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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einfithrung

In den westlichen Industrieldndern stellen maligne Tumoren epithelialen Ursprungs die Mehrzahl aller
Krebsneuerkrankungen und krebsbezogenen Todesfélle dar. Bei friihzeitiger Diagnose kdnnen Karzinome durch
die vollstindige operative Entfernung des Primirtumors kurativ behandelt werden. In spéteren Krankheitsstadien
entwickeln sich maligne Neoplasien zu einer Erkrankung des Gesamtorganismus, wobei nach der systemischen
Ausbreitung von bosartigen Tumorzellen Tochtergeschwiilste (Metastasen) entstehen, die in der Mehrheit der

Félle zum letalen Ausgang der Tumorerkrankung fiihren [1].

Unter den soliden Tumoren zeichnet sich das Osophaguskarzinom durch einen besonders aggressiven
Krankheitsverlauf mit friihzeitiger lymphogener Metastasierung und eine insgesamt schlechte Prognose aus [2].
Wiihrend die Inzidenz des Osophagus-Plattenepithelkarzinoms in der Bundesrepublik Deutschland seit den 70er
Jahren des letzten Jahrhunderts stabil geblieben ist, werden fiir den gleichen Zeitraum steigende Inzidenzen fiir
das Adenokarzinom des Osophagus beschrieben. Dennoch stellt das Plattenepithelkarzinom in Deutschland mit

iiber 80% aller auftretenden Fille weiterhin die Mehrheit der malignen Neoplasien des Osophagus dar [3].

Bei der Entstehung von Metastasen handelt es sich um einen komplexen, mehrstufigen Prozess. Hierbei kommt
es in einem ersten Schritt innerhalb des Primartumors zur Entwicklung von Zellvarianten, die sich aus dem
Tumorzellverband 16sen, durch das umgebende Gewebe migrieren und nach Invasion von Lymph- und
BlutgefdBlen in die Zirkulation gelangen [4, 5]. Nach Erreichen der Sekundérorgane erfolgt in den letzten drei
Schritten der Metastasierungskaskade die Adhision an das Gefdlendothel, gefolgt von Extravasion und
Proliferation, wobei die Proliferation in der neuen Gewebsumgebung stark von gewebespezifischen Faktoren
abhéngig ist [6]. Auf molekularer Ebene konnte eine Reihe von Faktoren identifiziert werden, die im Rahmen
der Metastasierungskaskade eine Rolle zu spielen scheinen. So fiihrt zunéchst eine Niederregulation
(engl. down-regulation) von desmosomalen Adhidsionsmolekiilen, wie E-Cadherin und Plakoglobin, zum
Verlust der wechselseitigen Adhésion im Tumorzellverband [7]. Anschlieend wird die Invasion und Migration
der Tumorzellen in das umgebende Stroma durch die Expression vom Motilititsfaktoren, wie dem Scatter
factor/Hepatocyte growth factor (SF/HGF) und den Transforming growth factors (TGFs), sowie durch Sekretion
von Proteasen wie Cathepsin D, Metallo-Matrixproteinasen (MMPs) und Plasminogenaktivatoren

begiinstigt [8-11].

In der vorliegenden Studie wurde die Expression der Integrine o,f;, 3B, a¢f; und ogBs beim
Plattenepithelkarzinom des Osophagus untersucht. Bei den Integrinen handelt es sich um heterodimerische,
transmembrane Glykoproteine, die bei der Interaktion von Zellen mit Bestandteilen der extrazelluldren Matrix
(engl. extracellular matrix, ECM) eine zentrale Rolle spielen [12]. Unter anderem sind sie Voraussetzung fiir die
dynamische Adhédsion von migrierenden Zellen an Bindegewebsstrukturen. Andererseits tragen die Integrine
malgeblich zur stabilen Verankerung von epithelialen Zellverbinden an der Basalmembran bei. Als
Signaltransduktoren sind sie gemeinsam mit verschiedenen Rezeptor-Tyrosinkinasen an der Regulation von
Differenzierung, Wachstum und Proliferation von epithelialen Zellen beteiligt [13, 14]. Dariiber hinaus kénnen

Integrine das Auslosen des programmierten Zelltods (4poptose) verhindern und damit zum Uberleben von
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1 Einleitung

epithelialen Zellen auBlerhalb ihres Zellverbands beitragen [15, 16]. Aus den genannten Eigenschaften leitet sich
eine zentrale Bedeutung der Integrine bei der Migration, Invasion und Metastasierung von malignen Tumoren ab
[17-19]. In zahlreichen Studien hat sich ein Einfluss der Integrin-Expression auf das Invasionsverhalten von
Tumorzellen gezeigt [20]. Insbesondere im Hinblick auf die frithen Schritte des invasiven Wachstums von
Karzinomen, wihrenddessen moglicherweise bereits eine systemische Streuung der potentiellen Vorlduferzellen
von Metastasen stattfindet [21], ergibt sich die Fragestellung, inwieweit die infiltrierenden Tumorzellen eine
veranderte Integrin-Expression aufweisen und welchen Einfluss diese bei der Penetration der Basalmembran und

der Invasion in angrenzende Strukturen besitzt.

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels einer Immunfluoreszenzfarbung die Expression verschiedener Integrin-
Untereinheiten bei 36 Patienten mit Osophagus-Plattenepithelkarzinomen untersucht. Die experimentellen
Ergebnisse wurden mit etablierten klinisch-pathologischen Parametern sowie den Ergebnissen der

Nachsorgeuntersuchungen korreliert.

1.2 Anatomie des Osophagus

Die Speiserdhre (Osophagus) ist ein elastisch verformbarer, muskuldser Schlauch, welcher der Beforderung der
Nahrung vom Pharynx in den Magen dient. Der erste Teil des griechischen Begriffs oisopagos leitet sich von
Alt-Griechisch oisein mit der Bedeutung ,.tragen® ab. Der zweite Teil wird auf gr. phagos mit der Bedeutung

»essen bzw. das zugehdrige Nomen gr. phagema zuriickgefiihrt [22].

Sofern nicht anders gekennzeichnet, entstammen die nachfolgenden Angaben den Arbeiten zur chirurgischen
Anatomie des Osophagus von Halata und Liebermann-Meffert [23, 24]. Der Osophagus beginnt etwa 15 cm von
den Schneidezéhnen entfernt am unteren Rand des Ringknorpels in Hohe des 6.—7. Halswirbels und miindet nach
einer Lange von 24-33 cm in Hohe des 10.—12. Brustwirbels in die Kardia des Magens (Ostium cardiacum).
Nach anatomischen Gesichtspunkten wird der Osophagus in einen Halsteil (Pars cervicalis, C6-Thl), einen
Brustteil (Pars thoracica, Th2-Th10) und einen Bauchteil (Pars abdominalis, Th10-Thl11) unterteilt. Im Verlauf
der Speiserohre existieren drei Engen. Die obere Enge (4Angustia cricoidea), auch Osophagusmund genannt,
befindet sich dorsal des Ringknorpels (Cartilago cricoidea) und stellt die engste Stelle der Speiserohre dar. Die
mittlere Enge (Angustia aortica) befindet sich 22-25 cm aboral. In Hohe des 4.—5. Brustwirbels engen die dorsal
kreuzende Aorta und der ventral verlaufende linke Hauptbronchus die Speiserdhre ein. Die untere Enge
(Angustia diaphragmatica) liegt etwa 40—44 cm aboral an der Durchtrittsstelle der Speiserdhre durch das
Zwerchfell (Hiatus oesophageus). Oberhalb dieser Enge ist die Speiser6hre besonders erweiterbar (Ampulla

epiphrenica, Vestibulum).

