zytotrophoblasten.86 Bei CEACAM-1 wurde in jungster Zeit ebenfalls eine
mogliche Rolle bei der Angiogenese diskutiert.53 Die gewonnene Daten in unserer Studie
konnten ein moglicher Hinwels fir eine angioneogenenetische Funktion sein.

Die cissDoméane des CEACAM-1 scheint bei der Tumorsuppression eine Rolle zu spielen.s?
Bel der Implantation der Trophoblasten scheint der CEACAM-1-Integrin-33-Komplex
beteiligt zu sein.82 Diese Interaktion wére auch bei nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen
denkbar, zumal bei der Metastasierung eine Implantation im Zielgewebe ndétig ist. Die enge
Lokalisation des CEACAM-1 mit dem Integrin 33 und die haufige Koexpression erharten den
Verdacht einer gemeinsamen Aktivitét. CEACAM-1 konnte diesen Mechanismus auch fir die
Induktion einer Angioneogenese, die vor alem bel fortgeschritteneren Tumoren eine Rolle
spielt, nutzen und so unsere Resultate erklaren.

Der zelluldre Funktionsmechanismus des CEACAM-1 ist noch in weiten Teilen unverstanden.
Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die lange cis-Determinante des CEACAM-1 eine
zentrale Rolle spielt.8” Der zytoplasmatische Proteinanteil kann alternativ in zwei Teile mit 10
oder in 73 Aminosauren aufgeteilt werden, welcher jeder fur sich mit den Aktinfilamenten des
Zytoskelett konjugiert ist. Das langere zytoplasmatische Stiick erflllt eine suppressive
Wirkung bei Tumoren mit zwe Tyrosinkinase-Bindungsstellen.87-90 Fir eine notige
Interaktion mit den Membranen oder mit anderen Proteinen via Signaltransduktion scheint die
Doméne an den oben genannten Stellen durch verschiedene Tyrosinkinasen phosphorylliert
zu werden. Diese Phosphoryllierung kann durch verschieden physiologische Faktoren
gesteuert werden und scheint fir CEACM-1 spezifisch zu sein.®! Dabei ist eine oder beide

dieser an Tyrosin phosphoryllierten Stellen an der Konjugation mit Proteinkinasen der Src
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Familie 9193 der Paxillin Familie 92 und den Protein-Tyrosin-Phosphatasen SHP14° und
SHP21%5 peteiligt. Alles Proteine, welche in jungster Zeit bel malignem Gewebe untersucht
wurden. Die oben erwahnten Proteinkinase binden an einer oder an beiden SH-2-Doménen
des Tyrosin-phosphoryllierten CEACAM-1.93 Dabei besteht bel der oben genannten Kalzium
bindenden Stelle auch Kontakt zum Kalzium bindenden Calmodulin. Auch das Integrin a/33
ist Uber seine phosphoryllierte zytoplasmatische Doméne mit CEACAM-1 verbunden.s2
Dabei handelt es sich im Speziellen um einen aus o und B Untereinheiten aufgebauten
Transmembranrezeptor.®* Wéhrend die kleinere 3 Untereinheit von verschiedenen Rezeptoren
benutzt werden kann, ist die grofRere a Einheit in jedem Rezeptor individuell gestaltet.4
Integrine erfillen diverse Funktionen bei der Zelladhésion und der Signaltransduktion und
kommunizieren sowohl mit exzrazelluléren wie auch mit intrazelluléren Proteinen.®49 Eine
Kolokalisation mit CEACAM-1 konnte in Zellen der kolorektalen Karzinomreihe HT29
gefunden werden.82 In humanen Granulozyten treten diese beiden Proteine ebenfalls
gemeinsam auf. Auch bei den von uns as Positivkontrollen untersuchten Granulozyten fand
sich immer eine CEACAM-1 Expression. In Granulozyten scheint das CEACAM-1 ein
Ligand fur E-Selektin ® und an der Hochregulation von Integrin beteiligt zu sein.829
Aullerdem konnte ein gemeinsames Vorkommen in der Transitionalzone von extravill6sen
Trophoblasten der féto-maternalen Einheit wahrend der Plazentaentwicklung nachgewiesen
werden. So auch auf der apikalen Oberflache von Drisenzellen des befruchteten
Endometriums, wobei bel nicht aktivem epithelialen endometrialem Gewebe nur CEACAM-1
alleine ohne Integrin 33 expremiert wird.82 Dort scheint die Invasion und die Proliferation der
Trophoblasten beeinflusst zu werden. Auch bei der Implantation der Trophoblasten scheint
der CEACAM-1-Integrin-R3-Komplex eine Funktion auszuiiben.8? Interessanterweise wurde
CEACAM-1 auch in der Tumor-Stroma-Grenze von invasiven Melanomzellen nachgewiesen
und eine heterogene Koexpression von CEACAM-1 und Integrin 33 festgestellt, welche eine

