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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Das Adenokarzinom des Osophagus ist ein duBerst aggressiver Tumor mit hohem
Metastasierungspotential, der hdufig in die Leber metastasiert. Diese Arbeit befasst
sich mit der Frage: Was begilinstigt das Homing bei Leber- und Lymphknotenmeta-

stasen des Adenokarzinoms des Osophagus?

Es werden die Expression des Chemokinrezeptors CXCR4, des Zelladhédsionsmole-
kiil E-Cadherin, des Wachstumsfaktors Midkin, des Matrix Protein Periostin und des
Oberfldchenmolekiil CD 45 untersucht. Aufgrund der heutigen Datenlage scheint je-
des dieser Molekiile eine bestimmte Rolle im Metastasierungsprozess von Tumoren

zu spielen.

Im Fokus der vorliegenden Arbeit steht die Hypothese, dass die Expression der Mo-
lekiile CXCR4, E-Cadherin, Midkin, Periostin und CD 45 im Primartumor und den
Zielorganen einer mdglichen Metastasierung (im untersuchten Fall die Leber und die
paradsophagalen Lymphknoten), einen Einfluss auf die Metastasierung und hieriiber
auf das Gesamtiiberleben der Patienten mit einem Adenokarzinom des Osophagus
haben. Zum einen soll die Frage geklart werden welchen Einfluss das Ausmaf3 der
Expressionen oben genannter Molekiile im Primartumor auf die Gesamtiiberlebens-

zeit der nachverfolgten Patienten hat.

Ein besonderer Fokus liegt jedoch auf der Beurteilung des Einflusses der entspre-
chenden Molekiilexpressionen in den Leberproben. Unter der Vermutung das eine
Metastasierung mit einer Verdnderung der Molekiil Expression einhergeht oder sogar

dieser vorausgeht.

Hierfiir wurden zum einen Leberproben mit nachgewiesenen Metastasen als auch Le-

berproben ohne Metastasen untersucht.

Des Weiteren erfolgt eine Beurteilung ob eine verdanderte Expression der untersuch-
ten Molekiile in den Lymphknoten ebenfalls einen Einfluss auf die Gesamtiiberle-

benszeit haben konnte.



2 Einleitung

Die folgende experimentelle Arbeit aus dem Bereich der onkologisch chirurgischen
Forschung beschiftigt sich mit der Metastasierung des Adenokarzinoms (im Folgen-
den AK) des Osophagus in Leber und Lymphknoten. Es hat sich bereits gezeigt, dass
kurativ operierte Patienten, denen 20 und mehr Lymphknoten entnommen wurden,
eine bessere Uberlebensrate aufweisen (Porschen et al. 2015). Genaue Kenntnisse iiber
die Expression und Funktion der Adhisions- und Zelloberflichenmolekiile im Ur-
sprungsgewebe sowie im Zielgewebe moglicher Metastasen konnten die Therapie des
AK optimieren. Aufbauend auf vorherige Studien, die gezeigt haben, dass die Zellad-
hésions- und Oberflichenmolekiile E-Cadherin, CD45, Periostin, Midkin und der Che-
mokinerezeptor CXCR4 bei der Metastasierung von Tumoren eine Rolle spielen (Mi-
chaylira et al. 2010, Bocker 2004, Koide et al. 1998, Winter et al. 2008, Hong et al.
2013, Miiller et al. 2001, Kaifi et al. 2005, DeVita et al.2004, Wang et al. 2013, Rauser
et al. 2010, Enomoto et al. 2012), soll nun der Einfluss unterschiedlich starker Expres-
sionen dieser Molekiile auf die Gesamtiiberlebenszeit von Patienten mit distalem AK
der Speiserdhre untersucht werden. Ziel dieser Arbeit ist es, unterschiedliche Expres-
sionsmuster oben genannter Molekiile im Leber- und Lymphknotengewebe nachzu-
weisen und zu iiberpriifen, ob es eine Korrelation zur Gesamtiiberlebenszeit der Pati-
enten gibt. Glinstigenfalls ergeben sich hieraus diagnostische und therapeutische Kon-
sequenzen, die zu einer Verbesserung der Therapie des AK des Osophagus fiihren. Die
Ergebnisse dieser Studie sind nach wissenschaftlicher Uberpriifung auch auf weitere
Organe und deren Krebserkrankungen anwendbar oder konnen bei der Konzeption

weiterer experimenteller Forschungsvorhaben hilfreich sein.

2.1 Allgemeines iiber Karzinome des Osophagus
Histologisch gesehen sind der GrofBteil (ca. 96%) der Karzinome der Speiserdhre ent-
weder Plattenepithelkarzinome (57%) (im Folgenden kurz PK) oder Adenokarzinome
(39%) (Siewert et al. 2006). PK finden sich iiber die gesamte Lange der Speiserdhre
verteilt. Hingegen sind AK fast ausschlieBlich im distalen Anteil des Osophagus vor-
zufinden, da sie in der Regel auf dem Boden einer erworbenen Zylinderzellmetaplasie
entstehen (Dietel et al. 2012, Brown et al. 2008, Porschen et al. 2015). Nach der TNM
Klassifikation von 2010 werden die Adenokarzinome des gastrodsophagealen Uber-

gangs (im Folgenden AEG genannt), deren Tumorzentrum in einem Abstand von 5 cm
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zum gastrodsophagealen Ubergang liegt, und welche in Richtung des Osophagus
wachsen, als Osophaguskarzinome klassifiziert (Dietel et al. 2012). Adenokarzinome
entstehen in typischer Weise in einem Endobrachydsophagus (Barrett-Osophagus),
machen heute in Nordamerika und Teilen Europas etwa 50% der Osophaguskarzinome
aus und zeigen im Gegensatz zu Plattenepithelkarzinomen eine ansteigende Inzidenz.
Fast ausschlieBlich handelt es sich bei Adenokarzinomen um Barrett-Karzinome des
distalen Osophagus (Siewert et al. 2012). Obwohl die 5-Jahres-Prognose durch stetig
weiterentwickelte Diagnostik und Therapieoptionen in den letzten Jahrzehnten deut-
lich verbessert wurde, ist die 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit beim AK mit ak-
tuell 20% im Vergleich zu den meisten anderen Tumoren weiterhin sehr schlecht.
(Nimptsch 2015, Siewert et al. 2012). Das liegt vor allem daran, dass sich bei Diagno-
sestellung beinahe 50% der Tumoren bereits in einem fortgeschrittenen kurativ inope-

rablen Zustand befinden (Siewert et al. 2012).

2.1.1 Epidemiologie

Die Bedeutung des distalen Adenokarzinoms des Osophagus ist, trotz relativ geringer
Pravalenz, nicht zu unterschitzen, da es sich um einen der am schnellsten héufiger
werdenden Tumoren der letzten Jahrzehnte handelt (Behrens et al. 2011). Es bestehen
starke Schwankungen der Inzidenz zwischen verschiedenen Landern, wobei das AK
des Osophagus besonders hiufig bei der kaukasischen Bevolkerung Nordamerikas,
Europas und Australiens auftritt. Die meisten Autoren (z.B. Brown et al.2008) geben
fiir die USA einen Anteil der AK von iiber 50% an allen Osophaguskarzinomen an. In
den USA konnten (Pera et al. 1993) im Einzugsgebiet der Mayo Klinik eine im Zeit-
raum von 1970 - 1990 um das Fiinffache gestiegene Inzidenz feststellen. Laut Harri-
sons sind bei der weilen Bevdlkerung der USA iiber 70% der auftretenden Speiseroh-
renkrebse Adenokarzinome. In Europa und Deutschland ist die Pravalenz geringer; Es
handelt es sich bei ca. 20-40% der Osophaguskarzinome um Adenokarzinome (Dietel
et al. 2012, Brown et al.2008, Siewert et al. 2006). Es zeigt sich jedoch auch in
Deutschland und Europa eine rasche Verschiebung der Verteilung mit starker Zu-

nahme der AK (Bollschweiler et al. 2000).



2.1.2 Risikofaktoren

Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines distalen Osophaguskarzinoms sind Reflux,
Adipositas (Nimptsch und Pischon 2015), Rauchen und Diabetes mellitus. Eine He-
licobacter pylorus Infektion dagegen erscheint einen protektiven Effekt zu haben (Aal-
tonen und Hamilton 2000, Chow et al. 1998). Die steigende Inzidenz in weiten Teilen
der Welt ist vermutlich am stirksten mit der raschen Zunahme von Adipositas in der
Bevolkerung vergesellschaftet, sowie mit dem dadurch bedingten Reflux (Dietel et al.
2012, Corley et al. 2006). In den USA ist die weille Bevolkerung deutlich haufiger
vom AK betroffen als die afroamerikanische Population, obwohl diese Diskrepanz
nicht durch andere Risikofaktoren (z. B. durch den BMI) zu erkliren ist. Dies legt eine
genetische Disposition nahe. Osophaguskarzinome, sowohl Plattenepithel- als auch
Adenokarzinome, treten deutlich hiufiger bei Médnnern mit einer Geschlechtervertei-
lung von ca. 8:1 auf (Bollschweiler et al. 2000). Beim Adenokarzinom wird fiir die
USA ein Geschlechterverhiltnis von 7:1 bis 6:1 angenommen (Dietel et al. 2012,
Brown et al.). Das AK des distalen Osophagus ist eine Erkrankung des hoheren Le-
bensalters mit einem Haufigkeitsgipfel um das 65. Lebensjahr (Aaltonen und Hamilton
2000). Der wichtigste Risikofaktor fiir das Auftreten eines 6sophagealen Adenokarzi-
noms ist die gastrodsophageale Refluxkrankheit (im Folgenden kurz GERD). Diese
wird z.B. verursacht durch eine Hiatushernie, erh6hten intraabdominellen Druck, eine
Kardiainsuffizienz oder die Einnahme von Sphinktertonus senkenden Medikamenten.
,»Bei einer Vielzahl anderer Medikamente, die in der Lage sind, den Druck im unteren
Osophagus-Sphinkter zu senken, wie Anticholinergika, B-Mimetika, -Rezeptor-Anta-
gonisten, Bronchodilatatoren, Calciumkanalblocker, Narkotika und Antihistaminika,
ist der Verbrauch innerhalb der letzten 30 bis 40 Jahre stark angestiegen. Dieser Me-
chanismus konnte auch an der steigenden Inzidenz des Adenokarzinoms ursidchlich
beteiligt sein “ (Bollschweiler et al. 2000). Zahlreiche Studien (z.B. Chak 2009,
McTiernan 2006, Wu et al. 2001) weisen darauf hin, dass Ubergewicht, welches defi-
niert ist als ein BMI iiber 30 kg/m?, als Risikofaktor fiir die Entwicklung eines Barrett-
Osophagus sowie eines Adenokarzinoms im Bereich des Osophagus oder der Kardia
gilt. Zu diskutieren ist, ob es sich bei dem Ubergewicht um einen eigenstindigen Ri-
sikofaktor handelt, oder ob die GERD als Folge der Adipositas der eigentliche Risiko-
faktor ist. Das Risiko steigt mit der Schwere und Dauer des Ubergewichts. Auch gilt

eine ungesunde Ernihrung, welche hiufig in einem Ubergewicht resultiert, als mogli-



cher eigenstindiger Risikofaktor fiir die Entstehung eines AK des Osophagus. So be-
giinstigen insbesondere eine spite und liberméfBige Nahrungsaufnahme und der Kon-
sum von Kaffee den nédchtlichen Reflux. Obst- und gemiisereiche Erndhrung scheint
hingegen einen protektiven Effekt zu haben (McTiernan 2006). Zudem scheint eine
Infektion mit Helicobacter pylori einen protektiven Effekt beziiglich des Adenokarzi-
noms des Osophagus zu haben (Chow et al. 1998). Urséchlich hierfiir ist vermutlich
ein neuroimmunologischer Effekt, der zu einer Reduktion des GERD fiihrt (Shahabi
et al. 2008). Rauchen und Alkoholabusus spielen im Vergleich zum PK eine unterge-

ordnete Rolle bei der Entstehung des AK (El-Serag 2009).

2.1.3 Tumorentstehung

Durch wiederholte Schidigung des Plattenepithels des unteren Osophagus, z.B. im
Rahmen einer GERD sowie eines Refluxes von Sekret aus dem Duodenum mit bilidren
und pankreatischen Enzymen kommt es zu einer Umwandlung des Plattenepithels in
ein Zylinderepithel. Diese intestinale Metaplasie, auch Barrettmetaplasie, ist die
Grundlage der Karzinomentstehung (Aaltonen und Hamilton 2000). Je linger und wie-
derholter die Schidigung des Epithels auftritt, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit
fiir die Entwicklung eines AK der Speiserohre. Bei schwerer GERD ist das Risiko bis
zu 43,5-mal hoher im Vergleich zu einer Person ohne GERD, die bei moderatem Re-
flux ein ca. 7-8-mal hoheres Risiko hat (Aaltonen und Hamilton 2000). Patienten mit
einer Barrettmetaplasie haben ein ca. 0,5-1%iges jdhrliches Risiko fiir die Entwicklung
eines AK der Speiserohre (Shaheen und Ransohoff 2002, Siewert et al. 2012). Bei ca.
10% der Barrettmetaplasien findet man intraepitheliale Neoplasien, also neoplastische
Prozesse, die sich auf die Epithelschicht beschrianken. Es zeigt sich, dass sich bereits
frithzeitig in der Metaplasie-Dysplasie-Karzinom-Sequenz Veridnderungen an den Tu-
morsuppressorgenen P53 und CDKN2A zeigen, wobei P53 héufig von Transitions-
Mutationen betroffen ist und CDKN2A von Hypermethylation des P16-Promotors
(Aaltonen und Hamilton 2000). Beim invasiven AK des Osophagus findet sich eine

reduzierte Expression vom Cadherin/Catenin-Komplex (Siewert et al. 2012).



2.1.4 Symptome und Diagnostik

Die Barrettmetaplasien oder AK im Frithstadium machen selten Symptome, eventuell
kann es zu einer oberen GI Blutung kommen. Der Reflux hingegen, der der Metaplasie
zugrunde liegt, kann Beschwerden verursachen. Hierbei kdnnen zum Leitsymptom
Sodbrennen auflerdem retrosternale und epigastrische Schmerzen hinzukommen. Pa-
tienten mit regelméfBigen und andauernden Refluxbeschwerden sollten deshalb, insbe-
sondere ab einem Alter iiber 50 Jahren, eine diagnostische Endoskopie erhalten. Be-
griinden lésst sich dieses Vorgehen damit, dass friihzeitig entdeckte AK gute therapeu-
tische Ergebnisse aufweisen. Leider wird weiterhin ein Grof3teil der Tumoren erst im
fortgeschrittenen Stadium entdeckt, weil es erst in diesem Stadium zum Leitsymptom
der Dysphagie kommt (Behrens et al. 2011). In Rahmen der Dysphagie kann es dann
auch zur Gewichtsabnahme und Mangelerndhrung kommen (Wagner und Miiller
2009). Die Diagnosestellung sowohl eines Barrett-Osophagus als auch eines AK er-
folgt iiber eine Endoskopie mit Biopsieentnahme und histologischer Untersuchung.
Weitere wichtige Diagnostik im Rahmen des Tumorstaging ist der endoskopische Ult-
raschall (im Folgenden kurz EUS) zur Beurteilung der lokalen Infiltrationstiefe sowie
der lokalen Lymphknoten (im Folgenden kurz LK). Das nodale Staging ist ein wichti-
ger prognostischer Faktor beim AK und ist mitentscheidend fiir die Wahl des passen-
den Therapieschemas. Eine Sonographie des Abdomens erfolgt insbesondere zum
Ausschluss von Lebermetastasen. Ein Multidetektor Computer Tomogramm (im Fol-
genden kurz CT) des Thorax und des Abdomens ist zum genauen Staging zwingend
indiziert. Es sollte der Osophagus in seiner gesamten Léinge dargestellt werden. Er-
ginzend kann ein PET-CT, insbesondere bei fortgeschritten Tumorstadien, zur Ver-
besserung des Staging sinnvoll sein. Ein genaues Staging ist Grundvoraussetzung fiir
eine evidenzbasierte Therapie, welche sich nach dem Tumorstadium, aber auch nach
individuellen Faktoren wie Alter, Gesundheitszustand und Begleiterkrankungen rich-

tet.