Wie im gesamten Gastrointestinaltrakt zeigt die Wand des Osophagus die charakteristische Schichtung in Tunica
mucosa, Tela submucosa, Tunica muscularis und Tunica adventitia. Der Osophagus wird unterhalb des
Zwerchfells teilweise von Serosa bekleidet. Die Tunica mucosa besteht aus einem mehrschichtigen,
unverhornten Plattenepithel, einer diinnen Lamina propria aus netzartigem Bindegewebe mit vereinzelten
Lymphfollikeln und einer Lamina muscularis propria aus vorwiegend ldngs verlaufender glatter Muskulatur
[25]. Das Plattenepithel ist zur Schleimhaut der Kardia scharf abgegrenzt (Ora serrata, Z-Linie), allerdings

kommen im unteren Drittel des Osophagus gelegentlich Inseln von Magenschleimhaut vor. Im proximalen und
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1 Einleitung

distalen Anteil findet man zusdtzlich Schleimdriisen in der Lamina propria, welche histologisch den
Kardiadriisen des Magens entsprechen. Die Tela submucosa besteht aus areoldrem Bindegewebe, welches
elastische und kollagene Fasern enthélt. Die Submukosa fiihrt neben feinen Blutgefd3en, Lymphkanélen und
Nerven (Plexus submucosus, Meifiner) im oberen und unteren Drittel der Speiserdhre die rein mukdsen
Glandulae oesophageae, die mit einem kurzen, oft ampullédr erweiterten Ausfilhrungsgang ins Epithel miinden.
Die Tunica muscularis enthilt im oberen Anteil des Osophagus zunichst nur quergestreifte, dann quergestreifte
und glatte und kaudal der Trachealbifurkation ausschlieBlich glatte Muskulatur. Im Querschnitt durch den
kontrahierten und geschrumpften Osophagus scheint die Muskularis aus einer inneren Ring- und einer duBeren
Langsmuskelschicht zu bestehen. Nach Kaufmann et al. handelt es sich allerdings um ein morphologisch und
funktionell einheitliches System von Muskelfasern, welche auBlen mit einem steilen Verlauf beginnen und sich
dann schraubengleich je nach Dehnungszustand des Osophagus unterschiedlich schriig bis zu einem zirkuléren
Verlauf nach innen winden [26]. Zwischen den Muskelschichten findet sich ein weiterer Nervenplexus
(Plexus myentericus, Auerbach). Die Tunica adventitia besteht aus lockerem Bindegewebe, welches
Lymphgefifie, Lymphknoten und Fettgewebe enthélt. Hier verlaufen die Nervenfasern des Plexus oesophageus

und des Nervus vagus. Die Vorderseite der Pars abdominalis des Osophagus ist von Peritoneum iiberzogen.

Die Lymphabflusswege des Osophagus weisen im Vergleich zu anderen gastrointestinalen Organen eine
besondere und komplexe Anatomie auf [27-29]. Dabei sind die submukosalen LymphgefiBe im Osophagus nicht
segmental sondern longitudinal ausgerichtet, was eine massive lokale Ausdehnung der Tumoren in der
Léngsrichtung ermdglicht und das Fehlen einer Obstruktion in der Frithphase der Erkrankung erklart [30, 31].
Des Weiteren konnen die Lymphgefafie, welche aus einem mukdsen und submukdsen Geflecht bestehen, nach
Durchqueren der Muskularis direkt in benachbarte Lymphknoten oder mittels Langsanastomosen in weiter
entfernte Lymphknoten miinden. Mdglicherweise gehen Lymphknotenmetastasen, die eine oder mehrere dem
Primdrtumor  nachgeschaltete =~ Lymphknotenstationen  {iberspringen  (Skipmetastasen) und  beim

Osophaguskarzinom hiufig beobachtet werden [32], auf diese besondere anatomische Situation zuriick.

1.3 Das Osophaguskarzinom

Obwohl zahlreiche Subtypen des Osophaguskarzinoms unterschieden werden, sind aufgrund ihrer
iberwiegenden Hiufigkeit (>90%) im Wesentlichen zwei Typen von klinischer Bedeutung:
Plattenepithelkarzinome und Adenokarzinome. Diese unterscheiden sich nicht nur morphologisch sondern auch
in ihrer Atiologie, Pathogenese, Epidemiologie, klinischen Erscheinung und Prognose [33]. Im Blickpunkt der
vorliegenden Arbeit steht das Plattenepithelkarzinom, so dass in den nachfolgenden Betrachtungen zum

Osophaguskarzinom die Rolle dieses Subtyps hervorgehoben ist.

1.3.1 Inzidenz und Epidemiologie

Das Osophaguskarzinom ist weltweit betrachtet die sechsthiufigste krebsbedingte Todesursache [34, 35]. In der
Bundesrepublik Deutschland betréigt die Inzidenz fiir das Osophaguskarzinom bei Minnern 6,5 Fille pro
100.000 Einwohnern und Jahr und bei Frauen 1,3 Félle pro 100.000 Einwohnern und Jahr [36]. In der

Todesursachenstatistik rangierte das Osophaguskarzinom 1997 in Deutschland bei Minnern mit malignen
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1 Einleitung

Grunderkrankungen an neunter Stelle, wihrend es bei Frauen eine untergeordnete Rolle spielte [37]. Die
Inzidenz nimmt mit dem Alter zu und erreicht einen Héufigkeitsgipfel im sechsten Lebensjahrzehnt. Das mittlere

Alter zum Zeitpunkt der Diagnose betrdgt 67 Jahre [38, 39].

Kennzeichnend fiir die Epidemiologie des Osophaguskarzinoms sind die ausgeprigten geographischen
Unterschiede hinsichtlich seines Auftretens, die auf ein komplexes Zusammenspiel von regionalen,
soziokulturellen sowie genetischen Faktoren hindeuten. In Europa liegt die Inzidenz zwischen 2,3 Féllen pro
100.000 Einwohner und Jahr in Griechenland und 10,7 Féllen pro 100.000 Einwohner und Jahr in Frankreich.
Fiir die USA wird eine Inzidenz von 4,5 Fillen pro 100.000 Einwohnern und Jahr beschrieben [40]. In Japan
liegt die Inzidenz mit {iber 50 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner und Jahr deutlich hoher [41]. Im
nordlichen Iran und im Norden Chinas tibersteigen die jeweiligen Inzidenzen 100 Erkrankungsfille pro 100.000
Einwohner und Jahr und erreichen dort mit 130 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner und Jahr in Linxian,

Provinz Hunan, ihren héchsten Wert [42].

Innerhalb eines geographisch definierten Raumes kann die Inzidenz zwischen unterschiedlichen ethnischen
Gruppen variieren. So ist das Auftreten eines Plattenepithelkarzinoms des Osophagus bei US-Amerikanern
afrikanischer Abstammung sechsmal wahrscheinlicher als bei US-Amerikanern kaukasischer Abstammung. Im
Gegensatz dazu besitzen Kaukasier gegeniiber Afroamerikanern ein vierfach erhohtes Risiko, an einem

Adenokarzinom des Osophagus zu erkranken [43, 44].