mogliche Assoziation mit der Zellmigration vermuten lasst. Dabel scheint der CEACAM-1-
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Integrin-33-Komplex bei der Zellinvasion von Melanomzellen eine Rolle zu spielen.82 Bel
den von uns untersuchten Gewebeschnitten wurde CEACAM-1 im Tumorstroma nicht
nachgewiesen, jedoch an der Tumor-Stroma-Grenze.

Eine Blockade des Integrin aV33 durch einen Antikorper scheint das Wachstum beim
Brustkrebs zu unterdricken.®” Damit wéare die CEACAM-1 Funktion ebenfalls gehemmit.
Umgekehrt ware, wenn CEACAM-1 mit dem Integrin 33 interagiert und dies seine
Funktionen erst moglich macht, eine erhthte CEACAM-1 Expression fir das
Tumorwachstum dann nétig. Eine erhohte CEACAM-1 Expression wurde von uns vor allem
bei fortgeschritteneren Tumoren, also bei Tumoren mit einem héheren pT-Stadium, gefunden.
Das Integrin 33 erfillt die Funktion eines Promoters bel der Tumorinvasion 84, hilft bei der
Angiogenese durch Zellmigration & und bei der oben beschriebenen Invasion der
Zytotrophoblasten.86 Be dem CEACAM-1 wurde in jungster Zeit ebenfals eine mogliche
Rolle bei der Angiogenese diskutiert.53 Eine hohe CEACAM-1 Expression, so gefunden in
unsrer Studie bei fortgeschrittenen Bronchiakarzinomen, konnte eine Angioneogenese dieser
Tumoren fordern oder erst ermdglichen. Die raumliche Gemeinsamkeit, mogliche
funktionelle Ahnlichkeiten und gemeinsame Expressionsorte des CEACAM-1-Integrin-R3-
Komplexes erhértet den Verdacht einer Interaktion.

Brimmer et a. zeigen in ihrem jlngsten Elaborat einen ersten Zusammenhang zwischen
diesem funktionellen Proteinkomplex und der Zellmigration. Weitaus weniger ist in Sachen
Zellwanderung und Zellaussaat tber das CEACAM-1 bekannt. Trotzdem lassen sich bereits
jetzt erste Vermutungen anstellen, dass der CEACAM-1-Integrin-33-Komplex kolokalisiert
an der Zellinvasion und Zellmigration in den oben beschriebenen Geweben betelligt ist. ESist
bekannt, vor alem fortgeschrittenere Bronchiakarzinome metastasieren héaufiger. Eine
Zéllinvasion beziehungsweise eine Zellmigration ist dafir unerldsslich. Da sich eine hohe

CEACAM-1 Expression bei diesen Tumoren findet, kénnte CEACAM-1 entscheidend an der
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Metastasierung beteiligt sein. Ein moglicher Weg koénnte die Angioneogenese sein und der
damit verbundene Anschluf3 an das Gefél3system.