2.1.5 Therapie und Prognose

Zunichst sollte die Entstehung der GERD verhindert werden, z. B. durch Gewichtsre-
duktion sowie ggf. durch friihzeitige Refluxausschaltung mittels Fundoplikatio (Koop
et al. 2014). Sollte bereits eine Barrett Dysplasie entstanden sein, besteht die Moglich-

keit einer endoskopischen Entfernung des Barrettepithels. Endoskopische Kontrollen
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bei Barrettmetaplasie sind indiziert, um eine maligne Transformation friithzeitig zu er-
kennen, da frithe Tumorstufen bei entsprechender Therapie eine gute Prognose auf-
weisen. Zeigt sich bereits ein Karzinom, richtet sich die Therapie nach der TNM/UICC
Klassifikation. Hochgradige intraepitheliale Neoplasien (im Folgenden HGIEN) und
mukosomale Adenokarzinome des Osophagus kénnen heutzutage zumeist mittels ei-
ner endoskopischen Resektion (im Folgenden ER) therapiert werden. Anhand des re-
sezierten Préparates erfolgt eine genaue histologische Aufarbeitung. Bei einem auf die
Mukosa beschriankten Lokalrediziv ist eine erneute ER moglich (Porschen et al.2015).
Zeigt sich im Staging jedoch ein hohergradiges Tumorstadium, erfolgt eine Intensivie-
rung der Therapie. Die operative kurative Versorgung des AK, sowie der Karzinome
des gastro-dsophagealen Ubergangs, ist bei operablen Patienten das Mittel der Wahl.
Es handelt sich um einen Zweihohlen-Eingriff (Thorax und Abdomen) und somit um
einen Hochrisiko-Eingriff. Ziel einer operativen Therapie ist eine komplette Entfer-
nung des Karzinoms. Ein proximaler und distaler Sicherheitsabstand von 2-4 cm sollte
eingehalten werden (Wu et al. 2014). Zudem sollten moglichst viele regionale Lymph-
knoten mit entfernt werden, wobei das Ziel eine Entfernung von iiber 20 LK ist. Die
Wahl des chirurgischen Verfahrens richtet sich vor allem nach der Lokalisation des
Tumors und dem Tumorstadium. ,,Das Standardverfahren ist die subtotale transthora-
kale Osophagektomie mit Resektion des proximalen Magens und Rekonstruktion mit
Magenhochzug und hoch intrathorakaler Anastomose® (Porschen et al. 2015, S. 73).
Je nach lokalem Befund kann eine Erweiterung der Resektion z.B. auf die Vena azy-
gos, den Ductus thoracicus, das Perikard oder aber Pleura und Lungenlappen zum Er-
reichen einer RO-Resektion indiziert sein. Bei erreichter RO-Resektion liegt die 5-Jah-
res-Uberlebensrate bei ca. 40%, wird hingegen keine tumorfreie Resektion erreicht,
versterben die Patienten in aller Regel innerhalb der nichsten 2 Jahre (Holscher et al.
2010). Tumoren mit Infiltration der Pleura, des Zwerchfells oder des Perikards, ent-
sprechend einem Tumorstadium T4a, gelten noch als resektabel. Hingegen gelten Tu-
moren mit Infiltration von Aorta, Wirbelkorpern oder Trachea, entsprechend T4b Kar-
zinomen, als nicht mehr resezierbar. Bei der zeitgleich zu der Tumorresektion durch-
zufiihrenden Lymphadenektomie unterteilt man in drei Lymphknotenfelder, das zer-
vikale, das thorakale und das abdominelle. Die Zweifeld-Lymphadenektomie beinhal-
tet die Ausrdumung der thorakalen und abdominellen Lymphknoten. Bei dem AK wird
in der Regel eine Zweifeld-Lymphadenektomie durchgefiihrt. Es ist das Ziel, mog-

lichst alle Lymphknotenmetastasen zu entfernen, angestrebt wird dabei, tiber 20 LK
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zu entnehmen. Verfahren der Wahl zur Rekonstruktion nach subtotaler Osophagekto-
mie ist der Magenhochzug. Beim Tumorstadium T2 des AK ist eine praoperative Che-
motherapie, oder Radiochemotherapie in Erwégung zu ziehen, jedoch nicht eindeutig
empfohlen. In der Regel kombiniert man ab einem Tumorstadium T3 bei prinzipiell
kurabel therapierbarem 6sophagealen Adenokarzinom ein operatives Verfahren mit
einer pri- oder perioperativen Chemo- oder Radiochemotherapie. Im Universititskli-
nikum Hamburg Eppendorf erfolgt regelhaft ab dem Tumorstadium T3 eine neoad-
juvante Chemotherapie. Als Chemotherapie erfolgt in der Regel eine kombinierte Be-
handlung mit Cisplatin und Fluorouracil. Als alternatives Chemotherapie-Regime,
kommt die Kombination von Carboplatin und Paclitaxel oder aber das Folfox Schema,
aus Fluorouracil/Folinsdure und Oxaliplatin, in Frage (Conroy et al. 2014, Alderson et
al 2015). Insbesondere ist der Lymphknoten Status prognostisch entscheidend (van
Hagen et al. 2012); Durch eine neoadjuvante Chemotherapie oder Radiochemothera-
pie kann ein Downstaging erreicht werden. Zusammenfassend kann man sagen, dass
bislang das Basis Chemotherapie Verfahren mit einer Kombination von Cisplatin und
5-Fluorouracil bei AK des Osophagus erfolgt, dass aber das Folfox Schema, Carbopla-
tin und Paclitaxel und andere Chemotherapie Kombinationen ebenbiirtig erscheinen
(Conroy et al. 2014, Alderson et al 2015). Bei distalen AK des Osophagus ist eine
Chemotherapie bereits ab dem Tumorstadium T2 in Erwdgung zu ziehen, ebenso in
Einzelfillen eine kombinierte Radiochemotherapie. Ab dem Tumorstadium T3 ist eine
pri- oder perioperative Chemotherapie oder Radiochemotherapie indiziert. Bei den
kurativ inoperablen Patienten, die ca. 50% der Osophaguskarzinom Patienten ausma-
chen, kann eine simultane Radiochemotherapie die Lebensqualitét verbessern und eher
geringfiigig die Lebensdauer verlingern, da das Ansprechen auf kombinierte
Chemotherapeutika bei fortgeschrittenem Osopahguskarzinom schlecht ist und von ei-
ner medianen Lebenserwartung von unter 10 Monaten auszugehen ist. Eine primére
Radiochemotherapie ist die Therapie der Wahl bei aus anderen Griinden, wie z.B. kar-
diovaskuldren Risiken oder allgemeinen Operationsrisiken, inoperablen Patienten. Die
initial ungefihr gleichwertige 5 Jahres Uberlebenszeit bei Operation und primérer Ra-
diochemotherapie hat sich durch verbesserte OP-Technik mit reduzierter perioperati-
ver Mortalitdt zugunsten der Operation verschoben (Enzinger und Mayer 2003). Es
zeigt sich eine deutliche Uberlegenheit einer kombinierten Radiochemotherapie im
Vergleich zur isolierten Bestrahlung bei nicht operierten Patienten (Herskovic et al.

1992, al-Sarraf et al. 1997). Neben der etablierten Therapie wird derzeit an
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verschiedenen neuen Therapieoptionen geforscht, um die weiterhin nicht
zufriedenstellende Uberlebenswahrscheinlichkeit zu verbessern. Die Erforschung der
Rolle verschiedener Adhdsions- und Rezeptormolekiile bei der Tumorentstehung und

Ausbreitung konnte mogliche neue diagnostische und therapeutische Wege aufzeigen.

2.2 Zelladhiasion

Adhésionsmolekiile sind strukturgebende Proteine, die fiir den Zusammenhalt
zwischen den einzelnen Zellen eines Organs sorgen. Sie sind nicht nur fiir die
dreidimensionale Struktur einer Zelle und somit des gesamten Gewebes
verantwortlich, sondern auch als Rezeptoren titig und konnen durch ihre
Rezeptorfunktion in die Regulation verschiedener intrazelluldrer Prozesse eingreifen,
wie z.B. den Zellzyklus, die Genexpression und die Apoptose. Eine normale Funktion

der Zelladhdsionsmolekiile ist somit Voraussetzung fiir eine normale Organfunktion.

»Adhédsionsmolekiile sind integrale Membranproteine mit extra- und intrazelluldren
Anteilen. Die intrazelluldiren Anteile stehen mit dem Zytoskelett und mit
Signaltransduktionsmolekiilen in Verbindung®“ (Bocker et al. 2004, S44). Sie lassen
sich in vier Hauptfamilien unterteilen, die Integrine, Selektine, Cadherine und die
Rezeptoren der Immunglobulingen-Superfamilie. Die Integrine werden von den Zellen
der Immunabwehr, wie Monozyten/Makrophagen, Granulozyten und Lymphozyten,
exprimiert. Mit Hilfe dieser Zellen der Immunabwehr konnen Integrine an die
extrazelluldire Matrix binden. Bei den Selektinen werden unter anderem das
Endothelzell-Adhésionsmolekiil 1 (ELAM-1) und das Leukozyten Adhésionsmolekiil
(LAM-1) unterschieden. Erstere bewirken eine Bindung neutrophiler Granulozyten an
Endothelzellen, letztere dienen der Lymphozyten Adhidsion. Cadherine dienen der
Zell-Zell Adhision, abhingig von dem Gewebe, in dem sie vornehmlich auftreten,
unterscheidet man E-, N-, P-Cadherin, wobei E- fiir endotheliales, N- fiir neuronales
und P- fiir plazentares-Cadherin stehen. Des Weiteren gehort Desmocollin, welches
ein Bestandteil der Desmosomen ist, zu der Cadherinsuperfamilie. Zu der
Immunglobulingen-Superfamilie gehdren das (N-CAM) Neuralzelladhidsionsmolekiil,
(ICAM 1-3) Leukozyten- Endothel-Interaktion mit LFA-1 und das (VCAM-1)
Leukozyten-Endothel-Interaktion.



Die Festigkeit eines Gewebes wird durch den Zusammenhalt einzelner Zellen erreicht.
Verschiedenste Zellverbindungen dienen dabei den Zusammenhalt dieser Zellen. So
versiegeln tight junctions die Epithelschichten benachbarter Zellen. Gap junctions
hingegen sind Zellverbindungen, die den Austausch kleiner wasserloslicher Molekiile
erlauben. Desmosomen sind feste Verbindungen der Intermedidrfilamente
benachbarter Zellen. Hemidesmosomen wiederum verankern die Intermediérfilamente
einer Zelle mit der Basallamina. Des Weiteren gibt es die Adhdrenzverbindungen,
welche dhnliche oder gleiche Actinbiindel benachbarter Zellen verbinden (Alberts et
al. 2005). Im Verbund dienen Adhirenzverbindungen und die Desmosomen der
Verkniipfung von Epithelzellen untereinander, Hemidesmosomen binden die

Epithelzellen an die Basallamina (Alberts et al. 2005).

Im Inneren sowohl der Adhdrenzverbindungen als auch der Desmosomen befinden
sich Transmembranproteine, die zur Familie der Cadherine gehdren (Alberts et al.
2005). Cadherine erzeugen eine Haftverbindung zwischen zwei Zellen. Zwei
gleichartige Cadherinmolekiile in der Plasmamembran benachbarter Zellen kénnen
extrazellulir aneinanderbinden. Intrazellulir sind sie iiber Proteinlinker an
Cytoskelettfilamente  gekoppelt. Da nur gleichartige = Cadherinmolekiile
aneinanderbinden, wird diese Art der Bindung als homophil beschrieben. Diese
Eigenschaft verhindert ein chaotisches Mischungsverhiltnis in einem Gewebe
bestehend aus verschiedenen Zelltypen (Alberts et al. 2005). Die Bindung zweier
Cadherine untereinander erfordert die Anwesenheit von Calcium im extrazelluldren

Raum, diese Eigenschaft der Molekiile war namensgebend (Alberts et al. 2005).

2.2.1 Zelladhision bei Tumoren

Bedenkt man die Funktion der Adhisionsmolekiile im gesunden Gewebe, so erscheint
ein Funktionsverlust bzw. eine Verdnderung der Funktion dieser strukturgebenden
Rezeptoren im tumords verdnderten Gewebe zwangsldufig notwendig, um das
Tumorgewebe loszuldsen von den natiirlichen Regulationsmechanismen des gesunden
Gewebes. Die Eigenschaft des unkontrollierten Wachstums des Tumors ist nur
moglich durch eine Ausschaltung des Zellzyklus und der Apoptose. Bei der
Metastasierung, sowohl lokal, als auch der Fernmetastasierung via Lymphe oder Blut,
ist eine Uberwindung der Gewebebarrieren bzw. Losung einzelner Tumorzellen aus

dem Gewebeverband notwendig. Dies kann nur erreicht werden, indem die Funktion
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der Adhisionsmolekiile gestort wird. Eine Einnistung von Tumorzellen in spezifischen
Geweben im Rahmen der Metastasierung bedarf jedoch auch funktionierender
intrazelluldrer Bindungen. Dies ist kein wahlloser Vorgang, sondern erfolgt nach
festen Regeln (Alberts et al. 2005, Sokeland und Schumacher 2019). In verschiedenen
Studien konnte eine verdnderte Expression von Adhédsionsmolekiilen in
unterschiedlichsten Tumoren nachgewiesen werden (Winter et al. 2008, Bremnes et al
2002, Li et al. 2016).

Die Bildung von Metastasen besteht aus einer Vielzahl hoch komplexer Abldufe. An
jedem dieser einzelnen in der metastatischen Kaskade beschriebenen Schritte, kann es
zum Abbruch der Metastasenentwicklung kommen. Somit ist es nicht {iberraschend,
dass nur wenige der von dem Primartumor ausgeschwemmten Krebszellen tatsdchlich
Metastasen bilden. Das Verstindnis der zugrundeliegenden molekularbiologischen
Schritte ist essentiell, um geeignete diagnostische und therapeutische Mittel zu
entwickeln (DeVita et al. 2004). Die Metastasierung ist ein komplexer Prozess, der auf
drei verschiedenen Wegen erfolgt: 1) als Streuung in praformierte Hohlen, 2) als
lymphatische Metastasierung und 3) als himatogene Metastasierung. Es gibt jedoch
groBBe Unterschiede in der Héufigkeit des metastatischen Befalles unterschiedlicher
Organe. Lunge und Leber, die durch den cavalen und portalen Blutfluss gut
durchblutet sind, werden hdufig metastatisch befallen, das Muskelgewebe und die
Nieren, die ebenfalls gut durchblutet sind, sind jedoch selten von Metastasen befallen.
Diese Tatsache fiihrte dazu, dass Paget im Jahr 1989 postulierte, dass die
Metastasierung eine Konsequenz der Interaktion der Tumorzelle (Saat) mit einem

geeigneten Organ Umwelt (Ndhrboden) ist (Bronchud et al. 2000).

Auf dem Weg zur Bildung einer Metastase muss die Tumorzelle zahlreiche Schritte
durchlaufen:

- sich vom soliden Tumor 16sen,

- das benachbarte normale Gewebe infiltrieren,

- in den Blutfluss eindringen (Intravasation),

- im Blutfluss entweder als einzelne Zelle oder als Zellklumpen {iberleben,

- in Kapillarbett des neuen Ortes anhalten,

- durch die GefaBwand austreten (Extravasation),

- das umliegende Gewebe infiltrieren,

- in dem neu besiedelten Gewebe als solider Tumor wachsen,
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- und anschlieBend den Prozess von neuem starten

(Bronchud et al. 2000)

Da der erste Schritt der Metastasierungs-Kaskade das Loslosen der Tumorzelle vom
Tumor umfasst, wird eine Metastasierung durch die Auflockerung des Zellverbundes
(Epithelial mesenchymale Transition) gefordert (Kalluri et al. 2009). Im epithelialen
Gewebe ist die Zell-zu-Zelladhdsion maligeblich durch E-Cadherin vermittelt.
Zwischen einer deregulierten Funktion von E-Cadherin und der Invasivitit eines
Tumors besteht ein Zusammenhang. So konnte fiir eine Vielzahl von Tumoren, wie
z.B. fiir Brust-, Lungen-, Speiseréhren- und Darmkrebs (Bremnes et al. 2002, Li et al.
2016, Buda et al. 2011, Siitonen et al. 1996), ein Zusammenhang zwischen
aufgehobener oder erniedrigter E-Cadherin Expression und dem klinischen Stadium
oder Differenzierungsgrad festgestellt werden. Im Umkehrschluss konnte gezeigt
werden, dass eine Tamoxifen Behandlung bei Brustkrebs die E-Cadherin Expression
wiederherstellen konnte und einen invasiven Phénotyp unterdriickte (Bracke et al.
1994). Jedoch ist die Zellkohdsion nicht ausschlieBlich von der Cadherin Expression
abhingig; Auch Verdnderungen in der Catenin Expression konnen zu gestorter
Zelladhésion fiihren, da diese durch einen Komplex aus Cadherin und Catenin erreicht
wird. Das Level an freiem Catenin wird durch das APC Protein reguliert, welches an
Catenin binden kann. Ist das APC Protein hingegen mutiert, bindet es nicht mehr an
Catenin. Das freie Catenin kann nun mit Transkriptionsfaktoren wie LEF-1 (Lymphoid
enhancer factor) und TCF (T-cell factor) interagieren und zur vermehrter Gen

Expression flihren.