Wihrend das Osophagus-Plattenepithelkarzinom (engl. Oesophageal squamous cell carcinoma, OSCC; amerik.
ESCC) in den sechziger Jahren des 20. Jahrhunderts in den USA noch etwa 90% aller Osophaguskarzinome
ausmachte, nahm die Inzidenz des Adenokarzinoms seither exponentiell zu, so dass es dort gegenwirtig die
Mehrzahl der neu auftretenden Speiserdhrenkrebsfille ausmacht [45]. Steigende Inzidenzen des
Adenokarzinoms wurden ebenfalls aus England [46], Schottland [47], der Schweiz [48], Frankreich [49] und den
skandinavischen Landern [50-52] berichtet. Demgegeniiber wurde in den asiatisch-pazifischen Landern keine

Zunahme des Adenokarzinoms verzeichnet [53].

In Deutschland hat die Inzidenz des Osophagus-Adenokarzinoms in den letzten 20 Jahren um 70% zugenommen
und {ibertrifft mit dieser Zuwachsrate alle anderen bosartigen Tumoren [54]. Die Inzidenz des Osophagus-
Plattenepithelkarzinoms ist in der Bundesrepublik wihrend dieses Zeitraums nur leicht angestiegen. Trotz
relativer Zunahme der Adenokarzinome stellt das Plattenepithelkarzinom mit etwa 80% der Félle weiterhin die

Mehrzahl der Speiser6hrenkrebsneuerkrankungen [3].

1.3.2  Atiologie und Pridisposition

Plattenepithel- und Adenokarzinome stellen hinsichtlich ihrer Genese unterschiedliche Entitdten dar: So besitzen
Patienten mit gastrogsophagealer Refluxkrankheit (amerik. Gastroesophageal reflux disease, GERD) ein etwa
achtfach erhdhtes Risiko, an einem Adenokarzinoms des Osophagus zu erkranken [55]. Bei etwa 5-8% aller
GERD-Patienten flihrt der chronische gastro6sophageale Reflux zum metaplastischen Umbau der
Osophagusmukosa im unteren Speiserdhrendrittel (Intestinalisierung), die ab einer longitudinalen Ausdehnung
von iiber 3 cm als Barrett-Osophagus oder Endobrachydsophagus bezeichnet wird [56]. Innerhalb der

metaplastischen Areale konnen sich Dysplasien entwickeln, die wiederum das Potential zur neoplastischen
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Transformation besitzen (Metaplasie-Dysplasie-Karzinom-Sequenz) [57]. So muss der Barret-Osophagus als
fakultative Prékanzerose fiir das Adenokarzinom angesehen werden [58]. DeMeester stellt in seiner
Ubersichtsarbeit fest, dass ein persistierender pH-neutralerer Reflux, wie er bei der Behandlung der
Refluxkrankheit mit Protonenpumpen-Inhibitoren und vermutlich auch mit Histamin-H2-Rezeptor-Antagonisten
auftritt [59, 60], den Ubergang von der Metaplasie zur Dysplasie beim Barret-Osophagus begiinstigt. Ursichlich
dabei sei die fehlende Degradation von Gallensduren im duodeno-gastro-6sophagealen Reflux, die zu einer
erhdhten Mutationsrate im metaplastischen Epithel fithren konne [57]. Dariiber hinaus scheint zwischen dem
Body-Mass-Index (BMI) und dem relativen Risiko fiir die Entstehung eines Osophagus-Adenokarzinoms eine
positive Korrelation zu bestehen [45]. Bislang wurde fiir das Adenokarzinom kein oder nur ein geringer Einfluss
von Alkoholmissbrauch auf das Erkrankungsrisiko beobachtet [61, 62]. Allerdings fiihrt Alkoholgenuss zur
Relaxation des unteren Osophagussphinkters, was die Entstehung von gastro-dsophagealem Reflux begiinstigt
und folglich auch mit einer erhdhten Pravalenz fiir die Entstehung eines Adenokarzinoms einhergehen kénnte
[63]. AuBerdem hat in den Industrienationen die Anwendung von Medikamenten zugenommen, welche den
Verschlussdruck im unteren Osophagussphinkter senken und infolgedessen zu vermehrtem Reflux fiihren
konnen. Inwieweit dies die Entstechung von Adenokarzinomen beeinflusst, wird kontrovers diskutiert [64]. Die
Einnahme von Acetylsalicylsdure und anderen nicht-steroidalen Antiphlogistika (NSAR) scheint hingegen das

Risiko an einem Osophaguskarzinom zu erkranken oder zu versterben zu vermindern [65, 66].

Beim Plattenepithelkarzinom des Osophagus stehen als Risikofaktoren neben moglichen genetischen
Determinanten in erster Linie Umwelt- und Erndhrungsfaktoren wie Alkohol, Tabakrauch und nitrosaminhaltige
Nahrungsmittel im Vordergrund [39, 67]. Bei Rauchern ist das Risiko, an einem Osophaguskarzinom zu
erkranken, 2—7fach erhoht. Dabei besteht beim Plattenepithel- wie beim Adenokarzinom eine Dosisabhingigkeit
[61, 68]. Plattenepithelkarzinome entstehen bevorzugt an den physiologischen Engstellen der Speiserdhre. Auch
durch Erkrankungen oder Verletzungen entstandene Verengungen stellen Prédilektionsstellen dar. Verdtzungen
der Osophagusschleimhaut durch Laugeningestion ziehen hiufig die Bildung von Strikturen nach sich. In diesen
Bereichen entstehen gehduft Plattenepithelkarzinome, welche mit einer Latenz von 30-40 Jahren auftreten
konnen [69, 70]. Die postkrikoidale sideropenische Dysphagie als Sonderform des Plummer-Vinson-Syndroms
weist ebenfalls ein erhohtes Risiko fiir die Entstehung eines Osophaguskarzinoms auf [71]. Bei dieser auch als
Paterson-Kelly-Syndrom bezeichneten Erkrankung kommt es durch Ausbildung von intragsophagealen
Membranen (engl. ,,webs ‘) zu Osophagusstenosierungen, die hiufig Entstehungsort der Karzinome sind. Das
Auftreten von Osophagusdivertikeln pridisponiert ebenfalls fiir die Entstehung eines Plattenepithelkarzinoms
[72]. Erkrankungen, die zu einer verlangsamten Passage des Speisebreis fiihren, erhdhen ebenfalls das Risiko,
ein Osophagus-Plattenepithelkarzinom zu entwickeln. So weisen Patienten mit Achalasie ein um 14-16%

erhohtes Erkrankungsrisiko auf [73, 74].

Auch Mikroorganismen und Viren sind méglicherweise an der Entstehung von Osophaguskarzinomen beteiligt
[75]. Analog zur Entstehung von epithelialen Neoplasien in Schleimhduten des Genitaltrakts wird fiir das
Osophaguskarzinom ebenfalls eine Schiadigung des Epithels durch das humane Papillomavirus (HPV) und das
Epstein-Barr-Virus diskutiert [76-78].