Die zwel Isoformen CEACAM-1-4L und CEACAM-1-4S werden in den meisten Geweben
koexpremiert.62 Dabel werden diese Zelladhdsionsmolekile auf der Oberflache von
epithelidlen Zellen, von proliferativen gutartigem Gewebe 9, von normalem
Kolonmukosagewebe 68 und von kolorektalem Adenomgewebe® expremiert. In Zellen von
malignem Gewebe wie dem der Prostata- 190, dem des kolorektalen Karzinom 68 und dem des
malignen Melanoms 71, in gutartigem, premalignem und malignem Gewebe der Brustdrise 66
und bei Bronchialkarzinomen 72 kommt CEACAM-1 ebenfals vor. Auf3erdem wird
CEACAM-1 in Gefé3endothelzellen genauso expremiert wie auf der Oberfléache von
myeloischen Zellen wie den neutrophilen Granulozyten.0 Bel epithelialen Zellen wird
CEACAM-1 nur auf der apikalen Seite expremiert.101 Bei der Interaktion von neutrophilen
Zellen mit dem Endothel scheint das CEACAM-1 als CD66 eine Rolle zu spielen. Dabei
werden bei hoher Flussrate ein Selektin-abhéngiger Weg 192 und bel niedrigerer Blutflussrate
ein Integrin-abhangiger Weg beschrieben.193 Der tumor necrosis factor (TNF) oder der
Plattchen-aktivierende Faktor (PAF) unterstiitzen dabei die Zellen bei ihrer Aktivierung.104
CD66 tritt bel der frihen Aktivierung in Erscheinung.1%5 Dabel interagiert CD66 mit
Selektinen (E-, P-, L-Selektin) auf den Endothelzellen und scheint als Reteptor fur diese
Selektine auf den Granulozyten eine Neutrophilen-Endothelzellen-Aktivierung  zu
ermdglichen.105.106 Eine Selektinexpression ist fur diesen Prozess von grof3er Wichtigkeit, da
CD66 alein diese Aktivierung nicht vollbringen kann. Eine erhohte L-Selektin Expression
wird durch das CD66 bei den Granulozyten ermoglicht, indem die Selektin zerstGrenden
Proteasen nicht expremiert werden. So bleiben die Adhasionsmolekiile, die bei diesem
Prozess als Rezeptoren fungieren, erhalten.?6.105 Diese sind nétig, um eine endguiltige stabile
Adhasion zu ermaoglichen.105 Bel fortgeschritteneren nicht-kleinzelligen

Bronchiakarzinomen, welche eine hohe CEACAM-1 Expresson und eine damit
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einhergehende hohe Metastasenrate zeigen, wéare dieser Mechanismus Uber Zellkontakte
durchaus denkbar. Dabei sind Phosphoryllierungsprozesse und Expression der Rezeptoren an
weiteren Stellen der Zelloberflache eventuell erst moglich.19 Das CD66 ermoglicht das
Erkennen der endothelialen E-, P- und L-Selektine as Rezeptor auf den Granulozyten und
scheint so an der physiologischen Zellinteraktion beim Rolling der neutrophilen Granulozyten
einen entscheidenden Schritt darzustellen.105 Eine hthere CEACAM-1 Expression wére daf Ur
notig. Fortgeschrittene Bronchialkarzinome konnten Uber das CEACAM-1 einen dhnlichen
Mechanismus zur Metastasierung nutzen. Auf beiden Zelloberflachen wird CEACAM-1
expremiert.

Die in hdmatopoetischen und in epithelialen Zelllinien vorkommende und ebenfalls eine SH2-
Doméne tragende SHP-1-Tyrosin-Protein-Kinase kann durch diese Phosphorylierung in
malignen epithelialen Kolonzellen ebenfalls gebunden und aktiviert werden.*® Gleiches gilt
fir die zur gleichen Familie gehdorenden SHP-2-Tyrosin-Proteinkinase mit SHP-1 in
epitheliadlen gutartigen Zdlen1 Auf diesem Weg konnte eine intrazelluldre
Signaltransduktion ermdglicht werden.87.93.125 |nteressanterwei se konnte das CEACAM-1, im
Gegensatz zu den anderen lg-dhnlichen CEACAM Familienmitglieder, als ein Ca2"-
abhangiges Zelladhasionsmolekiil identifiziert werden.®® Dabei bewirkt ein Anstieg der
intrazelluléaren Ca2"*-Konzentration ein Binden des kal ziumbindenden Molekiils Calmodulin
an die zytoplasmatische Domane. Dies regelt die CEACAM-1-Bindung untereinander
herunter 64 und beeinflusst die Dimerisation des Proteins.113 Schumann et al. konnten mit
Hilfe von Murin-MC38 Adenokarzinomzellen eine direkte Interaktion mit den zytoskel ettalen
Proteinen Myosin, Tropomyosin und Aktin nachweisen, wobel eine Kolokalisation mit dem
Aktin vor alem be dem langen CEACAM-1-4L beschrieben wird.63 Nach einer
Phosphoryllierung scheint dieser Kontakt mdglich zu werden.63.109 Dabei fuhrt dies zu einer
Verstérkung der Phosphoryllierung der Tyrosinstellen des CEACM-1.63 Camodulin scheint

eine Bindung der L-Form mit Aktin dabel zu verhindern, anders als bei Tropomyosin. Dort
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verstarkt es die Bindung mit der L-Form des CEACAM-1 und tritt so al's €in wichtiger Ca2""*-
Regulator auf.5” Eine Hochregulation des CEACAM-1 konnte diesen Prozefl3 entscheidend
beeinflussen.