Cadherin und Catenin haben folgende Einfliisse auf den Zellzusammenhang:

1) direkt iiber homophile Zelladhdsionskomplexe,

2) Catenin hat direkte Wirkung auf den Zellkern {iber den Wingless Integration 1
Signalweg (Wnt-Signalweg),

3) Eine aufgehobene E-Cadherinfunktion fiihrt zur ansteigenden Regulation von u-PA
(urokinase plasminogen activator), einer Protease, die Matrix abbauen kann, davon
unabhingig aber auch mitotische Signalwege der Zelle aktiviert und die zellulédre

Migration erhéht (Bronchud et al. 2000).
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2.2.2 CXCR4

Chemokin Rezeptor 4, abgekiirzt CXCR 4, gehort zu der Familie der Chemokin
Rezeptoren und wird besonders auf Stammzellen und Blutzellen exprimiert. Es handelt
sich um ein transmembrandses G Protein. CXCR 4 wird durch den Liganden CXCL
12 aktiviert, was zu einer intrazelluldren Signaltransduktionskaskade fiihrt. CXCR 4
ist besonders bei der Angiogenese, der Wundheilung und der Organreparatur beteiligt.
Eine Expression von funktionstiichtigem CXCR 4 ist, zum Beispiel bei
Mamakarzinom bekannt (Miiller et al. 2001). CXCR4 und CXCR7 werden in
Brustkrebs Tumorzellen stark exprimiert, diese Chemokine binden an die Rezeptoren
CXCL12 und CXCL21, welche man im hohen Malle in der Leber, in LK und im
Knochenmark findet. Dies sind Orte, an denen man hédufig Metastasen vom
Mamakarzinom antrifft (DeVita et al. 2004). Hieraus ergibt sich ein therapeutischer
Ansatz. Wenn es gelingen sollte, entweder CXCR 4 oder seine Liganden zu
blockieren, konnte moglicherweise eine Metastasierung des Tumors verhindert
werden. Auch fiir das Osophaguskarzinom (hier keine Differenzierung zwischen AK
und PK) wurde eine deutliche Assoziation einer CXCR 4 Expression und einer

schlechten Prognose festgestellt (Kaifi et al. 2005).

2.2.3 Cadherin und E-Cadherin

Zur Superfamilie der Cadherine gehoren iiber 100 verschiedene Glykoproteine mit
sowohl extrazelluldren, transmembrandsen als auch zytoplasmatischen Domaénen.
Uber die extrazellulire Domine erfolgt Calcium abhiingig die Zelladhdsion. Diese
Eigenschaft war namensgebend fiir die Cadherine. Der Name Cadherin entstand durch
die Zusammenziehung des Begriffs Calcium abhédngiges Adherin (Wagener und

Miiller 2009).

Epitheliales Cadherin (im Folgenden kurz E-Cadherin) ist ein klassisches Mitglied der
Cadherin Molekiilfamilie. Es handelt sich um ein transmembrandses Protein, welches
Calcium abhéngig die Zell-zu-Zell-Adhdsion vermittelt. E-Cadherin findet sich in der
Zonula adherens der Zellen. Der Grofiteil der Tumoren, etwa 80-90%, entstammt
epithelialem Gewebe. Bei der Entwicklung und dem Progress maligner Tumoren spielt
E-Cadherin eine bedeutende Rolle, da es das wichtigste Cadherin der Epithelien ist. E-
Cadherin ist das Produkt des CDHI1-Gens, welches in vielen Tumoren durch

verschieden Mechanismen vermindert exprimiert wird, z.B. durch verminderte
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Transkription (Wagener und Miiller 2009). Eine Vielzahl von Studien (z.B. Winter et
al. 2008) haben gezeigt, dass ein fortgeschrittenes Stadium der Tumorgenese bzw. ein
schlechter Differenzierungsgrad mit dem Verlust der Expression von E-Cadherin
einhergeht. Es zeigt sich auch ein unterschiedliches AusmalBl der E-Cadherin
Expression bei verschiedenen Tumorentititen. So zeigt sich beim undifferenzierten
nicht kohdsiven Tumor des Pankreas ein kompletter E-Cadherin Verlust, wahrend das
solide duktale Adenokarzinom des Pankreas E-Cadherin exprimiert (Winter et al.
2008). Bei der Transformation eines benignen Tumors in einen malignen spielt der
Verlust der E-Cadherin Expression eine entscheidende Rolle. Dieser Verlust und der
dadurch gestorte Zellzusammenhalt fiihren zu Entdifferenzierung, invasivem
Wachstum und Bildung von Metastasen (Schwab 2001). Die Funktion des E-Cadherin
geht iiber die rein physikalische Stabilisierung benachbarter Zellen hinaus, es hat
ebenfalls Auswirkung auf die Differenzierung, die Proliferation und die Migration von
Zellen. Die Regulation der Cadherin Wirkung erfolgt nicht nur auf der Ebene der
Genexpression, sondern auch durch Regelung des E-Cadherin Adhédsionskomplexes,
bedingt durch das Recruitment bereits bestehender Cadherin Molekiile, des
Calciumspiegels und die fiir die Zelladhdsion wichtige Bildung des Cadherin-Catenin
Komplexes. Bei den Catenin Molekiilen unterscheidet man in a-, B-, y- und p120-
Catenin. Sie verbinden die extrazelluldren Cadherin Molekiile mit dem intrazelluldren
Aktinzytoskelett. Die Wirkung der Catenine, besonders des p120-Catenins, konnen
durch Rezeptor-Tyrosinkinasen {iber eine Phosphorylierung beeinflusst werden. Die
Phosphorylierung bewirkt eine Losung des Catenins vom zytoplasmatischen
Adhisionskomplex. Diese Eigenschaft der Catenine kann bei Behandlung der Zellen
mit Wachstumsfaktoren, wie z.B. mit Hepatocyte Growth Factor (im Folgenden kurz
HGF), Epidermal Growth Factor (im Folgenden kurz EGF) oder Platelet-Derived
Growth Factor (im Folgenden kurz PDGF), beobachtet werden (Schwab 2001). Fiir
das nicht differenzierte Pankreaskarzinom zeigte sich in Studien ein Fehlen des B-
Catenins, welches mit einem Verlust der Funktion der Zonula Adhérens einherging.
Mogliche Ursache der gestorten E-Cadherin Funktion ist die Hypermethylation des E-
Cadherin Promotors (Winter et al. 2008). E-Cadherin, bzw. der Cadherin-Catenin-
Komplex mit seinen multiplen Interaktionen auf zelluldrer Ebene ist somit auch ein
Ansatzpunkt fiir neue Therapieformen. Fiir das Osophaguskarzinom befinden sich
verschiedene Therapieformen in einer frithen Entwicklungsphase.

Erfolgsversprechende Aussichten gibt es bei der Therapie mit Antikorpern gegen den
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Epidermal Growth Factor Receptor und den Vascular Endothelial Growth Factor
Liganden, sowie bei der oralen Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren (Tew et al.

2005).

2.2.4 Midkin

Midkin (im Folgenden kurz MK), auch bekannt als neurite growth-promoting factor2
wird auf dem MDK Gen kodiert und ist ein Heparin bindender Wachstumstaktor, der
fiir die Regulation zelluldrer Vorgénge zustdndig ist und zu den Zytokinen gehort. MK
wird wiéhrend der Embryogenese, insbesondere im zweiten Trimenon, stark
exprimiert. Beim Erwachsenen wird MK jedoch nur in speziellen Fillen, z. B bei
Verletzung, Entziindung und Tumorbildung, exprimiert. Dieses limitierte
Vorkommen, und dass es sich um ein I9sliches Zytokin handelt, welches bei erhohter
Expression hiufig in Serum und anderen Korperfliissigkeiten nachzuweisen ist (Jones
2014), macht MK zu einem passenden Ziel bei der Entwicklung neuer diagnostischer
Methoden und spezifischer Therapien (Muramatsu 2011). An den Zielzellen bewirkt
es eine Proliferation sowie ein Uberleben der Zelle, des Weiteren ist MK an der
Differenzierung und Migration der Zielzellen beteiligt. Im Rahmen seiner Funktion
spielt er auch bei zahlreichen Tumorerkrankung eine wesentliche Rolle. MK verstarkt
das Tumorwachstum, indem es das Uberleben, die Angiogenese, die Proliferation und
die Metastasierung von Tumoren fordert. Es konnte gezeigt werden, dass eine Midkin-
Uberexpression bei verschiedenen Tumoren mit einer Tumorprogression und einer
schlechten Prognose einhergeht, so z.B. beim Magenkarzinom (Rawnaq et al. 2011)

und dem hepatozelluldren Karzinom (Koide et al. 1998).

Hepatozelluldres Karzinom 31
Magen Karzinom 16
Kolorektales Karzinom 12
Prostata Karzinom 69
. 50 T 100(%)

Abb. 1: Erhéhte Midkin Expression in humanen Tumoren. Die X-Achse zeigt den prozentualen
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Anteil der Tumoren mit erhéhter Midkin Expression. Die Y-Achse zeigt die verschiedenen

Tumorentitaten und die Anzahl der Untersuchten Falle. (Modifiziert nach Muramatsu 2002).

Eine hohe MK Expression wurde mit einem schlechten Ansprechen auf
Chemotherapie assoziiert (Mirkin et al. 2005). Im Tierexperiment konnte gezeigt
werden, dass mit auf MK adressierter antisence-oligo-DNA oder siRNA das
Tumorwachstum gehemmt werden konnte, woraus in Zukunft eine Therapieoption bei
Tumoren entwickelt werden konnte (Takei et al. 2001). Derzeit wird an verschiedenen
moglichen MK Inhibitoren geforscht, z.B. an multi- oder monoklonalen Antikérpern
oder Inhibitoren auf Chondroitinsulfat E- oder Heparinbasis. Es konnten bei
Betroffenen verschiedener Krebserkrankungen erhohte MK Werte in Serum, Plasma
oder auch Urin gefunden werden. Dies macht MK zu einem viel untersuchten
Tumormarker, so z.B. beim alpha-Fetoprotein negativen hepatozelluldren Tumor (Jia
et al. 2007). MK wird jedoch auch bei entziindlichen, nicht malignen Prozessen wie
z.B. rheumatoider Arthritis exprimiert. Dies verringert die Spezifitdt, daher wird
aktuell nach tumorspezifischen MK Formen, z.B. mit durch alternatives Splicing

gekiirztem MK gesucht (Kaname et al. 1996).

2.2.5 Periostin

Periostin, auch Osteoblast Specific Factor 2 genannt, ist ein extrazelluldr von
mesenchymalen Zellen, unter anderem von Fibro- und Osteoblasten, exprimiertes
Matrixprotein. Periostin wird auf dem POSTN Gen kodiert. Es ist in der
Narbenbildung und dem Remodeling beteiligt, z.B. nach Myokardinfarkt. Uber die
Bindung zu Integrinen ist Periostin an der Zelladhdsion und Zellmigration beteiligt.
Eine Uberexpression von Periostin wurde in verschiedenen Karzinomen
nachgewiesen. So zum Beispiel im nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom (Hong et
al. 2013), im Kolonkarzinom (Li et al. 2015) und auch im PE des Osophagus
(Michaylira et al. 2010). In vielen Karzinomen ist Periostin durch die Bindung an
Integrine und hierdurch bedingte Aktivierung verschiedener Signalwege unter
anderem des PI3-K/Akt und Akt/PKB- und FAK- vermittelten Signalweg an dem
Zelliiberleben, Invasion, Angiogenese und Metastasierung beteiligt (Ruan, K. et al.
2009). Fiir das orale Plattenepithelkarzinom des Mundes konnte ein Zusammenhang
zwischen vermehrter Periostin  Expression und friihzeitiger lymphogener

Metastasierung festgestellt werden (Kudo et al. 2006). Fiir das cholangiozellulire
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Karzinom erscheint der Periostin Nachweis ein geeignetes bioptisches diagnostisches
Verfahren und zur Fritherkennung niitzlich zu sein (Riener 2011); Dies scheint auch

fiir das kolorektale Karzinom zu gelten (Li et al. 2015).

Kolenkarzinom

* Fardert das Zell Uberleben unter Stress

Bedingung vin AKT/PKE Signalweg

* * Beglinstigt Angiogenesis

*  Fardert Tomorwachstum und bepatische
Metastasienng

Abb. 2: Funktion und Expression von Periostin in humanen Karzinomen Ubersetzt und

Modifiziert von der Vorlage (Ruan K et al. 2009)

2.2.6 CD45

Es handelt sich um ein ,,Cluster of differentiation* Molekiil, welches insbesondere auf
Leukozyten exprimiert wird. CD 45 ist ein Glykoprotein mit einer bedeutenden
Funktion bei der intrazelluldren Signaltransduktion. Der intrazelluldre Abschnitt von
CD 45 weist Tyrosin-Phosphatase-Aktivitdt auf. CD 45 wird durch alternatives
Splicing der Exone 4-6 in verschiedenen Isoformen exprimiert (Pinna und Cohen
2005), unter anderem CD 45 RA und RO. CD 45 RO hat eine hohe Assoziation zum
T-Zell Rezeptor. CD45 RO scheint spezifisch fiir T-Zell Gedichtniszellen und
Effektorzellen zu sein, CD45RA wird auf naiven (nicht aktivierten) T-Zellen
exprimiert (Mackay 1999). CD45RO positive T-Zellen wandern, Antikdrper
vermittelt, durchs Gewebe. CD 45 hat in der immunhistochemischen Diagnostik eine
groBe Bedeutung, da es als Pan-Leukozytenmarker fungiert. Uber monoklonale

Antikorper konnen CD45 exprimierende Zellen markiert werden. Das
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Expressionsmuster ist z.B. wichtig bei der Klassifikation und Therapie der Leukdmien
(Behm et al 1992, Borowitz et al 1993). Folgende Studie konnte zeigen, dass beim
kleinzelligen Bronchialkarzinom (Wang et al. 2013) eine hohe CD 45 Expression fiir
eine gute Prognose spricht. Beim AK (Rauser et al. 2010) und PK (Enomoto et al.
2012) des Osophagus konnte in vorausgehenden Studien bereits eine bessere Prognose
fiir Tumoren mit einer hohen Anzahl an CD 45 positiven T-Lymphozyten gezeigt
werden. ,,In multivariate analysis, a low density of intratumoral CD45RO+ immune
cells was an independent unfavorable factor for disease-free survival in stages I-1TA
patients” (Rauser et al. 2010). Dies spricht dafiir, dass unter anderem auch CD 45
positive T-Zellen eine wichtige Rolle in der Immunantwort auf Tumoren spielen und
bietet moglicherweise einen Therapieansatz mit Induktion von T-Zellen in Tumoren
zur Verhinderung insbesondere der Tumor Metastasierung (Enomoto et al. 2012). CD
45 Antikorper werden bereits bei der myeloablativen Radio-Immun-Therapie maligner
Erkrankungen, z.B. beim multiplen Myelom (weist hohe CD45 Expression auf)

erforscht und eingesetzt (Buchmann 2008).

T-cell memory

-
Naive T Memory T (TGM} Effector I“I"IBI‘!"IOF}’ aF (TEM)
CCR7* CCR RV~

CD45RA™ CD45F|A_ CD-‘ISHA‘

Relative migration
efficiency

Lyrnph node Skin Mucosa

o437 integrin
CCR5

Combination code  L-selectin o4B1 integrin
for entry CCRY CCR4

Abb. 3: Expression von CCR7 und CD45RA auf Lymphozyten und ihre Rezeptor vermittelte
Migration durch die Gewebe (Makay 1999).
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3 Material und Methoden

3.1 Probenmerkmale und Patientenkollektiv
In der Chirurgie des Universitidtskrankenhauses Eppendorf werden jahrlich 70 bis 90
onkologische Patienten an der Speiserohre operiert. Es war das Ziel, eine moglichst
grof3e Stichprobenanzahl zu untersuchen, um ein signifikantes Ergebnis zu erlangen.
Es wurden zuniichst alle seit 1992 bis November 2009 am Osophaguskarzinom
operierten Patienten, als Untersuchungskollektiv in Erwdgung gezogen. Anschlie3end
wurde dieses Kollektiv nach den Kriterien, Vorliegen eines Adenokarzinoms des
distalen Osophagus und zusitzliches Vorliegen einer Leberprobe, spezifiziert. Bei ca.
20% der Proben, der in dem Zeitraum von 1992 - 2009 operierten malignen
Erkrankungen des Osophagus, handelte es sich um AK. AK der Kardia wurden
eingeschlossen, sofern der Ursprung des Tumors im dsophagealen Anteil der Kardia
lag, definitionsgemil oberhalb der Z-Linie. Neben dem histologisch gesicherten und
durch einen Pathologen klassifizierten Vorliegen eines distalen AK des Osophagus,

war das Vorliegen einer Leberprobe ein notwendiges Einschlusskriterium.