In einer US-Studie korrelierte das Auftreten eines Plattenepithelkarzinoms bei iiber 90% der untersuchten Fille

mit kombiniertem hohen Alkohol- und Tabakkonsum, seltenem Genuss von Obst und rohem Gemiise und
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niedrigem soziodkonomischen Status [79]. Auch in Deutschland ist ein hoher Nahrungsanteil von frischem Obst
und Gemiise ist mit einem verminderten Erkrankungsrisiko assoziiert ist [80]. Insbesondere Vitamin C, Vitamin
E, Folsdure, Carotinoide und Zink scheinen eine protektive Funktion zu besitzen [67, 81-87]. Nitrit und
Nitrosodimethylamin, die u. a. in gepokelten, gerducherten oder gegrillten Fleisch- und Fischprodukten
vorkommen, stehen im Verdacht, Osophaguskarzinome direkt induzieren zu konnen [88, 89]. In einigen
Regionen Chinas, die hohe Inzidenzraten fiir das Osophaguskarzinom aufgewiesen hatten, korrelierte der
kontinuierliche =~ Riickgang  der  Erkrankungswahrscheinlichkeit =~ mit  Verbesserungen in  der
Nahrungsmittelkonservierung und Anderungen der Erniihrungsgewohnheiten [90]. Vielerorts ist der Konsum
von heifen Getrinken mit einer erhdhten Inzidenz des Osophaguskarzinoms assoziiert, wobei die hohe

Trinktemperatur der Getranke als Ursache im Vordergrund zu stehen scheint [91-95].

Eine eindeutige genetische Pridisposition fiir die Entstehung eines Plattenepithelkarzinoms des Osophagus
besteht nach dem derzeitigen Kenntnisstand allein fiir die autosomal-dominant vererbte, als Tylosis bezeichnete
nicht-epidermolytische Palmoplantarkeratose [96]. Dieser Erkrankung liegt wahrscheinlich eine Verdnderung
des Gens TOC (Tylosis oesophageal cancer gene) auf Chromosom 17q25.2 zugrunde [97], wobei der Verlust der
Heterozygotie (engl. Loss of heterozygosity, LOH) dieses Gen auch in sporadisch auftretenden
Osophaguskarzinomen beobachtet wird [98, 99]. Fiir erkrankte Mitglieder betroffener Familien besteht ein
Risiko von 95%, ein Plattenepithelkarzinom des Osophagus zu entwickeln [100]. Zudem besitzen Zéliakie-
Patienten ein erhohtes Erkrankungsrisiko [101].

Bei bis zu 6% aller Patienten mit Karzinomen im Bereich des Oropharynx und der oberen Atemwege wird ein
synchrones Osophagus-Plattenepithelkarzinom diagnostiziert [102]. Es ist unklar, ob bei der hiiufig beobachteten
Entstehung von Sekundérkarzinomen eine mogliche genetische Préadisposition oder das Vorhandensein einer
gemeinsamen ursédchlichen Noxe (z.B. Tabakrauch) im Vordergrund steht. Das Risiko eines metachronen

Osophaguskarzinoms ist in den genannten Fillen um das 44fache erhdht [103].

Die Weiterentwicklung molekularbiologischer Methoden in den letzen Jahren trug zu einem besseren
Verstindnis der molekularen Grundlagen des Osophaguskarzinoms bei [33]. Wie bei vielen soliden Tumoren
finden sich auch beim Plattenepithelkarzinom des Osophagus hiufig Mutationen des Tumorsuppressorgens p53,
welches sowohl bei der Initiierung von Osophagusneoplasien als auch bei deren Progression eine entscheidende
Rolle zu spielen scheint [104-106]. Alterationen von p53 treten bereits bei Hyper- und Dysplasien des
Plattenepithels sowie bei in-situ-Karzinomen in Erscheinung [107, 108], womit es sich bei der Mutation von p53
moglicherweise um ein frilhes Ereignis in einer Metaplasie-Dysplasie-Karzinom-Sequenz handelt [109].
Mutationen von pl6 (ink4a) und Cyclin D1 (bcl-1), welches durch p16 inhibiert wird, gehen haufig mit einer
schlechten Prognose einher [110-114]. Auch Gene der bcl-2-Familie, die an der Initiierung des programmierten
Zelltods (Apoptose) beteiligt sind, weisen in Osophagus-Plattenepithelkarzinomen hiufig Verinderungen auf
[115, 116]. Keine einheitlichen Verdnderungen sind bislang fiir die Ex pression von Wachstumsfaktoren und
ihrer Rezeptoren beschrieben worden. Beispielsweise variierten die Expressionsraten des Rezeptors fiir den
Epidermal growth factor (EGFR) zwischen 71% und 83% [117, 118] Eine Expression des Wachstumsfaktors
TGF-a, der ebenfalls mit dem EGF-Rezeptor interagiert, wurde bei 35% eines Untersuchungskollektivs
beobachtet [119]. Die klinische Bedeutung dieser Einzelbeobachtungen ist jedoch noch nicht bekannt.
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1.3.3 Klassifikation des Osophaguskarzinoms

Die Einteilung der Osophaguskarzinome erfolgt nach den Empfehlungen der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) [120], der Klassifikation des American Joint Committee on Cancer (AJCC) [121], den Kriterien der
International Union Against Cancer (Union Internationale Contre Cancer, UICC) [122-124] und den
Richtlinien der International Society for Diseases of the Esophagus (ISDE) [125]. Zur Beurteilung werden die
Lokalisation des Tumors, dessen histomorphologischer Typ und sein Differenzierungsgrad, die anatomische
Ausbreitung des Tumors und das potentielle Vorhandensein von Tumorgewebe nach chirurgischer Therapie

herangezogen.

1.3.3.1 Lokalisation

Im klinischen Umfeld werden Osophaguskarzinome hiufig in Tumoren des oberen, mittleren und unteren
Drittels eingeteilt. Insgesamt befinden sich etwa zwei Drittel aller Karzinome im distalen, etwa 25 % im
mittleren und weniger als 10 % im proximalen Drittel des Osophagus [41]. Plattenepithelkarzinome befinden
sich dabei zu 45% im mittleren Osophagusdrittel, zu 40% im unteren Drittel und zu 15% im oberen Drittel
jeweils mit einer Priferenz fiir die physiologischen Engen der Speiserohre [126]. Mit iiber 80% ist bei den

Adenokarzinomen vornehmlich das untere Drittel des Osophagus betroffen [127].

Die Richtlinien der UICC unterscheiden einen zervikalen und einen intrathorakalen Abschnitt des Osophagus,
wobei der intrathorakal gelegene Anteil wiederum in einen oberen, einen mittleren und einen unteren Abschnitt
eingeteilt wird. Die Trachealbifurkation grenzt den oberen vom mittleren Abschnitt ab. Die Hilfte der
Verlaufstrecke zwischen Trachealbifurkation und 6sophagogastralem Ubergang bildet die Grenze zwischen
mittlerem und unterem thorakalen Abschnitt, wobei letzterer den kurzen intraabdominal gelegenen Teil des
Osophagus mit einschlieBt. Die ISDE empfiehlt demgegeniiber eine Einteilung der Osophagus-
Plattenepithelkarzinome anhand ihres Bezugs zum Tracheobronchialsystem in infrabifurkale, suprabifurkale und

rein zervikale Tumoren.