CEACAM-1 Isoformen, vor alem die L-Form, scheint bel der kontrollierten Proliferation
eine regulierende Rolle zu spielen, welche unabhangig von der Zellfunktion zu sein scheint.
Eine solche regulierende Funktion des CEACAM-1 konnte sich das Bronchiakarzinom zu
nutze machen und durch erhohte Expression eine Interaktion mit den Zytoskelett und eine
Metastasierung erleichtern. Die erst kirzlich verdffentlichte Erkenntnis, dass die CEACAM-1
Expression in aktivierten T-Lymphozyten stark hochreguliert wird und as kombiniert-
stimulierender Rezeptor fur diese Zellen fungiert, bestétigt diese Vermutung.11> Dies scheint
durch ene Einfulnahme auf stimulierende Wachstumsfaktoren zu geschehen, indem
CEACAM-1 be zirkulierenden Zellen genauso wie bei Zellen im Gewebeverband ein
Kontakt unterbindet und die Zell-Zell-Erkennungsmechanismen beeinflusst.®® Eine
gesteigerte Aktivitdt des CEACAM-1 auf der Zelloberflache kann dabel diesen Effekt
auslosen und so direkt die Wachstumsrezeptorfunktion beeinflussen. Ein indirekter Weg ist
Uber eine Hochregulation der CEACAM-1 Isoformen und der Anzahl moglich.%8 Es erfillt
damit eine @nliche Funktion wie die der N-CAMs und E-Cadherine.116.117 Es kommt so zu
einer regulierten Proliferationshemmung. Das Zelladh&sionsmolekil CEACAM-1 verschafft
sich mit seinem zytosolischen Anteil Uber eine transmembrane Komponente Kontakt in das
Zdlinnere. Assoziiert mit dem CEACAM-1 ist das Integrin 33. Es ist mit CEACAM-1 nur
dann verbunden, wenn an der Stelle Tyr-488 der zytoplasmatischen Doméane des bilidren
Glykoproteins eine Phosphorilierung stattgefunden hat.82 Dies konnte zumindest fir in vitro
Bedingungen nachgewiesen werden. Erst diese Phosphoryllierung scheint eine funktionelle
Verbindung beider Molekile méglich zu machen. Dabei kontrolliert die carboxyterminale

Region diese Tyrosinphosphoryllierung.12> CEACAM-1 kann dann as Rezeptor Uber das
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Integrin 33 durch intrazelluldre SignalUbertragung die Zellmotilitét beeinflussen 82 oder das

Tumorwachstum unterdriicken.87.118

D.2. b) Therapeutischer Konsequenzen

In jungster Zeit haben zwe Studien die Diskussion um einen mdglichen prognostischen
Einfluss des CEACAM-1 angeregt. Unter Verwendung des gleichen Antikorpers wiein dieser
Studie wurde gezeigt, dass Rezidive bel Patienten mit CEACAM-1 positiven malignen
Melanomen haufiger auftreten.’? Laack et al. zeigten einen Zusammenhang zwischen hoher
CEACAM-1 Expression und einer ungunstigeren Prognose bel Adenokarzinompatienten der
Lunge.”2 Ein postuliertes angiogenetisches Potential von CEACAM-1 konnte eine mdgliche
Erklarung fir die sowohl bei malignen Melanomen, as auch bel nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen beobachtete erhohte CEACAM-1 Expression sein. Dieser
angiogenetische Effekt konnte Grund fur den schlechten Tumorverlauf bei CEACAM-1
positiven Tumoren sein. Beilm CEACAM-1 ist schon seit langerem ein Vorkommen in
Endothelzellen von proliferierendem Gewebe, wie z.B. im Endometrium oder bel Prozessen
der Wundheilung, beschrieben.® Anders verhdt es sich bel der Angiogenese. Fir das
CEACAM-1 ist in jungster eine proliferationsverstarkende Funktion belegt worden.52 Obrink
und Prall haben ein Vorkommen von CEACAM-1 in den Endothelzellen von Mikrogefal3en
bereits belegt.50.62 Ebenfalls wurde CEACAM-1 bei plazentaren Endothel gefél3en gefunden.>0
Diese Daten belegen auch ein Vorkommen in den maternalen Deziduagefal3en.1?1 Wahrend
der Wundheilung wird CEACAM-1 in den neu angelegten Geféldstrangen des
Granuloationsgewebes expremiert. Das CEACAM-1 lasst sich be ener Vielzahl von
Tumorgefdien nachweisen, wie bei dem Nierenzellkarzinom, dem Prostatakarzinom, dem
Leydigzelltumor und dem Blasekarzinom.53 CEACAM-1 wird nur bei Mikrogefé3en, nicht