Das Untersuchungsdesign sah vor, die entsprechenden Leberproben, die Lymphknoten
und den Primértumor auf Verdnderungen der Expression von Adhédsions- und
Oberfldchenmolekiilen, speziell die Molekiile E-Cadherin, Periostin, Midkin, CD 45
und den Chemokinrezeptor CXCR4, zu untersuchen. Als Verfahren der Wahl wurde
das Tissue Microarray gewdihlt, welches den Vorteil bietet, mehrere Proben
gleichzeitig zu farben und anschlieend unter dem Mikroskop auswerten zu kénnen.
Primdres Untersuchungsziel war die Begutachtung der Expression der jeweiligen
Molekiile im Lebergewebe, zusitzlich wurde Lymphknoten- und Primértumor-
Gewebe beurteilt. Bei den Leberproben handelte es sich, sowohl um synchron, also
zusammen mit dem Primédrtumor, als auch um metachron, das heift zu einem anderen
Zeitpunkt, entnommene Proben. Bei einem Teil der Patienten lagen sowohl synchrone
als auch metachrone Proben vor. Bei den Lymphknoten handelte es sich in der Regel
um synchrone Proben. Wenn sowohl infiltrierte, als auch gesunde Lymphknoten
vorhanden waren, so wurde von beiden Gruppen jeweils ein Lymphknoten untersucht.
Es wurden alle Tumorstadien, von Karzinoma in situ bis hin zu fortgeschrittenen
Tumorstadien mit Fernmetastasen, eingeschlossen. Es wurden Gewebeproben von
insgesamt 65 Patienten mit AK untersucht. Bei 21 Patienten lag eine gesicherte

hepatische Metastasierung vor, bei den {lbrigen 44 Patienten waren keine
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Lebermetastasen bekannt. Von 58 Patienten waren vollstindige Follow-up-Daten
bekannt. Ein Uberblick iiber die Patienten Charakteristika verschafft die folgende
Tabelle.

Tab.1. Merkmale des Patientenkollektivs

Mannlich Weiblich Gesamt
Anzahl 56 (86%) 9 (14%) 65
Altersdurchschnitt 63,7 Jahre 61,8 Jahre 63,4 Jahre
Patienten mit 17 (63,1 Jahre) 4 (61,5 Jahre) 21 (62,7 Jahre)
Lebermetastasen
Patienten ohne 39 (64 Jahre) 5 (62 Jahre) 44 (63,7 Jahre)
Lebermetasten
Patienten ohne 6 1 7
vollstindige
Nachsorgedaten

Alle Proben stammten von Patienten mit einem sicher diagnostizierten und
klassifizierten adenoiden Primdrtumor im distalen Osophagus. Auf den
Schnittpréparaten der untersuchten Gewebe wurden die Areale der Primartumoren,
Leber- und Lymphknotenmetastasen abgrenzend gekennzeichnet. Diese
gekennzeichneten Schnittpriparate dienten dann als Stanzvorlage fiir die Bohrung in
den Gewebeparaffinblocken. Es wurde ein Tissue Microarray (im Folgenden kurz
TMA) Plan angelegt, so dass nachvollziehbar blieb, welche Probe zu welchem
Praparat gehort. Durch spezielle immunhistochemische Farbung wurden die

Adhésionsmolekiile sichtbar gemacht.

3.2 TMA

Tissue Microarrays werden hergestellt, indem man mit einer Hohlnadel Biopsien aus
den zu untersuchenden, herkdmmlichen, histologischen Gewebeblocken entnimmt
und dann in die Bohr-/Stanzliicken auf dem Empféanger ,,Master* Block transferiert.

Diese Technik wurde urspriinglich von Wan, Fortuna und Furmanski 1987 im Journal
of Immunological Methods beschrieben. Populdr wurde die Methode nach einer
Veroftentlichung von Kononen und Kollegen im Journal Nature Medicine im Jahre
1998. Auf den heutigen TMA Blocks, die mit den von Kononen et al. entwickelten
Techniken und Geriéten hergestellt werden, kann Gewebe von iiber 600 Proben auf

einem Paraffinblock vereinigt werden. Dies bietet viele Vorteile. So konnen
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zeitsparend viele unterschiedliche Gewebeproben, ganze Kohorten, gleichzeitig z.B.
gefarbt und begutachtet werden. Die Vergleichbarkeit ist besser, da alle
Gewebeproben exakt gleich vorbehandelt werden (Reagenzkonzentration,
Inkubationszeit, Temperatur, etc.). Zudem werden Materialien und teure Reagenzien
gespart, da nicht alle Gewebeproben einzeln behandelt werden miissen. Die
urspriinglichen Gewebeblocke werden kaum zerstort, da nur sehr kleine Stanzen mit
einer Oberfliche von etwa 0.3 mm? entnommen werden. Von einem iiblichen
Tumorgewebeblock konnen mehrere hundert Stanzbiopsien entnommen werden,
wobei jede einzelne auf einen TMA Block platziert und untersucht werden kann.
Zudem werden von den TMA Blocken deutlich diinnere Schnitte als von
herkdmmlichen Préparaten angefertigt, sodass die wertvollen Gewebeproben optimal
genutzt werden konnen. Inzwischen bestehen Verfahren, die es ermodglichen, bis zu
2000 Proben auf einem TMA Block zu vereinen. Das TMA ist, genauso wie die
herkdmmlichen mit Formalin fixierten Paraffin Gewebeblocke, geeignet fiir eine
grole Anzahl von verschiedenen Untersuchungsmethoden, unter anderem fiir
histochemische oder immunologische Farbungen. Ein Nachtteil des TMA Verfahrens
ist, dass jeweils nur kleine Ausschnitte eines Gewebes beurteilt werden, dies ist z.B.

problematisch hinsichtlich der intratumoralen Heterogenitit.

Routine histologic Tissue core Construction of
paraffin block Collection of cohort tissue microarray

'/#.. TMA sectioning
and processing

Assessment
of expression

—_——

Survival

S5um section Tissue microarray Statistical analysis of biomarker

Abb. 4: Bild einer TMA Anfertigung (Gilthane und Rimm 2004).
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Abbildung 5 zeigt den Ablauf einer TMA Anfertigung. Der TMA wurde wie folgt
geplant: Er enthilt zwei Anteile: Teil A mit den zu untersuchenden Gewebeproben,

Teil B mit Referenzgewebe.

g 12345 678 9 10 1112 1314 15 16 1718 19

12345678 910

B 0000000000
b%OOOOOOOOO

Abb. 5: Vorlage fiir das angefertigte TMA.

Es wurden von jedem untersuchten Gewebe jeweils 2 Proben entnommen und auf den
Empféangerblock transferiert. Bis zur markierten Position A60 handelt es sich um
Proben von Patienten mit nachgewiesener Lebermetastase. Nachfolgend handelt es
sich um Gewebeproben von Patienten ohne Lebermetastasen. Insgesamt wurden 434
Gewebeproben in den TMA Block integriert. Im B-Teil des TMA-Blocks befinden
sich 20 Kontrollproben von gesundem Referenzgewebe.

In der a-Reihe (B1a bis B10a) wurde normales Osophagusgewebe verwendet.

Die b-Reihe ist wie folgt aufgeteilt:

B1b und B2b = Leber

B3b und B4b = Lunge

B5b und B6b = Haut

B7b und B8b = Lymphknoten

B9b und B10b = Prostata
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3.3 Immunhistochemische Farbung

Zundchst wurden mit Hilfe eines Mikrotoms diinne Schnitte vom TMA-Block
hergestellt. Ein Mikrotom ist ein Schneidegerit, mit dem man sehr diinne Schnitte
gleichbleibender Schnittdicke herstellen kann. Hierin liegt der Vorteil im Vergleich
zum Handschnitt mittels eines Rasiermessers. Es gibt zwei Mikrotom Typen, das
Schlittenmikrotom und das Rotationsmikrotom nach Minot. In diesem Fall wurde ein
Rotationsmikrotom der Firma MICROM (Modell HM 355 E) verwendet.
Rotationsmikrotome eignen sich besonders fiir das Schneiden weicher Materialien wie
z.B. Paraftinblocken (Henkel 2016). Das Mikrotom wurde so eingestellt, dass Schnitte
mit einer Schnittdicke von 4 pm erhalten werden konnten. Die Herstellung der TMA
Schnitte und die Fixierung auf den Objekttrigern erfolgte durch die Kollegen des
pathologischen Institutes an der Universitdtsklinik Hamburg Eppendorf. Anschlie3end
erfolgte die immunhistochemische Farbung der TMA Schnitte.

Hierbei werden spezifische Proteine in einer Zelle durch Farbstoffe sichtbar gemacht.
Der Farbstoff bindet mit hoher Affinitit und Spezifitidt an das gewiinschte Protein.
Dies erreicht man, indem der Farbstoff an einen Antikdrper, der an das gewiinschte
Protein bindet, gekoppelt wird. Es sollte moglichst keine Kreuzreaktion mit dhnlichen

Proteinen erfolgen.

Man unterscheidet eine direkte und eine indirekte Methode. Bei der direkten Methode
wird der spezifische Antikorper direkt an das Enzym gebunden und bindet dann an das
Epitop an dem zu farbenden Gewebe. Bei der indirekten Methode bindet zunéchst der
noch nicht mit einem Farbstoff markierte primire Antikérper an das zu farbende
Gewebe, in einem zweiten Schritt wird dann ein zweiter z.B. mit einem Enzym
markierter (sekundérer) Antikdrper auf dem Gewebe aufgebracht. Dieser zweite
Antikorper bindet dann an den ersten Antikérper. Die indirekte Methode bietet den
Vorteil einer stiarkeren Farbung (Signalverstirkung), da mehrere Sekundarantikorper

an den Primérantikorper binden kdnnen.
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Sekundarantikérper,

‘/ Peroxidase-konjugien

)K Primarantikérper

Indirekte Methode

Abb. 6: Skizze des Antigen-Antikérper-Komplexes bei der indirekten immunhistochemischen
Farbung (Herbst und Hiibner 2016).

Wir wihlten das Verfahren der indirekten immunhistochemischen Férbung. Die
Farbungen wurden mit der Labelled (Strept-)Avidin-Biotin-Methode (LSAB)
durchgefiihrt (R&D Systems: HRP-AEC System, Minneapolis, MN, USA).

Diese Technik bedient sich der starken Affinitit zwischen Biotin und Avidin bzw.
Streptavidin. Der Sekundirantikorper ist ein mehrfach biotinylierter Antikorper, an
den sich Enzym-konjungiertes Avidin/Strepavidin bindet. An jeder Biotin
Bindungsstelle des Antikorpers kann eine Bindung erfolgen; Dies fiihrt zu einer
Amplifikation (Lang 2013). Der Sekundérantikorper bindet an das FC-Fragment des
Primérantikorpers. Letztendlich erfolgt die Farbung durch das Enzym Peroxidase,
welches an den Avidin-Biotin Komplex gebunden ist. Die Peroxidase (Horseradish
Peroxidase, HRP) wandelt den ebenfalls zugefiigten Indikatorstoff 3-Amino-9
Ethylcarbazol (AEC, K3464, Dako Deutschland GmbH, Hamburg) in einen roten
Farbstoff um.

2.4 Vorbereitung und Firbung der Schnitte

Am Beispiel von E-Cadherin erfolgt die ausfiihrliche Beschreibung der Vorbereitung

und Féarbung der Schnitte. Das Vorgehen bei der Féarbung der anderen
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Oberflachenmolekiile unterscheidet sich von E-Cadherin in der Wahl des jeweiligen

Primérantikorpers sowie der Temperatur und der Zeit bei der Inkubation.

Zunichst mussten die angefertigten Schnitte mit Xylol und Ethanol vom Paraffin
bereinigt werden. Die Schnitte wurden bei Raumtemperatur zweimal fiir 5 Minuten
mit Xylol, anschlieend in absteigender Alkoholreihe mit Ethanol zu je 3 Minuten (2
x 100 %, 2 x 96 %, 2 x 80 %, 1 x 70 %) behandelt. Im niachsten Schritt wurden die
Schnitte in destilliertem Wasser rehydriert und anschlieBend zweimal 5 Minuten in
den Waschpuffer getaucht (TBS pH 7,4). Darauffolgend wurden die Schnitte in der
Mikrowelle iiber 10 Minuten bei 600 Watt erhitzt, wodurch das durch das Paraffin
entstandene Crosslinking (die Vernetzung der Proteine) riickgéingig gemacht wurde.
Wihrenddessen wurden die Schnitte mit Dako Target Retrieval Losung behandelt. Im
Falle von E-Cadherin betrug der pH-Wert 9,0 (S2367). Im nichsten Schritt erfolgte
eine Ausschaltung der endogenen Peroxidase, indem die Schnitte fiir 5 Minuten mit
Peroxidase Blocking Reagent behandelt wurden. Darauthin erfolgte eine dreimalige
Waschung im Puffer. AnschlieBend wurden die Schnitte {iber 15 Minuten mit Serum
Blocking Reagent G (R&D Systems: HRP-AEC System, Minneapolis, MN, USA).
behandelt und danach nur abgeklopft. Darauf folgte die Behandlung mit Avidin
Blocking Reagent, ebenfalls iiber 15 Minuten mit anschlieBendem dreimaligem
Waschen im Puffer. Die gleiche Behandlung erfolgte mit dem Biotin Blocking
Reagent.

Nach der Vorbehandlung erfolgte die Inkubation der vorbereiteten Schnitte mit den
jeweiligen Primarantikorpern. Im néchsten Schritt erfolgte die 45-miniitige Inkubation
mit dem biotinylierten Sekunddrantikdrper, mit anschlieBender dreimaliger Waschung
im Puffer. Hierauf folgte die Behandlung der Objekttriager fiir 30 Minuten mit HSS-
HRP (High Sensitivity Streptavidin). Hierbei handelt es sich um chemisch optimiertes
Streptavidin mit minimaler, unspezifischer Bindung an Phospholipid, Nukleinsdure,
und Kohlenhydrat bindende Proteine (rndsystems 2016). Nach dreimaliger Waschung
(2 Minuten) im Puffer erfolgte die Chromogenfirbung, hierfiir wurden die
Objekttrager mit 5 Tropfen AEC Chromogen auf 10ml Chromogen Puffer behandelt.
Die Einstellung der Farbreaktion wurde unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Nach
einem S5-miniitigen Tauchbad in destilliertem Wasser erfolgte die Gegenfarbung mit
Mayers Hamatoxylin Losung (3 Minuten). Nach 3 - 5 Minuten Waschen der

Objekttrager mit Leitungswasser wurden die Schnitte in destilliertem Wasser
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gesammelt. Abschlieend erfolgte das Eindecken der gefarbten auf Objekttriger
gebundenen Schnitte; Hierflir wurde Aquatex der Firma MERCK verwendet. Zudem
wurden zur besseren Gewdhrleistung valider Farbungsergebnisse Negativ- und
Positivkontrollen durchgefiihrt. Als Positivkontrollen dienten die Referenzgewebe, die
sich unter Teil B auf dem TMA-Block befanden sowie mit gefirbte Gewebeschnitte
mit bekannter Expression des untersuchten Molekiils, z.B. bei E-Cadherin aus der
Osophagusmukosa. Neben den Positivkontrollen erfolgten Negativkontrollen, in
denen der Primérantikdrper durch MOPC 21, einem unspezifischen Antikorper, der

ein aus Midusen gewonnenes IgG I Kappa Isotyp Immunglobulin ist, ersetzt wurde.

Tab.2. Vorbehandlung und Farbungsprotokoll am Beispiel E-Cadherin
1. Xylol 2 mal 5 Min.
2. Absteigende Alkoholreihe
100 % Ethanol 2 mal 3 Min.
96 % Ethanol 2 mal 3 Min.
80 % Ethanol 2 mal 3 Min.
70 % Ethanol 1 mal 3 Min.
3. Aqua dest. Kurz
5. 10 Min. Mikrowelle bei 600 Watt in DAKO Retrieval Solution, PH 9,00

6. Abkiihlen auf Raumtemperatur
7. Waschen in TBS

8. Blockierung der endogenen Peroxidase mit Peroxidase Blocking Reagent Smin
9. Waschen in TBS 3 mal 3 min

10. Abblocken unspez. Antikdrper mit Serum Blocking Reagent G 15min.
Anschlieend abklopfen.

11. Abblocken der endogenen Avidin Rezeptoren mit Avidin Blocking Reagent 15
Min.
12. Waschen in TBS 3 mal 3 Min.

13. Abblocken der endogenen Biotin Rezeptoren mit Biotin Blocking Reagent 15
Min.
14. Waschen in TBS 3 mal 3 Min.
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15.

Inkubation des Primérantikorpers, im Falle von E-Cadherin (Code S0809) mit

einer Verdiinnung von 1:100 mit Diluent bei 30-miniitiger Inkubation bei

Raumtemperatur.

16.
17.

Ausfihrliches Waschen in TBS

45-miniitige Inkubation mit dem biotinylierten Sekundérantikdrper

18.

Waschen in PBS/TBS 3 mal 3 Min.

19.
20.
21.

Behandlung mit HSS-HRP 30 Min.
Waschen in PBS/TBS 3 mal 2 Min.
Chromogenfarbung (5 Tropfen AEC Chromogen auf 10 ml Chromogen Puffer)

22.