Bei Tumoren, die Osophagus und Magen gleichzeitig befallen, wird zur Unterscheidung zwischen distalen
Osophaguskarzinomen, Cardiakarzinomen und proximalen Magenkarzinomen nach der Empfehlung der UICC
die longitudinale Ausdehnung um mehr als 50% als Zuordnungskriterium herangezogen. Bei einer Ausdehnung
zu gleichen Anteilen werden Plattenepithelkarzinome, kleinzellige Karzinome und undifferenzierte Karzinome
als distale Osophaguskarzinome und Adenokarzinome als Cardiakarzinome bzw. proximale Magenkarzinome
klassifiziert. Adenokarzinome des distalen Osophagus und dsophago-gastralen Ubergangs konnen auBerdem
entsprechend den Empfehlungen der International Gastric Cancer Association (IGCA) und der ISDE nach
Siewert eingeteilt werden [128].

1.3.3.2 Tumortyping und histopathologisches Grading

Plattenepithelkarzinom und Adenokarzinom stellen die beiden histologischen Haupttypen des
Osophaguskarzinoms dar. In weniger als 10% handelt es sich bei malignen Speiserdhrentumoren um

Spindelzellkarzinome  (Karzinosarkome),  Basaloidzellkarzinome, adenomatds-zystische  Karzinome,
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mukoepidermoidale Karzinome, kleinzellige Karzinome und Lymphome [129, 130]. Makroskopisch dominieren
ulzerierende Liasionen gefolgt von intramural wachsenden und polypésen Tumoren. Nach ihrem
Differenzierungsgrad werden gut (G1), méBig (G2), schlecht differenzierte (G3) und undifferenzierte Karzinome
(G4) unterschieden (siehe Tabelle 1).

Im Dokumentationssystem der Arbeitsgemeinschaft Deutscher Tumorzentren ist in Ubereinstimmung mit der
Internationalen Histologischen Klassifikation der WHO zusitzlich die Zusammenfassung von G1 und G2 zu
einem niedrigen Malignitéitsgrad (,,Jow grade*) und von G3 und G4 zu einem hohen Malignitétsgrad (,,high
grade*) vorgesehen. Bei kleinzelligen und undifferenzierten Karzinomen des Osophagus kommt der
Differenzierungsgrad G4 zur Anwendung, so dass diese Karzinome dementsprechend als hoch maligne

klassifiziert werden.

Tabelle 1. Histopathologisches Grading.

Histopathologisches Grading (G)

GX Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden
G1 Gut differenziert

G2 MaRig differenziert

G3 Schlecht differenziert

G4 Undifferenziert

1.3.3.3 Tumorstaging (TNM-Klassifikation)

Wie alle epithelialen Tumoren werden auch die Osophaguskarzinome unabhingig von ihrem histologischen Typ
nach dem TNM-System der UICC klassifiziert. Unterschieden wird hierbei das pratherapeutische, diagnostische
»klinische® Tumorstaging (cTNM) vom postoperativen pathohistologischen Tumorstaging (pTNM). Die
Einteilung des Primirtumorstadiums (T) erfolgt nach der Tumorinfiltrationstiefe in die Osophaguswandschichten

(siehe Tabelle 2).

Zur Beurteilung der lymphatischen Zellstreuung werden in den Richtlinien der UICC die Lymphknoten fiir den
zervikalen und thorakalen Osophagus jeweils zu regioniren Gruppen zusammengefasst. Fiir den zervikalen
Osophagusabschnitt werden allein zervikale Lymphknotengruppen (Skalenus-Lymphknoten, Lymphknoten an
der V. jugularis interna, obere und untere zervikale Lymphknoten, peridsophageale Lymphknoten und
supraklavikuldre Lymphknoten) als regiondre Lymphknoten definiert. Zu den regiondren Lymphknoten im
thorakalen Osophagusabschnitt zihlen die an der V. azygos gelegenen oberen peridsophagealen Lymphknoten,
die subkarinalen Lymphknoten, die unterhalb der V. azygos gelegenen unteren peridsophagealen Lymphknoten,
die mediastinalen Lymphknoten und die perigastrischen Lymphknoten ausgenommen der Lymphknoten am
Truncus coeliacus. Ein Tumorbefall der Lymphknoten des Truncus coeliacus wird unabhingig von der
Primédrtumorlokalisation als Fernmetastasierung gewertet (pM1) ebenso wie ein Befall zervikaler Lymphknoten

bei Primértumoren der thorakalen Osophagusabschnitte.
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Tabelle 2. TNM/pTNM-Klassifikation.

Primértumor (T/pT)

X Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fur Primartumor

Tis Carcinoma in situ

T Tumor infiltriert Lamina propria oder submucosa
T2 Tumor infiltriert Muscularis propria

T3 Tumor infiltriert Adventitia

T4 Tumor infiltriert Nachbarstrukturen

Regionare Lymphknotenmetastasen (N/pN)

NX Regionadre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1 Regionadre Lymphknotenmetastasen

Fernmetastasen (M/pM)

MX Fernmetastasen kénnen nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

Fiir Tumoren des unteren thorakalen Osophagus

M1a Metastase(n) in z6liakalen Lymphknoten
M1b Andere Fernmetastasen

Fiir Tumoren des oberen thorakalen Osophagus

M1a Metastase(n) in zervikalen Lymphknoten
M1b Andere Fernmetastasen

Fiir Tumoren des mittleren thorakalen Osophagus

M1a Nicht anwendbar

M1b Nichtregionare Lymphknoten oder andere Fernmetastasen

Fiir die pathologische Klassifikation des Lymphknotenstadiums pNO wird die histologische Untersuchung von

mindestens 6 Lymphknoten empfohlen.

Fernmetastasen liegen vor, wenn Tumorzellsabsiedelungen in nicht-regiondren Lymphknotengruppen oder in

anderen Organen nachgewiesen wurden. Entsprechend den lymphatischen und vendsen Abflusswegen der

Speiserdhre manifestieren sich Fernmetastasen beim Osophaguskarzinom am hiufigsten in den nicht-regioniren

intraabdominellen Lymphknoten mit einer Inzidenz von 45%, gefolgt von der Leber mit 35%, der Lunge mit

20%, den supraklavikuldren und zervikalen Lymphknoten mit 18% und dem Knochen mit 9% [131].

Weiterhin sind die verschiedenen TNM-/pTNM-Einstufungsméglichkeiten anhand von prognostischen Daten zu

finf Stadien gruppiert worden (siche Tabelle 3) [132]. 13-20% der Patienten mit einem operablen

Osophaguskarzinom befanden sich im UICC Stadium I, 14-27% im Stadium IIA, 7-16% im Stadium IIB und

40-54% im Stadium IIT [133, 134].
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Tabelle 3. Stadiengruppierung des Osophaguskarzinoms.

UICC-Tumorstadien

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T NO MO
Stadium IIA T2, T3 NO MO
Stadium IIB T1,T2 N1 MO
Stadium IlI T3 N1 MO
T4 Jedes N MO
Stadium IV Jedes T Jedes N M1
Stadium IVA Jedes T Jedes N M1a
Stadium IVB Jedes T Jedes N M1b

Das Fehlen oder Vorhandensein eines Residualtumors nach Behandlung wird durch die R-Klassifikation
beschrieben. Dazu werden neben den Resektionsrdndern des Primdrtumors auch die Resektionsgrenzen von

regiondren Lymphknotenmetastasen und Fernmetastasen beurteilt.

Tabelle 4. R-Klassifikation.