bei mittleren oder grofRen Gefal3en gefunden.52 Dabel wird CEACAM-1 sowohl lumina wie
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auch apikal expremiert.52 All dies spricht fir eine Rolle bel der Angioneogenese. Dabel
scheint der angiogenetische Effekt des CEACAM-1 Uber den Wachstumsfaktor vascular
endothelial growth factor (VEGF) vermittelt zu sein.’052 CEACAM-1 kommt nur in Kleinen,
neu gebildeten Tumorgefél3en vor und eine verstarkende Funktion der tumorbedingten
Angiogenese liegt daher nahe.52 In den Endothelzellen mikrovaskuldrer Geféle, in den dort
eingewanderten Granulozyten und in einer Tumorzelllinie konnte eine Stimulation der
Proliferation, der Chemtotaxis und der Ausbildung geféahnlicher Vorlauferstrange in den
frihen Stadien durch CEACAM-1 gezeigt werden.52 Gleiches gilt fir die chorionallantoische
Membran bei Hihnern, wo CEACAM-1 die Angiogenese induziert.52 Dabei sind die Effekte
des CEACAM-1 additiv mit denen des Wachstumsfaktor VEGF, wobel dieser wiederum eine
gesteigerte CEACAM-1 Expression zu triggern scheint.5253 Eine Blockade von CEACAM-1
mit einem anti-CEACAM-1-Antikorper verhindert dagegen die in vitro induzierte
Geféllanlage.>? Gerade das verstérkte Auftreten von CEACAM-1 bei fortgeschrittenen nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinomen festigt die These eines angiogenetischen Effektes. Denn
bei fortgeschrittenen Bronchiakarzinomen bedarf es, wie bei alen grof3eren Tumoren, einer
besseren Gefalversorgung zur Uberlebenssicherung. Diese fortgeschrittenen Tumore mit
einer hohen CEACAM-1 Expression konnten besser Anschluss an das Lungengefél3system
erhalten und so die beobachtete gehdufte Metastasierung bei einer hohen CEACAM-1
Expression erst ermdglichen. Nicht zuletzt wegen der klinischen Relevanz konnte durch
Inhibition des CEACAM-1 fur Patienten mit fortgeschritteneren nicht-kleinzelligen operablen
Bronchialkarzinomen ein moglicher therapeutischer Effekt erzielt werden. Ein vor kurzem
publizierter Artikel hat die Mdglichkeit einer in vitro Blockade des CEACAM-1 und die
damit verbundenen Effekte auf die Angiogenese aufgezeigt.>2

Ein signifikanter Unterschied konnte hinsichtlich der CEACAM-1 Expression zwischen
Adenokarzinomen und Plattenepithelkarzinomen festgestellt werden. Interessanterweise

zeigten Adenokarzinome der Lunge eine fast doppelt so hdufig eine erhdhte hohe CEACAM-
56