Tauchbad in destilliertem Wasser 5 Min.

23.
24.
25.

Gegenfarbung mit Mayers Hamatoxylin Losung 3 Min.
Waschen der Objekttrager mit Leitungswasser 3-5 Min.

Lagerung im destillierten Wasser

26.

Eindecken mit Aquatex der Firma MERCK.

Obige Tabelle fasst den Ablauf der Farbung fiir E-Cadherin zusammen. Es wurde der

Antikorper der Firma Dako (Clone NCH-38) verwendet. Die Vorbereitungen der Ge-

webeschnitte fiir die anderen Oberflichen- oder Zelladhdsionsmolekiile entsprechen

dem Vorgehen, das am Beispiel von E-Cadherin beschrieben wurde.

Fir den Nachweis des Oberflichenmolekils CXCR 4 wurde das Zell- und Gewebe-

farbekit von R&D Systems mit dem Primérantikorperklon Clone 44716 verwendet. Fiir

den Nachweis von Midkin wurde der Priméirantikorper der Firma Abcam (ab52637)

verwendet. Der Nachweis von Periostin erfolgte mit einem Antikdrper der Firma
Abcam (ab14041). Fiir CD 45 wurde der primédre Antikorper Anti-CD45 Antibody
(ab10558) der Firma Abcam verwendet. Alle Priparate wurden iiber Nacht bei 4 °C

inkubiert.
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2.5 Auswertung

Es erfolgte eine lichtmikroskopische Auswertung (Mikroskop Olympus BH-2, Olym-
pus, Hamburg, VergroBerungen 1:100, 1:200, 1:400, 1:1000) der Farbintensitit der
einzelnen Spots auf den gefarbten TMA Schnitten. Folgende Farbintensititen wurden
unterschieden: Nicht gefarbt = nicht positiv (0), schwach gefarbt = leicht positiv (1),
moderat gefarbt = miBig positiv (2) und stark gefarbt = hoch positiv (3). Es erfolgte
fiir jeden Schnitt auch eine Gruppenanalyse, indem moderat und stark gefarbte Spots
zusammen betrachtet wurden und somit nur 3 Abstufung vorlagen (0,1,2). Aufgrund
der eingeschrankten Probenzahlen bot die Unterteilung in drei Gruppen Vorteile, da
hierdurch die Gruppe der stark gefarbten Proben vergroBert wurde und die teilweise
schwere Unterscheidung von moderat und stark gefarbten Proben nicht notwendig
wurde. Beim Lebergewebe zeigte die Zusammenfiihrung der moderat und stark ge-
farbten Proben in der Auswertung auch Nachteile, da sich das Lebergewebe zumeist
stark gefarbt zeigte. Hierdurch wurde eine Unterscheidung zwischen méfig und stark
gefarbten Gewebe notwendig. Da von jedem untersuchten Gewebe auf dem TMA
Block zwei Proben enthalten waren, wurde bei Differenz der jeweiligen Farbintensitit
der Mittelwert gebildet und aufgerundet. Beispielhaft: Probe 1 schwach geférbt (1),
Probe 2 moderat geférbt (2), 1+2=3:2= 1,5, in der statistischen Auswertung aufgerun-
det auf 2. Die Auswertung am Lichtmikroskop erfolgte durch zwei Untersucher ohne
Kenntnis der Patientendaten, bei indifferenter Meinung beziiglich einer Farbintensitat

der Farbung wurde bei erneuter Beurteilung ein Konsens gebildet.

Folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber das AusmaB der Proteinexpressionen in

gesunden Referenzproben der untersuchten Gewebe.
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Tab.3. Uberblick tiber die Protein Expression der untersuchten Molekiile im jeweiligen Ge-
webe (im Falle von CXCR4 handelt es sich um RNA Expression, die nicht identisch mit der
Proteinexpression ist). Die Tabelle ist erstellt nach den Angaben im The Human Protein At-

las (www.proteinatlas.org, besucht 04/2019).

AusmaR der Proteinex- | Osophagus Leber Lymphknoten
pression im gesunden

Gewebe

E Cadherin Hoch intermediar keine

Midkin Keine keine keine
Periostin Gering intermediar gering
PTPRC (CD 45) Keine keine hoch

CXCR4 (in diesem Gering gering hoch

Falle RNA Expression)

2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels Statistikprogramm SPSS 13 von IBM.
Es wurde die Gesamtiiberlebenszeit aus Follow-up-Daten, in Abhéngigkeit von der
jeweiligen Molekiilexpression in den untersuchten Geweben errechnet. Untersucht
wurden der Primartumor, das Lebergewebe und die Lymphknoten mit und ohne Me-
tastasen. Aus den Follow-up-Daten, welche fiir einen Grofteil der Patienten vorhanden
waren, wurden mit der Kaplan-Meier-Methode Uberlebenskurven berechnet und die
Verldaufe durch den Log-Rank Test verglichen. Es wurden der Mittelwert sowie der
Median der Gesamtiiberlebenszeit bei jedem Patienten ermittelt und mit dem Ausmal
der Molekiilexpression korreliert. Des Weiteren erfolgten Subgruppen Analysen, in
denen die Daten von den Patienten mit gesicherten Lebermetastasen und die Daten
von den Patienten ohne Lebermetastasen getrennt voneinander ausgewertet wurden.
Hierbei zeigten sich keine statistisch signifikanten Ergebnisse, folglich wurden diese
Auswertungen im folgenden Ergebnisteil nicht aufgefiihrt. In dem Ergebnisteil wurde
der Einfachheit halber nur der Median der Uberlebenszeit prisentiert. Von einem sta-
tistisch signifikanten Unterschied wurde bei einem p-Wert p < 0,05 ausgegangen. Da-
bei war der primire Endpunkt das Gesamtiiberleben der Patienten, gemessen zwischen
Zeitpunkt der initialen Tumoroperation und den letzten Uberlebensdaten aus dem
Follow-up oder dem Tod der Patienten. Patienten, die aus anderen Griinden ab einem
bestimmten Zeitpunkt nicht mehr nachverfolgt wurden, wurden ab diesem Zeitpunkt

zensiert.
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3 Ergebnisse

Im folgenden Teil werden, unterteilt nach untersuchtem Molekiil und Gewebe, die Er-

gebnisse présentiert.

3.1 CXCR4
Die statistische Auswertung der CXCR4 Farbung erfolgte von 54 Primértumoren (im
folgenden PT), 49 Leberproben (im folgenden LP), 33 LK Metastasen und 50 meta-
stasenfreien LK. 16 LP stammten von Lebermetastasen, 33 aus metastasenfreien Ge-

webe.

Das metastasenfreie Lebergewebe féarbte sich fast ausschlieBlich stark an (bei 32 von
33 Proben), bei den Lebermetastasen trat eine starke Farbung weniger hdufig auf (8

von 16 Proben).

Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied in der Gesamtiiberlebenszeit der
Patienten abhédngig von dem Ausmal3 der CXCR 4 Expression in der Leber. Patienten
mit hoher Expression von CXCR 4 lebten im Median (21,93 Monate) im Vergleich zu
Patienten mit méaBiger Expression (4,66 Monate) signifikant ldnger (p-Wert < 0.001).
Ein Vergleich mit leichter oder keiner Expression war nicht moglich, da es keine Pra-

parate mit geringer Farbung und nur ein Préparat ohne Farbung gab.

Fiir die anderen untersuchten Gewebe zeigten sich keine statistisch signifikanten Un-
terschiede in der Gesamtiiberlebenszeit abhéngig von der CXCR 4 Expression. So
zeigt sich z. B. fiir den PT bei méBiger Farbung ein hoherer Median (21,9 Monate) der
Uberlebenszeit, im Vergleich zu geringer (Median 19,5 Monate) oder hoher (Median
17,8 Monate) CXCR4 Expression. Diese Unterschiede in der Uberlebenszeit abhéingig
von der CXCR4 Expression sind jedoch statistisch nicht signifikant. Auf Einzelheiten
zur statistischen Auswertung wird in den folgenden Tabellen und Grafiken eingegan-

gen.
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3.1.1 Primirtumor

Tab.4. Median der Uberlebenszeit in Monaten in Abhangigkeit von der CXCR 4 Expression

Median (in Monaten)
CXCR4 - PT Schéatzung 95%Konfidenz- Intervall
Untere Obere
Grenze Grenze
Negativ 20,79
Leicht Positiv 19,48 14,20 24,76
MaRig Positiv 21,93 14,78 29,08
Hoch Positiv 17,87 5,25 30,49
Gesamt 20,52 16,92 24,12

Tab.5. Paarweiser Vergleich der medianen Uberlebenszeit in Abhéngigkeit von der CXCR4

Expression
CXCR4 - PT Negativ Leicht positiv | MaRig positiv | Hoch Positiv
p-Wert p-Wert p-Wert p-Wert
Negativ ,81 ,65 74
Leicht Positiv ,81 7 ,46
MaRig Positiv ,65 7 ,25
Hoch Positiv , 76 ,46 ,25
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Uberlebenszeit in Monaten nach Operation

Abb. 9: Kaplan Meier Kurven der Uberlebensfunktion in Abhéngigkeit von der CXCR 4 Ex-
pression im PT
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3.1.2 Leberbiopsie

Tab.6. Median der Uberlebenszeit in Monaten in Abhangigkeit von der CXCR 4 Expression

Median

CXCR4 - Leber Schatzung 95%Konfidenz- Intervall
Untere Obere
Grenze Grenze

Negativ 22,95
MaRig Positiv 4,66 ,00 10,44
Hoch Positiv 21,93 ,00 50,47
Gesamt 20,52 16,18 24,86

Tab.7. Paarweiser Vergleich der medianen Uberlebenszeit in Abhéngigkeit von der CXCR4

Expression
CXCR4 - Leber Negativ MaRig positiv Hoch Positiv
p-Wert p-Wert p-Wert
Negativ 19 74
MaRig Positiv 19 ,00
Hoch Positiv 74 ,00
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Abb. 10: Kaplan Meier Kurven der Uberlebensfunktion in Abhangigkeit von der CXCR 4 Ex-

pression in der Leber
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3.1.3 Lymphknotenmetastase

Tab.8. Median der Uberlebenszeit in Monaten in Abhangigkeit von der CXCR 4 Expression

Median
CXCR4 - LK Schatzung 95%Konfidenz- Intervall
Metastase Untere Grenze Obere Grenze

Negativ 18,46 ,00 45,54

Leicht Positiv 8,00 ,00 23,05

MaRig Positiv 17,87 5,14 30,60

Hoch 17,77 ,00 36,47
Positiv

Gesamt 17,77 5,43 30,11

Tab.9. Paarweiser Vergleich der medianen Uberlebenszeit in Abhéngigkeit von der CXCR4

Expression
CXCR4 - LK Negativ Leicht positiv | MaRig positiv | Hoch Positiv
Metastase p-Wert p-Wert p-Wert p-Wert
Negativ ,36 ,59 ,83
Leicht Positiv ,36 A7 12
MaRig Positiv ,59 A7 ,30
Hoch Positiv ,83 12 ,30
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Abb. 11: Kaplan Meier Kurven der Uberlebensfunktion in Abhangigkeit von der CXCR 4 Ex-
pression in der LK Metastase
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3.1.3 Tumorfreie Lymphknoten

Tab.10. Median der Uberlebenszeit in Monaten in Abhangigkeit von der CXCR 4 Expression

Median
CXCR4 - LK Schatzung 95%Konfidenz- Intervall
ohne Untere Grenze | Obere Grenze

Metastase

Negativ 19,84 17,63 22,05

Leicht Positiv 25,18 ,00 53,81

MaRig Positiv 20,79 15,93 25,65

Hoch Positiv 19,48
Gesamt 21,61 17,78 25,44

Tab.11. Paarweiser Vergleich der medianen Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der CXCR4

Expressionen

CXCR4 - LK Negativ Leicht positiv | MaRig positiv | Hoch Positiv
Ohne Metastase p-Wert p-Wert p-Wert p-Wert
Negativ ,94 ,80 ,50
Leicht Positiv ,94 ,85 47
MaRig Positiv ,80 ,85 77
Hoch Positiv ,50 47 J7
1,0 CXCR4 LK ohne
= Metastase_
% 1 Ne.gatw N
£ 11 LE.!-ICIjT[ Pos.rt?v
E 08— Malkig Positiv
tn _I"] Hoch Positiv
= =+ Leicht Positiv Zensiert
= -+ MéRig Positiv Zensiert
S 064 Hoch Positiv Zensiert
=
4]
=
=
2 04—
2 + + + +
@
=
=
E 0,2
.‘?_-!
<
0,0
1 T T T T T
0,00 12,00 24,00 38,00 48,00 £0,00

Uherlebenszeit in Monaten nach Opertation

Abb. 12: Kaplan Meier Kurven der Uberlebensfunktion in Abhangigkeit von der
CXCR 4 Expression im Tumorfreien LK
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3.2 E-Cadherin
Die statistische Auswertung der E-Cadherin Farbung erfolgte von 54 PT, 50 LP, 33
LK Metastasen und 47 metastasenfreien LK. 17 LP stammten von Lebermetastasen,

33 aus metastasenfreiem Gewebe.

Das metastasenfreie Lebergewebe férbte sich ausschlieBlich stark an, bei den Leber-

metastasen trat eine starke Farbung weniger haufig auf (12 von 17 Proben).

Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied in der Gesamtiiberlebenszeit
abhédngig von dem Ausmal} der E-Cadherin Expression in der Leber. Patienten mit
hoher Expression von E-Cadherin lebten im Median (20,79 Monate) im Vergleich zu
Patienten mit maBiger Expression (6,43 Monate) signifikant ldnger (p-Wert 0.033).
Fiir die anderen untersuchten Gewebe zeigten sich keine statistisch signifikanten Un-

terschiede in der Gesamtiiberlebenszeit abhingig von der E-Cadherin Expression.

3.2.1 Primirtumor

Tab.12. Median der Uberlebenszeit in Monaten in Abhangigkeit von der E-Cadherin Expres-
sion

E-Cadherin Median
PT Schatzung 95%Konfidenz- Intervall
Untere Grenze | Obere Grenze
Leicht Positiv 16,85 ,00 65,18
MaRig Positiv 21,61 14,23 28,99
Hoch Positiv 19,48 15,50 23,46
Gesamt 20,52 16,91 24,12

Tab.13. Paarweiser Vergleich der medianen Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der E-Cad-
herin Expressionen

E-Cadherin Leicht positiv MaRig positiv Hoch Positiv
PT p-Wert p-Wert p-Wert
Leicht Positiv ,39 ,63

MaRig Positiv 39 ,469

Hoch Positiv ,63 ,469
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Abb. 13: Kaplan Meier Kurven der Uberlebensfunktion in Abhéangigkeit von der E-Cadherin

Expression im Primar Tumor

3.2.2 Leberbiopsie

Tab.14. Median der Uberlebenszeit in Monaten in Abhangigkeit von der E-Cadherin Expres-

sion
Median
E-Cadherin Schétzung 95%Konfidenz- Intervall
Leber Untere Grenze | Obere Grenze
MaRig Positiv 6,43 ,000 18,260
Hoch Positiv 20,79 14,117 27,463
Gesamt 20,52 16,526 24,514

Tab.15. Paarweiser Vergleich der medianen Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der E-Cad-

herin Expressionen

E-Cadherin MaRig positiv Hoch Positiv
Leber p-Wert p-Wert
MaRig Positiv 0,033

Hoch Positiv 0,033
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Abb. 14: Kaplan Meier Kurven der Uberlebensfunktion in Abhéngigkeit von der E-Cadherin

Expression im Primar Tumor

3.2.3 Lymphknotenmetastase

Tab.16. Median der Uberlebenszeit in Monaten in Abhéngigkeit von der E-Cadherin

sion

Expres-

E-Cadherin Median
LK Metastase Schétzung 95%Konfidenz- Intervall
Untere Grenze | Obere Grenze
Leicht Positiv 8,59 ,00 22,18
MaRig Positiv 10,49 ,00 29,21
Hoch Positiv 22,95
Gesamt 17,77 5,43 30,11

Tab.17. Paarweiser Vergleich der medianen Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der E-Cad-
herin Expressionen

E-Cadherin Leicht positiv MaRig positiv Hoch Positiv
LK Metastase p-Wert p-Wert p-Wert
Leicht Positiv ,294 ,023

MaRig Positiv ,294 ,016

Hoch Positiv ,023 ,016
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Abb. 15: Kaplan Meier Kurven der Uberlebensfunktion in Abhéangigkeit von der E-Cadherin

Expression im LK mit Metastase

3.2.3 Tumorfreie Lymphknoten

Tab.18. Median der Uberlebenszeit in Monaten in Abhangigkeit von der E-Cadherin Expres-

sion

Median
E-Cadherin Schéatzung 95%Konfidenz- Intervall
LK ohne Metastase Untere Grenze | Obere Grenze
Leicht Positiv 17,87 10,89 24,85
MaRig Positiv 25,18 ,00 67,83
Hoch Positiv 22,95
Gesamt 21,93 15,28 28,58

Tab.19. Paarweiser Vergleich der medianen Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der E-Cad-
herin Expressionen

E-Cadherin Leicht positiv MaRig positiv Hoch Positiv
LK ohne Metastase p-Wert p-Wert p-Wert
Leicht Positiv ,658 ,943

MaRig Positiv ,658 ,694

Hoch Positiv ,943 ,694
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Abb. 16: Kaplan Meier Kurven der Uberlebensfunktion in Abhéngigkeit von der E-Cadherin

Expression im Tumorfreien LK

3.3 Midkin
Die statistische Auswertung der Midkin Fiarbung erfolgte von 51 PT, 47 LP, 32 LK

Metastasen und 45 metastasenfreien LK. 15 LP stammten von Lebermetastasen, 32

aus metastasenfreiem Gewebe.