Residualtumor (R)

RX Vorhandensein von Residualtumor kann nicht beurteilt werden
RO Kein Residualtumor

R1 Mikroskopischer Residualtumor

R2 Makroskopischer Residualtumor

1.3.4 Diagnostik und Therapie

Die Dysphagie als Leitsymptom des Osophaguskarzinoms (74% aller Fille) tritt in der Regel erst bei einer
Verlegung des Osophaguslumens um mehr als die Hilfte auf, 17% der Patienten beklagen dann eine
Odynophagie [38]. Die damit verbundene, hdufig beobachtete Gewichtsabnahme korreliert mit einem
ungiinstigen Langzeitverlauf, wenn der Gewichtsverlust 10% des Korpergewichts iibersteigt [135]. Kachexie,
Anamie, eine aufgehobene Schluckfdhigkeit fiir feste Speisen, rezidivierende Aspiration, Heiserkeit,
Pleuraerguss, Aszites, Horner-Syndrom und ein Zwerchfellhochstand sind weitere Symptome, die ein

fortgeschrittenes Tumorstadium anzeigen.

Anhand der Ergebnisse des pritherapeutischen Tumorstagings mit korperlicher Untersuchung,
Rontgentibersichtsaufnahme der Lungen in zwei Ebenen, Endoskopie, Endosonographie, Computertomographie
von Thorax und Abdomen, Kontrastmittelbreischluck, Skelettszintigraphie, Laboruntersuchungen und
Zusatzuntersuchungen bei bestehenden Komorbidititen wird die Entscheidung iiber einen primér kurativen oder
primér palliativen Therapieansatz geféllt. Die exakte Lokalisation des Tumors wird endoskopisch bestimmt,

wobei durch die Entnahme von Stufenbiopsien Tumortyp und Differenzierungsgrad ermittelt werden. Potentielle
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Fisteln konnen mittels Kontrastmittelbreischluck ausgeschlossen werden. Dariiber hinaus liefert die
Passagedarstellung moglicherweise den Hinweis auf die Fixation der Speiserdhre aufgrund einer Infiltration des
Tumors in die Umgebung. Lymphknotenmetastasen, lokale Tumorausdehnung und Fernmetastasen konnen
mittels Computertomographie mit einer Sicherheit von 65-88% dargestellt werden. Beziiglich des
Tumorstagings haben sich bisher keine Vorteile der Kernspintomographie gegeniiber der Computertomographie
ergeben. Eine abschlieBende Beurteilung der Wertigkeit einer Positronen-Emissions-Tomographie (PET) bei der
Diagnostik des Osophaguskarzinoms steht noch aus [136-138]. Standard zur Beurteilung des lokalen
Tumorwachstums hinsichtlich der Infiltrationstiefe und des lokoregionidren Lymphknotenstatus stellt jedoch die
Endosonographie dar, welche in iiber 80% der Félle das korrekte T- und N-Stadium liefert [38]. Die Ultraschall-
gesteuerte endoskopische Feinnadelbiopsie ermoglicht dariiber hinaus eine sichere Diagnose von
Lymphknotenmetastasen in bis zu 90% der Fille. Bei Tumoren des oberen Osophagus wird prioperativ regelhaft
eine Infiltration der Trachea und des Bronchialsystems durch eine Tracheobronchoskopie ausgeschlossen.
Zusétzlich empfiehlt sich bei Patienten mit Plattenepithelkarzinom eine konsiliarische HNO-drztliche
Spiegeluntersuchung zum Ausschluss von Zweittumoren. Die Bestimmung von Tumormarkern im Serum von
Patienten besitzt beim Osophaguskarzinom nur eine geringe Sensitivitit und Spezifitit, allerdings konnen die
Tumormarker CEA, CA 19-9, CA 125 und SCC nach erfolgter Therapie als Verlaufsparameter herangezogen
werden [139].

Eine kurative Behandlung des Osophaguskarzinoms ist gegenwirtig allein durch die chirurgische RO-Resektion
mit Entfernung der regiondren Lymphknoten gegeben, so dass bei einem lokal begrenzten Tumor ohne
nachweisbare Fernmetastasen das operative Vorgehen angestrebt werden sollte. Bei Vorliegen einer
Fernmetastasierung ist ein kurativer Ansatz generell nicht mehr moglich, da von einer systemischen Erkrankung
ausgegangen werden muss. Ausgedehnte lokoregiondre Befunde hingegen sprechen nicht notwendigerweise
gegen eine kurativ intendierte chirurgische Therapie, wenn eine RO-Resektion potentiell durchfiihrbar erscheint.
Sollte ein organiiberschreitendes Wachstum des Primértumors mit Infiltration benachbarter Strukturen vorliegen,
kann eine neoadjuvanten Therapie zwecks Reduktion der TumorgroBe (engl. downstaging) durchgefiihrt werden.
So kann bei 70-80% der lokal fortgeschrittenen Plattenepithelkarzinome durch eine préoperative

Radiochemotherapie eine kurative R0O-Resektion ermdglicht werden.

Das operative Verfahren der Wahl beim Plattenepithelkarzinom ist die thorako-abdominale
en-bloc-Osophagektomie mit Zwei-Feld-Lymphadenektomie und Magenhochzug [140, 141]. Hierbei erfolgt die
Resektion der Speiserohre gemeinsam mit der mediastinalen Lymphknotendissektion en bloc iiber einen
rechtsthorakalen Zugang. Die Rekonstruktion der Speisepassage wird nach Umlagerung des Patienten von
abdominal und zervikal links durchgefiihrt. Dabei werden im Rahmen der so genannten 2-Feld-
Lymphadenektomie neben den bereits entfernten mediastinalen Lymphknoten mit einer proximalen Resektion
der kleinen Kurvatur des Magens auch abdominale Lymphknoten entfernt. Die abdominale Lymphadenektomie
umfasst dariiber hinaus die Entfernung der zoliakalen und suprapankreatischen Lymphknoten. Bei Tumoren, die
oberhalb der Karina lokalisiert sind, kann aufgrund des erhdhten Risikos zervikaler Lymphknotenmetastasen
zusitzlich eine zervikale Lymphadenektomie durchgefiihrt (engl. neck dissection) werden. Ob dieses als 3-Feld-
Lymphadenektomie bezeichnete Vorgehen zur Verbesserung der Prognose fiihrt, wird weiterhin

untersucht [142-145]. In Ausnahmefillen, z.B. bei pulmonalen Einschrinkung der funktionellen Operabilitit,

15



1 Einleitung

kann alternativ die transhiatale Osophagektomie durchgefiihrt werden [146]. Die Priparation des Osophagus
erfolgt hier ohne Thorakotomie stumpf von transzervikal und transabdominal, wobei eine Lymphadenektomie
lediglich im unteren Mediastinum und im Bauchraum durchgefiihrt werden kann. Die Rekonstruktion der
Speisepassage erfolgt in der Regel durch Hochzug eines Magenschlauches und dessen extrathorakale
Anastomosierung mit dem Osophagusstumpf im Bereich des Halses. Alternativ kénnen isoperistaltische Kolon-

oder Diinndarminterponate verwendet werden.

Die chirurgische Therapie wurde im Hinblick auf eine Verbesserung des postoperativen Krankheitsverlaufs mit
neoadjuvanter und adjuvanter Chemo- und Strahlentherapie kombiniert: Als Monotherapie angewendet hatten
Chemo- und Strahlentherapie jeweils keine Verbesserung der operativen Ergebnisse erzielen konnen, so dass sie
im Rahmen eines kurativen Therapiekonzepts als Einzelmafinahmen keine Anwendung mehr finden [147]. Auch
durch die kombinierte Anwendung als Radiochemotherapie vor oder nach chirurgischer Intervention konnte bei
einer erhohten postoperativen Morbiditdt und fraglich erhohten Mortalitit keine eindeutige Verbesserung der

Prognose erzielt werden [135].