1 Expression (61,9%) as bronchiale Plattenepithelkarzinome (37,9%) (Tabelle 6.). Bei nicht-
kleinzelligen Bronchiakarzinomen mit ihrer Fahigkeit, sowohl drisige als auch epitheliale
oder gemischter Zelldifferenzierung bel Tumoren zu zeigen, sind solche Ergebnisse noch
nicht beschrieben worden. Huang hat Uber den Verlust der glanduldren Differenzierung bel
epithelialen Zellrethen der weiblichen Brust berichtet, die mit einer reduzierten CEACAM-1
Expression einhergeht.1® Dies lasst eine mogliche Rolle des CEACAM-1 bei den initialen
Schritten verschiedener Differenzierungswege bel epithelidlen Tumoren vermuten. Ein
Verlust der drisigen Strukturen konnte auch eine Erklérung fir die beobachtete erniedrigte
CEACAM-1 Expression bel Plattenepithelkarzinomen der Lunge sein. Interessanterweise
konnten wir keine Tumor-suppressive Wirkung des CEACAM-1 beobachten. Vor allem in
fortgeschritteneren Tumorstadien zeigte sich eine erhdhte CEACAM-1 Expression. Eine
herabgesetzte Lebenserwartung der untersuchten Bronchialkarzinompatienten fand sich
tendenziell assoziiert mit einer erhohten CEACAM-1 Expression in den Tumorzellen. Bel
héheren Tumorstadien (pT3-pT4), bel solchen mit einem Lymphknotenbefall (pN1-pN2) oder
bei Tumoren im Stadium Ila-1l1la wurde eine signifikante Verringerung des tumorassoziierten
Uberlebens beobachtet. Eine durchgefiihrte multivariate Analyse zeigte CEACAM-1 als einen
unabhangiger signifikanten  Prognoseparameter bel  nicht-kleinzelligen  operablen
Bronchialkarzinomen. Diese prognostische Relevanz einer CEACAM-1 Expression wurde
durch das Einbeziehen bereits etablierter klinischer Parameter wie pT-Status, pN-Status oder
das Patientenalter in der multivariate Analyse'? hervorgehoben. Neben dem bereits
bekanntem Lymphknotenstatus konnte nur die CEACAM-1 Expression as ein unabhangiger
prognostischer Parameter beziiglich eines ungiinstigen Uberleben etabliert werden.

CEACAM-1 wirkt as ein starker angiogenetischer Faktor und beeinflusst so die
Endothelzellproliferation und ihre Migration.52 Dabel ermoglicht das CEACAM-1 einen
Kontakt zwischen den Endothelzellen einerseits, und zwischen den Bindegewebszellen

andereseits. CEACAM-1 ermdglicht homophile (Endothelzell-Endothelzell-Bindung) und
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heterophile Bindung (Endothel zell-Granul ozyten-Bindung).48:126 Es erhdht die Expression der
Selektine auf Endothelzellen wie dem E-Selektin, dem P-Selektin oder dem L-Selektin 105.106
und kann diese binden. CEACAM-1 ist auf Granulozyten Tréger der Selektin-bindenden
Kohlenhydratgruppen LewisX und Sialyl LewisX, die auch auf den Endothelzellen
vorkommen.102105106 CEACAM-1 as Rezeptor ermdglicht so den Endothelzellen
untereinander, eine Adhasion einzugehen und nach Bindung, eine neue Basalmembran im
Endothel herzustellen.53

CEACAM-1 kann diese Effekte durch verschiedene Mechanismen erreichen. Einmal kann es
as Zeladhdsionsmolekil eine Bindung zwischen Endothelzellen und endotheliden
Rezeptoren wie dem E-Selektin ermdglichen. Andererseits konnen, die wahrend einer
Entzindungsreaktion von beweglichen und ortsansassigen Granulozyten expremierten
CEACAM-1 Isoformen, eine Gefdlneubildung im verletzten oder erkrankten Gewebe
induzieren. Dafur verbindet das CEACAM-1 die Endothelzellen mit Bindegewebszellen oder
mit Granulozyten, ebenfalls in seiner Funktion als Rezeptor.52 Der Kontakt mit endothelialen
Rezeptoren ist dabel von besonderer Bedeutung.52 So werden weitere Zellen rekrutiert und
das neue Gewebe kann mdglicherweise wachsen und durch die induzierte Gefél3neubildung
sein Uberleben sicherstellen.53

Die in der Zdlmembran fixierten CEACAM-1 Proteine spielen mehr eine Rolle bel den
morphologischen Veranderungen. Hierbel tritt eine Phosphoryllierung auf, wobei die L-
Doméne im Zytosol nicht nur durch Protein-Tyrosin-Kinasen, sondern auch durch Protein-
Tyrosin-Phosphatasen beeinflusst wird.?? Dies ermdglicht zum Beispiel eine Zellinteraktion
bei der Morphogenese von Gefal3strangen.5? So lasst sich zusammenfassend elne verstéarkende
Rolle des CEACAM-1 bei der Differenzierung der Hamatoblasten zu Endothelzellen, bei der
Proliferation der Endothelzellen, bel der Migration, bei der Gefél3strangentwicklung und bel
der im interendotheliadlem Gewebe stattfindenden Basamembranentwicklung feststellen.s3