Das metastasenfreie Lebergewebe férbte sich hdufiger stark an (24 von 32 Proben),
bei den Lebermetastasen trat eine starke Farbung weniger hdufig auf (9 von 15 Pro-

ben).

Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied in der Gesamtiiberlebenszeit der
Patienten abhingig von dem Ausmal} der Midkin Expression in der Leber. Patienten
mit hoher Expression von Midkin lebten im Median (22,95 Monate) im Vergleich zu
Patienten mit geringer Expression (6,43 Monate) signifikant ldnger (p-Wert 0.005).

In der alternativen Gruppierung, in der médBige und hohe Midkin Expression in der
Leber in einer Gruppe zusammengefasst wurden, zeigte sich im Vergleich zur gerin-
gen Expression ebenfalls eine statistisch signifikant unterschiedliche Uberlebenszeit

(p-Wert 0,012).
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Fiir die librigen untersuchten Gewebe konnten keine statistisch signifikanten Unter-
schiede in der Gesamtiiberlebenszeit abhéngig von der Midkin Expression gefunden
werden. Bei den LK ohne Metastasen erfolgte keine Beurteilung der medianen Uber-

lebenszeit, da alle Fille mit hoher Midkin Expression zensiert wurden.

3.3.1 Primartumor

Tab.20. Median der Uberlebenszeit in Monaten in Abh&ngigkeit von der Midkin Expression

Median

Midkin PT Schétzung 95%Konfidenz- Intervall
Untere Grenze | Obere Grenze

Negativ 19,84 3,03 36,65

Leicht Positiv 19,48 15,94 23,02

MaRig Positiv 22,95 17,57 28,33

Hoch Positiv 20,52 16,93 24,11

Gesamt 21,61 17,78 25,44

Tab.21. Paarweiser Vergleich der medianen Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der Midkin
Expressionen

Midkin PT Leicht positiv MaRig positiv Hoch Positiv
p-Wert p-Wert p-Wert

Leicht Positiv ,48 43

MaRig Positiv 48 37

Hoch Positiv 44 37
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Abb. 17: Kaplan Meier Kurven der Uberlebensfunktion in Abhangigkeit von der Midkin Expres-
sion im Primar Tumor

3.3.2 Leberbiopsie

Tab.22. Median der Uberlebenszeit in Monaten in Abh&ngigkeit von der Midkin Expression

Median
Midkin Leber Schétzung 95%Konfidenz- Intervall
Untere Grenze | Obere Grenze
Leicht Positiv 6,43 0 15,38
MaRig Positiv 21,93 0 57,46
Hoch Positiv 22,95 15,71 30,19
Gesamt 20,79 15,36 26,22

Tab.23. Paarweiser Vergleich der medianen Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der Midkin
Expressionen

Midkin Leber Leicht positiv MaRig positiv Hoch Positiv
p-Wert p-Wert p-Wert

Leicht Positiv 212 ,005

MaRig Positiv 212 742

Hoch Positiv ,005 742
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Abb. 18: Kaplan Meier Kurven der Uberlebensfunktion in Abhangigkeit von der Midkin Expres-

sion in der Leber

3.3.3 Lymphknotenmetastasen

Tab.24. Median der Uberlebenszeit in Monaten in Abhangigkeit von der Midkin Expression

Midkin - LK Median
Metastase Schatzung 95%Konfidenz- Intervall
Untere Grenze | Obere Grenze
Leicht Positiv 8,590 4,575 12,605
MaRig Positiv 20,790 17,159 24,421
Hoch Positiv 3,000 ,000 20,908
Gesamt 17,770 5,226 30,314

Tab.25. Paarweiser Vergleich der medianen Uberlebenszeit in Abhéngigkeit von der Midkin

Expressionen

Midkin - LK Leicht positiv MaRig positiv Hoch Positiv
Metastase p-Wert p-Wert p-Wert
Leicht Positiv 12 ,81

MaRig Positiv 12 39

Hoch Positiv ,81 ,39
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Abb. 19: Kaplan Meier Kurven der Uberlebensfunktion in Abhangigkeit von der Midkin Expres-

sion in der LK Metastase

3.3.4 Tumorfreie Lymphknoten

Tab.26. Ubersicht tiber die Farbverteilung bei Midkin LK, sowie die Zahl der Ereignisse (Tod)
und Zensierung. Alle Falle mit hoher Midkin Expression wurden zensiert.

Midkin LK

Zahl der PT Zahl der Er-
Ohne Metastase Proben eignisse Zensiert

N Prozent

Leicht Positiv 31 19 12 38,7%
MaRig Positiv 10 8 2 20,0%
Hoch Positiv 4 0 4 100,0%
Gesamt 45 27 18 40,0%

Tab.27. Paarweiser Vergleich der medianen Uberlebenszeit in Abhéngigkeit von der Midkin
Expressionen

Midkin LK Leicht positiv MaRig positiv Hoch Positiv
Ohne Metastase p-Wert p-Wert p-Wert
Leicht Positiv 111 ,102

MaRig Positiv 111 ,033

Hoch Positiv ,102 ,033
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Abb. 20: Kaplan Meier Kurven der Uberlebensfunktion in Abhéngigkeit von der Midkin Expres-
sion im Tumorfreien LK

3.4 Periostin
Die statistische Auswertung der Periostin Farbung erfolgte von 51 PT, 51 LP, 32 LK
Metastasen und 46 metastasenfreien LK. 17 LP stammten von Lebermetastasen, 34

aus metastasenfreiem Gewebe.

Das metastasenfreie Lebergewebe farbte sich ausschlieBlich stark an, bei den Leber-

metastasen trat eine starke Farbung weniger haufig auf (11 von 17 Proben).

Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied in der Gesamtiiberlebenszeit der
Patienten abhdngig von dem Ausmalf der Periostin Expression in der Leber. Patienten
mit hoher Expression von Periostin lebten im Median (20,79 Monate) im Vergleich zu

Patienten mit geringer Expression (6,43 Monate) signifikant langer (p-Wert 0.021).
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3.4.1 Primartumor

Tab.28. Median der Uberlebenszeit in Monaten in Abhangigkeit von der Periostin Expression

Periostin- PT Median
Schatzung 95%Konfidenz- Intervall
Untere Grenze | Obere Grenze
Leicht Positiv 16,85 ,00 34,74
MaRig Positiv 20,79 11,98 29,60
Hoch Positiv 20,52 15,34 25,70
Gesamt 19,84 16,65 23,03

Tab.29. Paarweiser Vergleich der medianen Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der Periostin
Expressionen

Periostin- PT Leicht positiv MaRig positiv Hoch Positiv
p-Wert p-Wert p-Wert
Leicht Positiv ,20 ,30
MaRig Positiv ,20 ,80
Hoch Positiv ,30 ,80
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Abb. 21: Kaplan Meier Kurven der Uberlebensfunktion in Abhangigkeit von der Periostin Ex-

pression im Primar Tumor
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3.4.2 Leberbiopsie

Tab.30. Median der Uberlebenszeit in Monaten in Abhéngigkeit von der Periostin Expression

Periostin Median
Leber Schéatzung 95%Konfidenz- Intervall
Untere Grenze | Obere Grenze
MaRig Positiv 6,43 ,25 12,61
Hoch Positiv 20,79 14,12 27,46
Gesamt 20,52 16,49 24,55

Tab.31. Paarweiser Vergleich der medianen Uberlebenszeit in Abhéngigkeit von der Periostin
Expressionen

Periostin MaRig positiv Hoch Positiv
Leber p-Wert p-Wert
MaRig Positiv ,021
Hoch Positiv ,021
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Abb. 22: Kaplan Meier Kurven der Uberlebensfunktion in Abhangigkeit von der Periostin Ex-
pression in der Leber
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3.4.3 Lymphknotenmetastase

Tab.32. Median der Uberlebenszeit in Monaten in Abhangigkeit von der Periostin Expression

Median
Periostin LK Schatzung 95%Konfidenz- Intervall
Metastase Untere Grenze Obere Grenze
Leicht Positiv 20,52 15,45 25,59
MaRig Positiv 8,26 4,25 12,28
Hoch Positiv 19,84 13,39 26,29
Gesamt 17,87 6,63 29,11

Tab.33. Paarweiser Vergleich der medianen Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der Midkin
Expressionen

Periostin LK Leicht positiv MaRig positiv Hoch Positiv
Metastase o-Wert o-Wert o-Wert
Leicht Positiv ,027
MaRig Positiv ,027 ,567
Hoch Positiv ,567 ,027 ,027
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Abb. 23: Kaplan Meier Kurven der Uberlebensfunktion in Abhangigkeit von der Periostin Ex-

pression in der LK Metastase
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3.4.4 Tumorfreie Lymphknoten

Tab.34. Median der Uberlebenszeit in Monaten in Abhangigkeit von der Periostin Ex-
pression

Periostin LK Median

Ohne Metastase Schatzung 95%Konfidenz- Intervall
Untere Grenze Obere Grenze
Leicht Positiv 20,79 15,34 26,24
MaRig Positiv 22,95 0,00 67,70
Hoch Positiv 2,59
Gesamt 21,93 16,55 27,31

Tab.35. Paarweiser Vergleich der medianen Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der Periostin
Expressionen

Periostin LK Leicht positiv MaRig positiv Hoch Positiv
Ohne Metastase p-Wert p-Wert p-Wert
Leicht Positiv ,35
MaRig Positiv ,35 ,001
Hoch Positiv ,001 ,011 ,011
{ = Periostin LK ohne
- Metastase
‘T _[] Leicht Positiv
= MaRig Positiv
g 06 [ Hoch Positiv
5 + 4 LE.!.icl.‘lt Pos:rt?\r Zens?ed
— Malkig Positiv Zensiert
2 L
=
S 05
=
s
i
@
§ 04 -
; W
-.ﬂ
.E i
2 024
E
=
<
00

| | | | | |
0,00 12,00 24,00 36,00 48,00 §0,00

Uberlebenszeit in Monaten nach Operation

Abb. 24: Kaplan Meier Kurven der Uberlebensfunktion in Abhangigkeit von der Periostin Ex-
pression im Tumorfreien LK
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3.5CD 45
Die statistische Auswertung der CD 45 Féarbung erfolgte von 53 PT, 50 LP, 34 LK

Metastasen und 49 metastasenfreien LK. 17 LP stammten von Lebermetastasen, 33

aus metastasenfreiem Gewebe.

Das metastasenfreie Lebergewebe farbte sich iiberwiegend stark an (26 von 33 Pro-

ben), bei den Lebermetastasen trat nur eine starke Farbung auf.

Bei der alternativen Gruppierung, in der die Patienten mit maBiger und hoher CD 45
Expression zusammengefasst wurden, zeigte sich das gesunde Lebergewebe aus-
schlieBlich stark gefarbt (33 von 33), wihrend bei den Lebermetastasen nur 5 von 17
Proben stirker gefdrbt waren. Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied
in der Gesamtiiberlebenszeit der Patienten abhingig von dem Ausmal} der CD 45 Ex-
pression in der Leber. Patienten mit hoher Expression von CD 45 lebten im Median
(20,79 Monate) im Vergleich zu Patienten mit geringer Expression (6,43 Monate) sig-
nifikant linger (p-Wert 0.015). Auch Patienten mit méBiger CD 45 Expression hatten
im Vergleich zu den Patienten mit geringer CD 45 Expression ein deutlich signifikant
langeres Gesamtiiberleben (p-Wert 0.004). Zwischen einer méfBigen und starken CD
45 Expression konnte kein statistisch signifikanter Unterschied in der Uberlebenszeit
gefunden werden (p-Wert 0.18). Bei der alternativen Gruppierung, in der Patienten mit
méBiger und hoher CD 45 Expression in der Leber zusammengefasst wurden und mit
Patienten mit geringer CD 45 Expression in der Leber verglichen wurden, zeigte sich
ebenfalls ein signifikanter Unterschied. Das Gesamtiiberleben der Patienten mit star-
ker CD 45 Expression war im Median (25,18 Monate) im Vergleich zu den Patienten
mit geringer CD 45 Expression (6,43 Monaten) signifikant langer (p-Wert 0.001). Fiir
die iibrigen untersuchten Gewebe konnte kein statistisch signifikanter Unterschied in
der Gesamtiiberlebenszeit abhingig von der CD 45 Expression gefunden werden. In
der Subgruppen Analyse, bei der die Daten der Patienten ohne nachgewiesene Leber-
metastasen untersucht wurden, zeigte sich ein deutlicher Trend zur besseren Prognose
(gemessen in der Gesamtiiberlebenszeit) bei mittelgradiger CD 45 Expression im Ver-
gleich zu hoher CD 45 Expression. Eine statische Signifikanz wurde knapp verfehlt
(p-Wert 0,056). Ein Vergleich mit den Patienten mit niedriger CD 45 Expression war

nicht moglich, da in diesem Kollektiv nur ein Patient vertreten war.
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3.5.1 Primartumor

Tab.36. Median der Uberlebenszeit in Monaten in Abhéngigkeit von der CD 45 Expression

CD45 - PT Median
Schatzung 95%Konfidenz- Intervall
Untere Grenze Obere Grenze
Leicht Positiv 19,84 16,82 22,86
MaRig Positiv 18,2 11,27 25,13
Gesamt 19,84 16,30 23,39

Tab.37. Paarweiser Vergleich der medianen Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der CD 45

Expression
CD45 - PT Leicht positiv MaRig positiv
p-Wert p-Wert
Leicht Positiv ,95
MaRig Positiv ,95
10 CD45 PT
) Ll _I"] Leicht Positiv
:g MéRig Posttiv
‘é’ - Leicht Posttiv Zensiert
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Abb. 25: Kaplan Meier Kurven der Uberlebensfunktion in Abhéngigkeit von der CD 45 Expres-

sion im Primar Tumor
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3.5.2a Leberbiopsie

Tab.38. Median der Uberlebenszeit in Monaten in Abhéngigkeit von der CD 45 Expression

Median
CD45 Leber Schéatzung 95%Konfidenz- Intervall
Untere Grenze Obere Grenze
Leicht Positiv 6,43 0 15,03
MaRig Positiv
Hoch Positiv 20,79 12,19 29,39
Gesamt 20,52 16,53 24,51

Tab.39. Paarweiser Vergleich der medianen Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der CD 45

Expression
CD45 Leber Leicht positiv MaRig positiv Hoch Positiv
p-Wert p-Wert p-Wert
Leicht Positiv ,004 ,015
MaRig Positiv ,004 175
Hoch Positiv ,015 75
10— CD45 Leber
- [l Leicht Positiv
g Markig Positiv
= _[] Hech Positiv
g 08— < Leicht Positiv Zensiert
It Mafkig Positiv Zensiert
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Abb. 26: Kaplan Meier Kurven der Uberlebensfunktion in Abhéngigkeit von der CD 45 Expres-

sion in der Leber
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3.5.2b Leberbiopsie alternative Einteilung in 3 Farbstufen

Tab.40. Median der Uberlebenszeit in Monaten in Abhéngigkeit von der CD 45 Expression

CD45 Median
Leber Schéatzung 95%Konfidenz- Intervall
Untere Grenze Obere Grenze
Leicht Positiv 6,430 ,000 15,029
Hoch Positiv 25,180 ,000 59,091
Gesamt 20,520 16,526 24,514

Tab.41. Paarweiser Vergleich der medianen Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der CD 45

Expression
CD45 Leber Leicht positiv Hoch Positiv
p-Wert p-Wert
Leicht Positiv ,001
Hoch Positiv ,001
10 CD 45 Leber
- ] Leicht Positiv
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Abb. 27: Kaplan Meier Kurven der Uberlebensfunktion in Abhéngigkeit von der CD 45 Expres-
sion in der Leber

52



3.5.3 Lymphknotenmetastase

Tab.41. Median der Uberlebenszeit in Monaten in Abhéngigkeit von der CD 45 Expression

Median
CD45 LK Schéatzung 95%Konfidenz- Intervall
Metastase Untere Grenze Obere Grenze
Leicht Positiv 8,62 4,98 12,26
MaRig Positiv 18,46 15,73 21,19
Hoch Positiv 3,00
Gesamt 17,77 4,82 30,72

Tab.42. Paarweiser Vergleich der medianen Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der CD 45

Expression
CD45 LK Leicht positiv MaRig positiv Hoch Positiv
Metastase p-Wert p-Wert p-Wert
Leicht Positiv 74 ,20
MaRig Positiv 74 ,09
Hoch Positiv ,20 ,09
1010 =— CD45 LK Metastase
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2 MaRig Positiv
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Abb. 28: Kaplan Meier Kurven der Uberlebensfunktion in Abhéngigkeit von der CD 45 Expres-
sion in der LK Metastase
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3.5.4 Tumorfreie Lymphknoten

Tab.43. Median der Uberlebenszeit in Monaten in Abhéngigkeit von der CD 45 Expression

CD45 - LK Median
Ohne Schéatzung 95%Konfidenz- Intervall
Metastase Untere Grenze Obere Grenze
Leicht Positiv 6,43 0 15,03
MaRig Positiv
Hoch Positiv 20,79 12,19 29,39
Gesamt 20,52 16,53 24,51

Tab.44. Paarweiser Vergleich der medianen Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der CD 45

Expression
CD45 - LK Leicht positiv MaRig positiv Hoch Positiv
Ohne p-Wert p-Wert p-Wert
Metastase
Leicht Positiv ,38 ,30
MaRig Positiv ,38 ,40
Hoch Positiv ,30 ,40
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i l I Leulcrl'rt Pos.rt!\r
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Abb. 29: Kaplan Meier Kurven der Uberlebensfunktion in Abhéngigkeit von der CD 45 Expres-
sion im Tumorfreien LK
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4 Diskussion

In diesem Abschnitt der Dissertation wird sich kritisch mit der Methodik und den Er-
gebnissen dieser Arbeit auseinandergesetzt. Zudem wird ein Bezug zu vergleichbaren
Studienergebnissen hergestellt und in Zusammenhang mit den eigenen Ergebnissen
gesetzt, um das Verstiindnis der molekularen Grundlagen der Metastasierung des Oso-

phaguskarzinoms zu verbessern.