Eingesetzt wird der multimodale Therapieansatz im Zuge eines palliativen Vorgehens bei inoperablen Tumoren.
Oberstes Ziel der palliativen Therapie ist der Erhalt bzw. die Wiederherstellung der Schluckfihigkeit der
Patienten. Aufgrund der hohen Strahlensensibiltét steht beim Plattenepithelkarzinom die Bestrahlung im
Vordergrund, deren lokale Wirkung durch Kombination mit einer Chemotherapie verstarkt werden kann. Neben
der perkutanen Strahlen- und der endoluminalen Brachytherapie stehen eine Reihe endoskopischer Verfahren zur
Verfligung. Hier hat sich die Kombination aus intraluminaler Lasertherapie und anschlieBender perkutaner oder
endokavitdrer Bestrahlung als wirksam erwiesen [148]. Bei bestehenden oder drohenden &sophago-bronchialen
bzw. Gsophago-tachealen Fisteln hat sich die endoprothetische Lumenwiederherstellung durch Einlage von
selbst-expandierbaren Maschendrahtstents, gegebenenfalls nach Bougierung, durchgesetzt. Im Falle einer
drohenden Obstruktion sollte bei noch bestehender Passage friihzeitig die Anlage einer perkutanen
endoskopischen Gastrostomie (PEG) angestrebt werden. Wenngleich das Osophaguskarzinom insgesamt nur als
miBig sensibel fiir Chemotherapeutika gilt [149], erreicht die Kombination von Cisplatin und 5-Fluorouracil
(5-FU) im metastasierten Stadium Ansprechraten bis zu 35%, bei lokoregionir begrenzten Tumoren sogar bis zu

75% [150].

1.3.5 Prognose

Die Prognose des Osophaguskarzinoms hiingt entscheidend vom Krankheitsstadium ab. Die Tumorstadien UICC
IIT und IV umfassen nahezu 75% der neu auftretenden Falle. Etwa 50% aller Patienten sind bei Erstdiagnose
bereits lokal inoperabel oder haben radiologisch nachweisbare Fernmetastasen [2]. In Erhebungen bis 1995
betrug die 5-Jahres-Uberlebensrate aller diesen Stadien zugeordneten Osophaguskarzinome weniger als 5%. Im
einzelnen belaufen sich die 5-Jahres-Uberlebensraten auf iiber 95% fiir das UICC-Stadium 0, auf 50-80 % fiir
das Stadium I, auf 30—40 % fiir das Stadium IIA, auf 10-30 % fiir das Stadium IIB und 10-15 % fiir das
Stadium III [151, 152]. Die Uberlebenszeit fiir Patienten im Stadium IV betriigt bei palliativer Chemotherapie im
Mittel weniger als ein Jahr [150].

Der Anteil der Frithkarzinome (T1NOMO, Tumorstadium UICC I) liegt unter 10%. Sofern bei diesen Patienten
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eine vollstindige Tumorresektion (R0) durchgefiihrt werden konnte, kénnen 5-Jahres-Uberlebensraten von 83%
fiir das Adenokarzinom und 65% fiir das Plattenepithelkarzinom erreicht werden. Ursachen fiir die insgesamt
ungiinstigere Prognose von Patienten mit Plattenepithelkarzinomen sind moglicherweise der héufig assoziierte
schlechte Allgemeinzustand, das hidufigere Auftreten von kardiopulmonalen Komorbidititen sowie die hdufiger

vorhandenen syn- bzw. metachronen Zweitkarzinome im Oropharynx und der Lunge [153-155].

Hat eine Infiltration der Speiserhrenwand bis in die Lamina propria stattgefunden (pT2), sinkt die
Uberlebenswahrscheinlichkeit nach 5 Jahren auf 37% fiir beide Tumorentititen. Insgesamt kann bei weiter
fortgeschrittenen Karzinomen nach gelungener RO-Resektion mit 5-Jahresiiberlebensraten von 30-40%
gerechnet werden. In der Subgruppe der RO-resezierten Patienten stellen der Lymphknotenstatus und die
Tumorinfiltrationstiefe die wesentlichen prognostischen Faktoren dar: Uber 90% aller Osophaguskarzinome
werden im Stadium T2 oder T3 diagnostiziert und ungeféhr zwei Drittel der Patienten haben zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung regionale Lymphknotenmetastasen (pN1) [156]. Auch bei Patienten mit wenigen befallenen
lokoregiondren Lymphknoten ist ein Langzeitiiberleben mdglich, wenn die so genannte Lymphknotenratio aus
der Anzahl befallener und entfernter Lymphknoten unter 20% liegt [157]. Der immunhistochemische Nachweis
lymphatischer Mikrometastasen stellt einen weiteren, unabhingigen Prognosefaktor fiir rezidivfreies und
absolutes Uberleben dar [158, 159]. Trotz Beriicksichtigung in der derzeit aktuellen 6. Auflage der AJCC- bzw.
UICC-Klassifikation maligner Tumoren hat der immunhistochemische (pNO (i+) ) oder molekularbiologische
(pNO (mol+) ) Nachweis von Mikrometastasen bzw. isolierten Tumorzellen in Lymphknoten noch keine

verbreitete Anwendung bei der Beurteilung maligner Tumoren gefunden [160].

1.4  Integrine

In den Organen und Gewebekompartimenten des Korpers schlieBen sich unterschiedliche Zelltypen zu
Zellpopulationen zusammen. Der notwendige Kontakt zwischen den Zellen wird durch verschiedene integrale
Membranproteine hergestellt. Zelladhdsionsmolekiile (engl. cell adhesion molecules, CAMs) vermitteln sowohl
den festen Kontakt zwischen gleichen und verschiedenartigen Zellen als auch die Anheftung von Zellen an
Bestandteile der extrazelluliren Matrix (ECM) und gewéhrleisten damit die Integritit und Stabilitit von
Gewebeverbanden. Demgegeniiber ermoglicht das kontrollierte Wechselspiel zwischen Adhéision und
Dissoziation die Migration von nicht ortsgebundenen Zellen im Organismus. Die Zelladhdsionsmolekiile
besitzen somit einen essentiellen Stellenwert bei der Ausbildung und Stabilisierung von epithelialen und
mesenchymalen Gewebeverbidnden. Wiahrend der Embryogenese spielen sie eine entscheidende Rolle bei der
Organentwicklung und sind auch im ausgewachsenen Organismus an zahlreichen dynamischen Prozessen wie

Angiogenese, Wundheilung und Immunabwehr beteiligt [12, 14, 161, 162].

Es werden fiinf Hauptklassen unterschieden: Cadherine, die Immunglobulin-Superfamilie, Selectine, Mucine und
Integrine [163]. Wahrend alle Klassen an den spezifischen homotypischen Zell-Zell-Interaktionen beteiligt sind,
vermitteln die Integrine vor allem heterotypische Wechselwirkungen von verschiedenartigen Zelltypen und
insbesondere deren Interaktion mit der extrazelluliren Matrix. Die extrazelluldre Matrix ist ein komplexes

Netzwerk aus hochmolekularen Proteinen (u. a. Kollagene, Laminine, Fibronectin) und Polysacchariden, die
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sowohl von den mesenchymalen Zellen des Bindegewebes als auch von Zellen epithelialen Ursprungs sezerniert
und modifiziert werden konnen. Die ECM liefert ein Strukturgeriist zur rdumlichen Verankerung von
Einzelzellen oder Zellverbidnden und bildet physikalische Barrieren zwischen Gewebekompartimenten aus. Als
Speicherort fiir Wachstumsfaktoren und andere Zytokine ist sie an der Differenzierung und Proliferation der

interagierenden Zellen beteiligt.