Gegenteilige Effekte wurden interessanterweise bei Untersuchungen an der Prostata
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beobachtet. Dort scheint CEACAM-1 eine Rolle al's Tumorsuppressor einzunehmen, indem es
die tumorspezifische Angiogenese unterdriickt.’22 Das CEACAM-1 wird in malignem
Prostatagewebe herunterreguliert und erféhrt so elne verminderte Expression.’23 Diese
Herunterregulation des CEACAM-1 geht mit einer Verdnderung des Gleason Scores, einem
Verlust der Zellpolaritét und einer erhohten Proliferationsrate einher. Dabei haben die Grade 1
bis 3 des Gleason Scores eine hthere CEACAM-1 Expression als die gefahrlicheren Grade 4
und 5.1%°'?* Prostatakarzinome expremieren in den unteren Stadien also mehr CEACAM-1
und verlieren es in fortgeschrittenen Stadien. Der Verlust des CEACAM-1 geht bel dem
Prtostatakarzinom mit einem erhdhten Tumorwachstum einher. CEACAM-1 scheint dies
durch eine Unterdriickung der Angiogenese zu erreichen. Hierbel verursacht CEACAM-1
eine Blockade der Endothelzellmigration und des Endothelzellwachstums. Speziell
Endothelien scheinen von einer solchen Blockade betroffen zu sein, wéhrend epithelide
Zellen unbeeinflufdt zu bleiben scheinen.

Bel kolorektalen Karzinomen wird das CEACAM-1 ebenfalls herunterreguliert, ganz im
Gegensatz zu normalem Mukosagewebe. Auch hier scheint, wie in den weiter oben
beschriebenen Féllen, eine Genmutation der somatischen Gene die Ursache zu sein, welche
fir den Tumor nachgewiesen worden ist.6810 Diese Herunterregulation geht mit einem
erhéhten Lymphknotenbefall und einem invasiveren Wachstum des Tumors einher.®® Da
CEACAM-1 im gesunden Kolongewebe expremiert wird, scheint ein Verlust dieses
Zelladhdsionsmolekill dazu zu fuhren.88 CEACAM-1 scheint bei Prostatakarzinomen wie
auch bei Kolonkarzinomen eine prognostische Relevanz zu haben.®1%0123

Zudem konnten Thies et . CEACAM-1 in kutanen malignen Melanomen nachweisen und
einen Zusammenhang zur Metastasierung dieser Tumoren aufzeigen.’ Bel diesen Tumoren
war die Metastasierungsrate um so grof3er, je hoher die Expression des CEACAM-1 war. Das
steht im Gegensatz zu den Resultaten bel Kolon- und Prostatkarzinomen und zeigt eine andere

Funktion von CEACAM-1 auf. Es wurde die grofdte Dichte des Proteins an der infiltrativen
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Zone gefunden, die niedrigste Dichte ohne Infiltration. CEACAM-1 wurde a's unabhangiger
prognostischer Faktor hinsichtlich der Metastasierungstendenz bei malignen Melanomen
beschrieben.” Laack zeigte dasselbe fir Adenokarzinome der Lunge. Dabei war CEACAM-1
bei fortgeschritteneren Tumoren starker expremiert und zeigte eine erhdhten Assoziation mit
dem infiltrativen Wachstum und der Metastasierung.”2 Auch hier muss man CEACAM-1 as
einen prognostischen Parameter verstehen.”

Zusammenfassend hat CEACAM-1 eine andere Funktion as bei Kolon- oder
Prostatakarzinomen. Diese konnten auf einer moglichen angioneogenetischen Induktion von
Tumorgefdien beruhen und koénnten bei fortgeschrittenen Tumoren ein Geféal3anschlul3 und
eine mogliche hdmatogene Metastasierung bedingen. Dies beeinflusst ganz entscheidend das
Uberleben solcher Patienten. Die hier vorliegende Studie konnte erste Hinweise fir eine
Moglichkeit zur Praselektion von Patienten mit operablen nicht-kleinzelligen
Bronchiakarzinomen geben, die in weiteren Untersuchungen auf einen moglichen Effekt von

adjuvanter systemischer postoperativer CEACAM-1-Antikorper Therapie profitieren konnten.
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