Es konnten statistisch signifikante Korrelationen zwischen der Expression verschiede-
ner Molekiile in der Leber und der Gesamtiiberlebenszeit der nachverfolgten Patienten
gefunden werden. Wenn sich bestétigt, dass hierfiir ein ursédchlicher Zusammenhang
besteht, konnte dies zukiinftige Diagnostik- und Therapieregime malgeblich beein-
flussen. Bei keinem der untersuchten Molekiile zeigte sich eine statistisch signifikante
Korrelation zwischen dem Ausmal} der Molekiilexpression im Primédrtumor und der
Gesamtiiberlebenszeit. Dieses Ergebnis war tiberraschend, in Hinblick auf vorherige
Studien, die bei unterschiedlichen Tumorentititen einen Einfluss der Expression der
untersuchten Molekiile auf das Tumorwachstum, Progress und Differenzierung und
der hiermit verbundenen Prognose der Patienten nachweisen konnten. Fiir die jeweili-
gen Molekiile wird dies im Folgenden néher erldutert. Bei den untersuchten Lymph-
knoten, sowohl mit als auch ohne Metastasen, zeigte sich ebenfalls kein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen dem Ausmal} der Molekiilexpressionen und
der Gesamtiiberlebenszeit. In der Studienplanung waren die LK Féarbungen von unter-
geordneter Bedeutung. Da die Ergebnisse der Farbungen zudem keine statistisch sig-
nifikanten Ergebnisse brachten, werden diese in vorliegender Arbeit nicht weiter dis-

kutiert.

Patienten mit hoher Expression von CXCR 4 in der Leber iiberlebten im Vergleich zu
Patienten mit méaBiger Expression statistisch signifikant ldnger (p-Wert < 0.001). Die-
ses Ergebnis erscheint plausibel, da gesundes Lebergewebe CXCR 4 stirker als kran-

kes Lebergewebe exprimiert.

Entsprechend zeigt sich, z.B. in der Studie von Shibuta et al. (2002), eine verminderte
CXCL12/CXCR4 Expression im kranken Lebergewebe, in diesem Fall beim hepato-
zelluldren Karzinom. Dem zufolge erscheint eine hohe CXCR4 Expression in der Le-

berprobe ein positiver pradiktiver Faktor bei Patienten mit distalem Adenokarzinom
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der Speiserdhre zu sein. Die hohe Dichte an CXCR4 exprimierenden Zellen in den
Leberproben von Patienten mit langerer Gesamtiiberlebenszeit kann moglicherweise
auch durch eine Infiltration der Leber mit Lymphozyten verursacht sein, welche be-
kanntlich CXCR 4 exprimieren. Das Ausmal} der CXCR 4 Expression im Primédrtumor

des AK zeigte keinen Einfluss auf die Gesamtiiberlebenszeit.

Auf der Grundlage vorheriger Studien, z.B. von Kaifi et al. (2005), hitte man davon
ausgehen konnen, dass eine hohe CXCR4 Expression im PT mit einer negativen Prog-
nose beziiglich des Gesamtiiberlebens vergesellschaftet ist. Dies zeigte sich in unserer

Studie nicht, es fand sich jedoch auch kein kontrédres Ergebnis.

Die hohe E-Cadherin Expression im Lebergewebe stellt einen positiven pradiktiven

Faktor (p-Wert 0.033) fiir die Gesamtiiberlebenszeit der Patienten dar.

Im Tierexperiment konnte von Nakagawa et al. (2014), beobachtet werden, dass ein
E-Cadherin Funktionsverlust in der Leber die Entstehung von hepatozelluldren Karzi-
nomen begiinstigt. Vergleichbare Studien, die den Einfluss der E-Cadherin Expression
im Lebergewebe beim AK des Osophagus auf die Uberlebenszeit der Patienten unter-

suchen, scheinen bisher nicht erfolgt zu sein.

In der Untersuchung konnte kein signifikanter Einfluss der E-Cadherin Expression im
PT auf die Gesamtiiberlebenszeit des Patientenkollektivs gefunden werden, obwohl
aufgrund der allgemeinen Forschungslage davon auszugehen war, dass eine erhal-
tene/hohe E-Cadherin Expression im PT sich giinstig auf die Gesamtiiberlebenszeit

auswirken wirde.

Eine Vielzahl von Studien (z.B. Winter et al. 2008, Nakagawa et al. 2014, Kim et al.
2016) haben gezeigt, dass ein Verlust der E- Cadherin Expression bei verschiedenen
Tumorentititen mit der Genese, dem Progress und der Metastasierung von Tumoren
einhergeht. Die epitheliale mesenchymale Transition (EMT) scheint hierbei eine her-
ausragende Rolle zu spielen. Die EMT ist eine komplexe Verdnderung der Zelle, bei
der epitheliale Eigenschaften verloren gehen und die Epithelzelle mesenchymale Ei-
genschaften entwickelt. Hierzu gehort, dass die Epithelzelle ihre Zellkontakte auflost
und die Expression von Zelladhdsionsmolekiilen wie E-Cadherin herunter reguliert.
EMT kann in drei Typen unterteilt werden, Typ I tritt in der Embryogenese auf, Typ
IT bei Wundheilung und Geweberegeneration, Typ III findet in neoplastischen Zellen
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statt (Kalluri et al. 2009). Uber oben genannte Mechanismen spielt EMT eine wichtige

Rolle bei der Tumorinvasion und Metastasierung (Guarino 2007).

Bereits 1995 konnte in der Studie von Swami et al. ein zunehmender Verlust der E-
Cadherin Expression im Laufe einer Barrett Transformation der Osophagus Schleim-
haut bis hin zum AK festgestellt werden. Eine grofle Metaanalyse (Xu et al. 2014) gibt
Hinweise fiir eine schlechtere Prognose und einen geringeren Differenzierungsgrad
bei Patienten mit E-Cadherin Verlust beim Osophaguskarzinom, dies scheint jedoch
besonders fiir das PE zu gelten. Die Studie von Li et al. von 2016 zeigte, dass meta-
stasierte PE Osophaguskarzinome im Vergleich zu nicht metastasierten Karzinomen
eine erniedrigte E-Cadherin Expression aufweisen. Eine Studie von Kato et al. (2003)
zeigt ebenfalls eine vermehrte Metastasierung bei Osophaguskarzinomen mit reduzier-

ter E-Cadherin Expression.

Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied in der Gesamtiiberlebenszeit
abhéngig von dem Ausmal} der Midkin Expression in der Leberprobe, wobei die Pati-
enten mit hoher Midkin Expression eine statistisch lingere Uberlebenszeit (p-Wert.
0,012) hatten. Die Studie von Tackels-Horne et al. (2001) zeigt, dass im gesunden
Lebergewebe kein Midkin exprimiert wird, hingegen im hepatozelluldren Karzinom
und auch bei Lebermetastasen des Kolonkarzinoms eine verstarkte Genexpression vor-
liegt. Hiernach wire zu erwarten, dass moglicherweise auch eine Lebermetastasierung
des AK des Osophagus zu einer hheren Midkin Expression fiihren konnte, bzw. dass
die hohe Expression einer Metastasierung vorausgehen konnte. Das konnte in dieser
Arbeit nicht nachgewiesen werden. Es besteht jedoch keine direkte Vergleichbarkeit
mit der Arbeit von Tackels-Horne et al., da in dieser zum einen Metastasen vom Ko-
lonkarzinom untersucht wurden und zum anderen ein direkter Nachweis der Genex-
pression erfolgte, indem die RNA nachgewiesen wurde. In vorliegender Arbeit hinge-
gen erfolgte der indirekte Nachweis des exprimierten Molekiils liber eine immunhis-

tochemische Farbung.

Fiir die Midkin Expression im PT konnte kein Einfluss auf die Gesamtiiberlebenszeit
der Patienten festgestellt werden. Fiir andere Tumorentitéten konnte in bereits erfolg-
ten Studien, z.B. von Rawnagq et al. (2011) oder von Koide et al. (1998) ein Einfluss
von hohen Midkin Serumspiegeln oder einer hohen Midkin Genexpression im Tumor
auf die Tumorprogression und der damit verbundenen schlechteren Prognose festge-

stellt werden.
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In der Studie von Jono et al. (2010) zeigte sich eine erhohte Midkin Expression, sowohl
auf Gen- als auch auf Proteinebene im PT beim Plattenepithelkarzinom des Osophagus
im Vergleich zu gesundem Osophagus Gewebe. In der Studie von Ruan et al. (2007)
konnte ein Zusammenhang zwischen dem Ausmal} der Midkin Expression im oralen
Plattenepithelkarzinom und der Prognose der Patienten gestellt werden. Es zeigten sich
bei hoher Midkin Expression eine hohere Tumorangiogenese und schlechtere Prog-
nose der Patienten. In dieser Arbeit konnten wir fiir das AK des Osophagus keinen
negativen Effekt auf die Prognose der Patienten abhédngig von der Midkin Expression
finden. Die oben genannte Studie von Jono et al. zeigte insbesondere eine erhdhte Mi-
dkin Konzentration im Serum. Die Bestimmung von Midkin als Tumormarker im Se-
rum scheint sinnvoller als eine regelhafte Midkin Bestimmung im Gewebe, da Serum

leicht und ohne invasive Diagnostik zugédnglich ist (Shimada et al. 2003).

So kann Midkin z.B. als Tumormarker beim Plattenepithelkarzinom des Osophagus
dienen, wie die Studie von Ren et al. zeigt (2006). Vorteilhaft ist, dass es sich bei der
in der Forschung gefundenen Midkin Uberexpression um sogenannte ,,truncated mi-
dkine* handelt. Diese unterscheiden sich von dem teilweise auch im Gesunden expri-
mierten Midkin und haben daher eine héhere Spezifitit (Aridome et al. 1998, Shimada
et al. 2003). Das Ausmal} der Midkin Expression in bestimmten Tumoren, z.B. im PE
des Osophagus, scheint auch mit dem Differenzierungsgrad zusammen zu hiingen

(Ren et al. 2006).

Eine statistisch signifikante langere Gesamtiiberlebenszeit abhdngig von der Molekiil-
expression in der Leber, konnte bei Periostin ermittelt werden (p-Wert 0,021). Es
zeigte sich eine Vergesellschaftung von starker Periostin Expression und guter Prog-
nose. Die Studie von Bao et al. (2004) konnte unter anderem auch durch eine immun-
histochemische Farbung beim Kolonkarzinom und den zugehorigen Metastasen in der
Leber feststellen, dass sowohl der Primédrtumor als auch die Metastasen vermehrte Pe-
riostin Expression aufwiesen. Vergleichbare Ergebnisse zeigten sich in dieser Arbeit
nicht, hingegen zeigte sich sogar eine bessere Prognose bei hoher Periostin Expression
in der Leber. Das Ergebnis ist unterwartet, da nach jetzigem Forschungstand davon
auszugehen ist, dass eine hohe Periostin Expression in Tumoren deren Wachstum
durch Angiogenese und die Verhinderung der Apoptose begiinstig. Moglicherweise ist
die erhohte Periostin Expression in dieser Untersuchung auf andere, als unmittelbare
tumorspezifische Prozesse zurlickzufiihren. Eine Periostin Expression findet auch in
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sehr unterschiedlichen Mafen im gesunden Gewebe statt, aber besonders stark in Fib-
roblasten reichen Geweben. In der Leber zeigt sich normalerweise eine miBige bis
geringe Periostin Expression (Tilman et al. 2007). Nimmt man keinen Fehler bei der
Féarbung an, konnten die stirker gefarbten Lebergewebe moglicherweise mehr Fibro-

zyten, z.B. im Rahmen einer zirrhotischen Umwandlung, enthalten.

Fiir die Periostin Expression im PT zeigt sich kein statistisch signifikanter Unter-
schied, ein Trend zur besseren Prognose bei hoher Periostin Expression ist zu vermu-
ten (p=0,067). Die Studie von Michaylira et al. (2010) zeigt beim PE des Osophagus
einen Zusammenhang zwischen invasivem Verhalten der Tumorzellen und der Peri-
ostin Expression. Diese Untersuchungsergebnisse sind jedoch nicht unmittelbar ver-
gleichbar, da zum einen eine andere Tumorentitit untersucht wurde, zum anderen eine

andere Methode der Periostin Expressionsdarstellung gewéhlt wurde.

Wahrscheinlich ist, dass Periostin eine wichtige Rolle in entziindlichen Prozessen und
in der Tumorentwicklung spielt und moglicherweise auch Einfluss darauf nimmt, ob
eine chronische Entziindung invasiv transformiert (Liu et al. 2014). Somit lieBe sich
die Vermutung aufstellen, dass eine erhdhte Periostin Expression im Barrett Osopha-
gus/ Adenokarzinom fiir einen chronisch entziindlichen Prozess sprechen konnte. In
unserer Studie konnte keine erhdhte Periostin Expression bei den PT der Patienten, die

eine schlechte Uberlebenswahrscheinlichkeit hatten, gefunden werden.

Fiir CD 45 zeigte sich eine hochsignifikant lingere Gesamtiiberlebenszeit (p-Wert
0,001 in der Einteilung mit 3 Farbintensitdten) bei den Patienten mit einer hohen Ex-
pression des Molekiils in der Leber. Das deutlich positive Ergebnis beziiglich der guten
Prognose bei hoher CD 45 Expression im Lebergewebe erscheint von allen durchge-
fiihrten Farbungen und Ergebnissen das vielversprechendste zu sein. Nicht nur zeigte
sich hier eine hohe statistische Signifikanz, auch deckte sich das Ergebnis mit anderen

Studien, z.B. von Tu et al. (2014) und Ralph et al. (2010).

Eine vertiefende Auseinandersetzung mit den in dieser Arbeit erhobenen Ergebnissen
der CD 45 Férbung erfolgte im Rahmen der wissenschaftlichen Untersuchung und der
Veroffentlichung des Artikels von Kemper et al. (2019). Es konnte in einer multivari-

aten Cox-Regressionsanalyse eine hohe CD 45 Expression in der Leber als unabhén-
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giger prognostischer Parameter fiir eine ldngere Gesamtiiberlebenszeit bestitigt wer-
den (p-Wert 0.048). Zudem zeigte sich, dass eine hohe Dichte an CD 45 exprimieren-
den Zellen in der Leberprobe mit einer niedrigeren UICC Klassifikation vergesell-
schaftet war, und dass bei Patienten mit hoher Dichte von CD45 positiven Zellen in
der Leberprobe seltener Fernmetastasen auftraten. Eine starke Anfarbung der Leber-
proben fiir CD 45 ist vermutlich Ausdruck einer Infiltration des Organs mit Lympho-
zyten, welche in hohem Mafle CD 45 exprimieren. Die Korrelation zwischen der
Dichte von Tumor infiltrierenden T-Lymphozyten (im folgenden TILs) und dem An-
sprechen auf Immuntherapeutika ist von wachsendem Interesse, um Patienten, die von
einer Immuntherapie profitieren, zu identifizieren und den richtigen Zeitpunkt fiir die
Immuntherapie herauszufinden. Die Messung von CD45 positiven Zellen im Leberpa-
renchym ist ein moglicher prognostischer Biomarker und kann als ein Kriterium fiir
die Patientenauswahl, die auf eine Immuntherapie ansprechen, hilfreich sein. Studien
mit einer gerichteten immunmodulatorischen Therapie zeigen erfolgversprechende
Ansitze. So z.B. die Studie von Ralph et al. (2010), die eine Antikorpertherapie mit
Tremelimumab, einem humanen monoklonalen Antikorper gegen CTLA-4, bei Pati-
enten mit fortgeschrittenem Adenokarzinom des Osophagus, des AEG und des Ma-
gens durchgefiihrt haben. In der Studie zeigte sich zumindest bei einem Patienten ein
erstaunlich positives Ansprechen auf die Therapie. Unter der Therapie zeigte sich ein
voriibergehender Anstieg der CD4+ Lymphozyten im Serum. Folglich konnte eine im-
munmodulierende Therapie mit Antikdrpern, welche zur Erhéhung der CD 45 positi-
ven Lymphozyten im Serum und konsekutiv im Tumor fiihrt, eine therapeutische Op-
tion sein. Die nachgewiesene kiirzere Gesamtiiberlebenszeit der Patienten mit niedri-

ger CD 45 Expression korreliert mit dem zeitgleichen Vorliegen von Lebermetastasen.

Fiir den PT (p-Wert 0,953) konnte kein Einfluss der CD45 Expression auf die Gesamt-
iiberlebenszeit nachgewiesen werden. Mehrere andere Studien (Wang et al. 2013, Rau-
ser et al. 2010 und Enomoto et al. 2012) konnten jedoch zeigen, dass eine hohe Kon-
zentration an CD 45 positiven TILs im Primédrtumor mit einer besseren Prognose der
Patienten einhergeht. Fiir das AK des Osophagus konnten dies Rauser et al. nachwei-
sen. Ein Fallbeispiel (Tu et al. 2014) zeigte bei einem Patienten mit metastasiertem
AK des Osophagus, neben anderen verinderten Molekiilen und zirkulierenden Tumor-

zellen, eine erniedrigte CD 45 Expression in Serum und Aszites.
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Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, kongruent zu bisherigen Forschungen (z.B.
Wang et al. 2013, Kaifi et al 2005, Xu et al. 2014, Li et al 2016,), dass eine hohe
Expression von CD 45, CX CR4 und E-Cadherin im Leberzellgewebe mit einer ldn-
geren Gesamtiiberlebenszeit einhergeht. Fiir die Gesamtiiberlebenszeit statistisch be-
sonders relevante Unterschiede zu der zu erwartenden Proteinexpression (im Ver-
gleich zu Referenzwerten von gesunden Lebergewebe, siehe Tabelle 3, S.29) fanden
sich fiir CD 45. Insbesondere Lebergewebe ohne Metastasen zeigte eine hohe Expres-
sion von CD 45. Der Nachweis der hohen Expression von CD 45 in den Leberproben
ist moglicherweise durch Infiltration mit Leukozyten zu erkldren, welche eine hohe

Expression von CD 45 aufweisen.

Die Ergebnisse beziiglich der prognostischen Relevanz von der Midkin und Periostin
Expression im Primértumor und der Leber weichen von bisherigen Forschungsergeb-
nissen ab. In dieser Arbeit zeigt sich bei hoher Midkin und Periostin Expression in der
Leber eine lingere Uberlebenszeit der Patienten. Im Vorfeld der Experimente waren
wir jedoch von dem gegenteiligen Ergebnis (siehe z.B. Tackels-Horne et al. 2001, Mi-
chaylira et al. 2010, Ruan, M. et al. 2007) einer schlechteren Prognose bei hoher Ex-
pression dieser Molekiile im Primirtumor und in der Leber ausgegangen. In Anbe-
tracht dieser Differenzen sollte die Methodik der Molekiil Darstellung genauer begut-

achtet werden.

Betrachtet man die TMA Schnitte, zeigt sich auch im Falle der Farbung von Periostin
und Midkin, dass sich Lebergewebe ohne Metastasen im Mittel deutlich starker farbt
als die Proben aus Lebermetastasen. So zeigt sich zwar eine Korrelation zwischen ei-
ner starken Farbung (hohe Molekiilexpression) von Periostin und Midkin und einer
langeren Gesamtiiberlebenszeit der Patienten, ursdchlich fiir die bessere Prognose
scheint jedoch das Fehlen von Lebermetastasen zu sein. Auffillig war, dass sich das
Lebergewebe intensiver farbte als das Gewebe aus Lymphknoten. In vielen Fillen

zeigte sich zudem eine stirkere Farbung der Leber als des Primértumors.

Auf das Ausmall der Farbung des jeweiligen Gewebes haben, neben der Stirke der
Proteinexpression, auch andere Faktoren Einfluss, z.B. unspezifische Bindungen des
Sekundérantikdrpers an das Gewebe oder auch die Gewebedichte. Es ist zu erwarten,

dass sich ein Gewebe mit hoher Zelldichte bei gleicher Proteinexpression pro Zelle
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starker als ein aufgelockertes Gewebe mit viel extrazelluldrer Fliissigkeit farbt. Leber-
gewebe weist ein hohes Level an endogenem Biotin auf. Aus diesem Grund erfolgte
im Vorfeld der immunhistochemischen Farbung eine Behandlung mit Avidin/Biotin
Blocking Reagent, um falsch intensive Farbung zu vermeiden. Dennoch kann die Ver-
wendung von Nachweissystemen auf Biotinbasis durch eine inkomplette Blockierung
des endogenen Biotins bei Farbung von Geweben mit hohem Biotin Anteil fehleran-

fallig sein.

Die immunhistochemischen Farbungen der Leberproben von den untersuchten in die-
ser Arbeit eingeschlossenen Patienten zeigten teilweise von Tabelle 45 abweichende

Ergebnisse.

Relevante Unterschiede zu der zu erwartenden Proteinexpression fanden sich fiir CD
45 und CXCR4. Insbesondere Lebergewebe ohne Metastasen zeigte eine hohe Expres-
sion von beiden Molekiilen. Sowohl CXCR4 als auch CD 45 werden auf Lymphozyten
exprimiert, so dass die hohe Expression der Molekiile in den Leberproben durch eine

Infiltration von Lymphozyten zu erklédren sein kdnnte.

Des Weiteren war in den untersuchten Leberproben Midkin nachweisbar; Dieses sollte
im gesunden Lebergewebe nicht exprimiert werden. Im Rahmen einer Verletzung,
Entziindung oder Tumorbildung kann Midkin jedoch exprimiert werden (Muramatsu

2010).

In der Herstellung der TMA Schnitte, der immunhistochemischen Fiarbungen sowie

der Auswertung sind folgende mdgliche Fehlerquellen zu bedenken:

e Durch die gewihlten Einschlusskriterien stand nur eine beschriankte Anzahl an zu
untersuchenden Geweben zur Verfiigung. Aufgrund von Auslagerung alter Gewe-
beproben oder mangelnder Qualitét reduzierten sich die letztlich in den TMA ver-
wendeten Proben, so dass in einigen Féllen keine statistische Signifikanz bei mog-
licherweise doch relevanten Unterschieden erreicht werden konnte (z.B. bei der
Periostin Expression im PT). Andererseits konnen bei geringer Fallzahl bereits we-
nige Proben zu einer moglicherweise falsch positiven Signifikanz gefiihrt haben.

e Fehler in der technischen Durchfiihrung beim Erstellen des TMA Blockes sowie
der immunhistochemischen Farbung sind nicht auszuschlieBen. So kdnnen bei der

Gewinnung von TMA Stanzen aus kleinen Gewebebiopsien, insbesondere aus der
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Leber und dem LK, nicht vom Tumorgewebe betroffene Areale miterfasst worden
sein, z.B. nekrotische oder Bindewebsanteile innerhalb der markierten Tumorare-
ale. Zudem ist die Tumorheterogenitdt mit zu beriicksichtigen. Die immunhisto-
chemische Féarbung ist ein komplexer Vorgang mit vielen einzelnen Schritten, wel-
che zu Fehler fiihren konnten. Durch die Verwendung von TMA Schnitten kann
jedoch sichergestellt werden, dass die verglichenen Gewebe alle unter gleichen
Rahmenbedingungen angefarbt wurden.

e Durch die Einteilung der unterschiedlichen Farbungsgrade in vier Intensitdten,
welche visuell beurteilt wurden, werden moglicherweise geringe Unterschiede in
der Molekiilexpression nicht hinreichend differenziert.

e Unspezifische Bindung des Sekundirantikdrpers konnen auftreten und zu einer

stirkeren Féarbung der Probe fiihren.

Um zu beurteilen, ob es sich bei den gefundenen statistisch signifikanten Ergebnissen
um Korrelationen oder aber kausale Zusammenhénge handelt, fiihrten wir zudem Sub-
gruppen Analysen durch. Das Patientenkollektiv wurde unterteilt in eine Gruppe mit
Lebermetastasen und eine Gruppe ohne Metastasen in der Leber. Es erfolgte in diesen
Gruppen eine gesonderte statistische Auswertung zur Beurteilung des Einflusses der
jeweiligen Molekiilexpression im PT und in der Leberprobe auf die Gesamtiiberle-
benszeit. Innerhalb der jeweiligen Subgruppen zeigte sich kein statisch signifikanter
Einfluss der unterschiedlichen Molekiilexpressionen auf die Gesamtiiberlebenszeit. In
der Gruppe der Patienten mit Lebermetastasen waren zumeist die Fallzahlen zu gering,
als dass ein statistisch signifikantes Ergebnis erreicht werden konnte. Aber auch in der
Gruppe der Patienten ohne Lebermetastasen konnte kein statistisch signifikanter Ein-
fluss der unterschiedlichen Molekiilexpression im PT und der Leberprobe auf die Ge-

samtiiberlebenszeit gefunden werden.

Die Lebermetastasen zeigten in der Regel deutlich geringere Expressionen der unter-
suchten Molekiile, so dass postuliert werden kann, dass im Metastasengewebe eine
verringerte Expression jener Molekiile stattfindet. Ein Einfluss der Molekiilexpressio-
nen von CXCR4, E-Cadherin, Midkin, Periostin und CD 45, ohne zeitgleiches Vorlie-
gen von Lebermetastasen, auf die Uberlebenszeit konnte jedoch nicht bewiesen wer-
den. Demnach scheint die regelhafte Bestimmung der untersuchten Molekiile in ge-

wonnen Biopsien noch keine sinnvolle zusétzliche Option beim Staging des Adeno-
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karzinom des Osophagus zu sein. Es stellt sich die Frage, wie die gefundenen Ergeb-
nisse genutzt werden konnen, um entweder die Diagnostik oder aber die Therapie des

AK des Osophagus zu verbessern.

Wiinschenswert wiren weitere Studien, in denen das Ausmal} der Molekiilexpression
von CD 45, CXCR4 und E-Cadherin im Lebergewebe als unabhidngige prognostische
Faktoren beim AK des Osophagus bestitigt werden. Hierbei sollten ergéinzende Me-
thoden zur Darstellung der Molekiilexpression in Erwdgung gezogen werden, z.B. als

RNA Nachweis mittels polymerase chain reaction, (PCR).
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5 Zusammenfassung

Das Adenokarzinom des Osophagus ist einer der am schnellsten an Hiufigkeit zuneh-
menden Tumoren der westlichen Welt. Osophaguskarzinome gehdren bei Minnern zu
den zehn hiufigsten Todesursachen unter den malignen Erkrankungen. In Deutschland
bestand 2012 eine altersstandardisierte Mortalititsrate von 4,8/100000 (Deutsches
Krebsforschungszentrum in der Helmholtz-Gemeinschaft 2016). Die 5-Jahres-Uberle-
benswahrscheinlichkeit beim AK des Osophagus ist mit unter 20 Prozent weiterhin
sehr schlecht (Aaltonen und Hamilton 2000, Siewert und Stein 2012). Es besteht aus
diesen Griinden Handlungsbedarf, um die Diagnostik und die Therapie dieser Erkran-
kung zu verbessern. In fritheren Studien konnte gezeigt werden, dass beim AK des
Osophagus eine verinderte Expression von verschiedenen Zelladhisionsmolekiilen
und Rezeptoren, im Vergleich zum gesunden Gewebe, auftritt. Das Ziel dieser Arbeit
war es, zu untersuchen, welchen Einfluss die Expression der Molekiile CXCR 4, E-
Cadherin, Midkin, Periostin und CD 45 in dem Priméirtumor, der Leber und den
Lymphknoten auf die Gesamtiiberlebenszeit eines Patienten hat. Der Nachweis der
Expression der Molekiile erfolgte durch immunhistochemische Farbungen von TMA
Schnitten der zu untersuchenden Gewebe. Das Ausmal} der Molekiilexpression wurde
anhand einer Farbskala dargestellt. Es wurde die Gesamtiiberlebenszeit aus Follow-
up-Daten, in Abhingigkeit von der jeweiligen Molekiilexpression in den untersuchten
Geweben, verglichen. Die statistische Auswertung erfolgte mit der Kaplan-Meier-Me-
thode, die Uberlebenskurven wurden berechnet und die Verliufe durch den Log-Rank
Test verglichen. Zwischen den Molekiilexpressionen in den PT und den LK und der
Gesamtiiberlebenszeit der nachverfolgten Patienten konnte kein statistischer Zusam-
menhang gefunden werden. Vielversprechende Ergebnisse zeigten sich fiir die unter-
suchten Leberproben. Statistisch signifikant ldngere Gesamtiiberlebenszeiten hatten
jene Patienten mit hoher CXCR4-, CD 45- und E-Cadherin-Expression in der Leber
und entgegen der Erwartung auch jene Patienten mit hoher Periostin- und Midkin-Ex-
pression im Lebergewebe. Es bedarf weiterer Forschung, um den Effekt der unter-
suchten Molekiilexpressionen in der Leber auf den Krankheitsverlauf beim AK des
Osophagus besser zu verstehen. Gelingt der Nachweis eines kausalen Zusammenhan-
ges zwischen den gefundenen verdnderten Molekiilexpressionen und der Gesamtiiber-

lebenszeit, ermoglicht dies die Entwicklung neuer Diagnostik- und Therapieoptionen.
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Summary

The esophageal adenocarcinoma is one of the most increasing tumors in the western
hemisphere and one of the ten most common causes of deaths among males due to
cancer. In 2012, in Germany, there was an age-standardized mortality rate of
4,8/100000 (Deutsches Krebsforschungszentrum in der Helmholtz-Gemeinschaft
2016). The 5-year survival rate of patients with esophageal adenocarcinoma remains
low with less than 20% (Aaltonen and Hamilton 2000, Siewert and Stein 2012). Due
to these reasons there is a need for action to improve the diagnosis and therapy of this
disease. In previous studies it was shown that the expression of different cell adhesion
molecules and receptors in the esophageal adenocarcinoma differs from their expres-
sion in healthy tissue. The task of this study was to investigate the influence of the
expression of the molecules CXCR 4, E-cadherin, midkine, periostin and CD 45 in the
primary tumor, the liver and the lymph nodes on the overall survival of a patient. The
expression of the molecules was demonstrated by immunohistochemical staining of
TMA sections of the examined tissue. The extent of the molecular expression was
shown on a color scale. The overall survival time from follow-up data, depending on
the respective molecular expression in the examined tissues, was compared. The sta-
tistical evaluation was carried out using the Kaplan-Meier method. The survival curves
were calculated, and their courses were compared by implementation of the log-rank
test. No statistical relation could be found between the molecular expressions in the
primary tumor and the lymph nodes and the overall survival of the followed-up pa-
tients. Promising results were shown for the examined liver samples. Patients with
high CXCR4, CD 45 and E-cadherin expression in the liver tissue had statistically
significant longer overall survival times than patients with low expression of these
molecules in the liver tissue. Contrary to the expectation, similar results were found
for periostin and midkine expression in the liver tissue. Previous studies suggested the
opposite with low overall survival rates in patients with high periostin and midkine

expression.

Further research is required for a better understanding of the effect of the examined
molecular expressions in the liver on the course of esophageal adenocarcinoma. If it
was possible to prove a causal relationship between the changes in molecular expres-
sion found and the overall survival time, it would facilitate the development of new

diagnostic and therapeutic options.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

AEG = Karzinome des gastro-dsophagealen Ubergangs
AK = Adenokarzinom

EMR = Endoskopische Mucosaresektion

ER = Endoskopische Resektion

EUS = Endoskopisches Ultraschall

HGIEN = Hochgradige intraepitheliale Neoplasien
LK = Lymphknoten

LP = Leberprobe

LSB = Long-Segment-Barrett

MK = Midkin

PDT = Photodynamische Therapie

PK = Plattenepithelkarzinom

PT = Primértumor

SSB = Short-Segment-Barrett

TMA = Tissue Microarray

UKE = Universititsklinikum Hamburg Eppendorf
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