Im Zuge der malignen Progression verlassen Tumorzellen ihren urspriinglichen Zellverband. Sie durchdringen
die Basalmembran und wandern in das umliegende Bindegewebe ein. Die Integrine spielen eine entscheidende
Rolle bei der Invasion und Migration von Tumorzellen. Neben der strukturellen Anheftung von Zellen an die
ECM sind die Integrine in ihrer Funktion als Signaltransduktoren auch an verschiedenen Aspekten der
Zellregulation  beteiligt. Im  Zusammenspiel —mit  Wachstumsfaktor-Rezeptoren = kénnen  sie
Zelldifferenzierungsvorginge beeinflussen, Wachstums- und Proliferationsstimuli verstirken und dem

programmierten Zelltod (Apoptose) entgegenwirken.

1.4.1 Aufbau und Funktion

Die Bezeichnung Integrin beschreibt die Funktion der transmembrandren Glykoproteine: Sie ,, integrieren* das
Zytoskelett {iber die Zellmembran hinweg mit der extrazelluliren Matrix und ermdglichen damit die rdumliche
Verspannung einer Zelle im Bindegewebe. Als in der Evolution hochkonservierte Proteine werden die Integrine
iiberall im menschlichen Organismus exprimiert, wobei auf einem bestimmten Zelltyp gleichzeitig verschiedene
Integrine vorkommen kdnnen [164]. Manche Integrine werden von vielen unterschiedlichen Zellarten exprimiert,
wohingegen andere spezifisch fiir eine bestimmte Zellart sind. Die ,-Integrin-Untereinheit wird beispielsweise
nur auf Leukozyten und das a¢Ps-Integrin allein auf Zellen epithelialen Ursprungs exprimiert [12]. In der
vorliegenden Arbeit wurde das Hauptaugenmerk auf die Expression und Wirkung derjenigen Integrine gerichtet,

die an der Interaktion von epithelialen Zellen mit der extrazelluliren Matrix beteiligt sind.

Integrine setzen sich aus je einer a- und einer B-Untereinheit zu Heterodimeren zusammen, die durch nicht-
kovalente Bindungen miteinander verkniipft sind. Bis jetzt wurden 18 a-Untereinheiten und 8 B-Untereinheiten
sicher identifiziert, welche sich zu insgesamt 24 verschiedenen Integrinen zusammensetzen

(siche Abbildung 1) [14, 165, 166].

Alle Integrin-Untereinheiten setzen sich aus einer Cystein-reichen extrazelluldren Doméne, einem hydrophoben
transmembranen Abschnitt und, mit Ausnahme der 4-Untereinheit, aus einer kurzen zytoplasmatischen Doméne
zusammen. Die N-terminalen, extrazelluliren Anteile einer o- und einer B-Untereinheit bilden einen
kugelformigen Koptbereich aus sieben [-Faltblattstrukturen, dessen Ligandenbindungsstelle von beiden
Untereinheiten gebildet wird. Die beiden langen, geraden Abschnitte der a- und B-Untereinheit verbinden den

Kopf mit der Zellmembran [166].
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Abbildung 1. Die Integrin-Heterodimere der Sédugetiere. Die a,- und o3-Untereinheiten setzen sich beim Menschen
lediglich mit der B;-Untereinheit zu den Integrinen o,p; und o;f; zusammen, wohingegen die as-Untereinheit mit der ;- und
der B4-Untereinheit die Heterodimere a4f3; und aep, bildet (aus Danen et al. [14]).

Neben ihrer Rolle bei der Verkniipfung von ECM und Zytoskelett fungieren Integrine als bidirektionale
Signaltransduktoren fiir extra- und intrazelluldre Signale. Nach Anheftung an Matrixstrukturen aktivieren
Integrine iiber das ,,outside-in signalling” intrazelluldre Signalkaskaden. Makromolekiile der extrazelluldren
Matrix binden als Liganden an die Integrinrezeptoren, aktivieren und modulieren diverse Signalwege, die zu
Verinderungen der Genexpression fiihren und folglich Differenzierung, Proliferation und Uberleben der Zellen
beeinflussen. Da sich die verschiedenen Gewebekompartimente in der Zusammensetzung ihrer
Matrixbestandteile voneinander unterscheiden, kdnnen Zellen gleichen Typs in verschiedenen Gewebemilieus
unterschiedlich stimuliert werden. Das ,, inside-out signalling “ bewirkt iiber die zytoplasmatischen Doménen der
Integrine eine Konformationsédnderung der extrazelluldren Ligandenbindungsstelle und beeinflusst dadurch

moglicherweise die Affinitdt zu den Liganden [167].

Die Bindungsspezifitit der Integrine hingt von der jeweiligen Kombination ihrer Untereinheiten ab. Daneben
beeinflussen divalente Kationen (Ca’’, Mg*, Mn®"), welche im gemeinsamen Kopfbereich nahe der
Ligandenbindungsstelle von der a-Untereinheit gebunden werden, Affinitdt und Spezifitdt der Bindungsdoméne
[168]. Die Integrine unterscheiden sich von anderen Membranrezeptoren durch eine verhdltnismaBig schwache
Bindungsaffinitdt zu ihren Liganden, weisen diesen gegeniiber jedoch eine 10—-100fach hohere Konzentration auf
der Zelloberfliche auf. Dies ermoglicht eine groBflichige, in der Summe starke Anheftung an
Matrixbestandteile, ohne die Fahigkeit einzubiilen, den Zell-Matrix-Kontakt kurzfristig fokal 16sen zu konnen.

Dieses Phdnomen wurde mit dem Begriff ,,Klettverschluss-Prinzip® (engl. velcro principle) umschrieben [169].

Nach Bindung eines Liganden schlielen sich verschiedene Integrine an der Zelloberfliche zu so genannten
Fokalkontakten zusammen, welche die extrazelluldre Matrix punktuell mit dem Zytoskelett verkniipfen.
Konformationsédnderungen in den o~ und B-Ketten fithren zur Anlagerung einer Reihe Actin-assoziierter Proteine
(Talin, a-Actinin, Vinculin) an die zytoplasmatischen Dominen der B-Untereinheiten, die wiederum eine
Verbindung mit den Actinfilamenten des Zytoskeletts herstellen [161, 170]. Die Rekrutierung mehrerer
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Adaptorproteine (Tensin) und die Aktivierung der Focal adhesion kinase (FAK) und der Proteinkinase C (PKC)
bewirken die Phosphorylierung nachgeschalteter Tyrosin- und Serin-/Threoninkinasen. Diese regulieren die
Aktivitdt der zur Rho-Familie gehorenden GTPasen (Rho, Rac, Cdc42), die weitere Effektorproteine stimulieren,
welche letztendlich die Organisation des Zytoskeletts und damit die Ausprigung der Zellgestalt und die
Bewegung der Zellen steuern [171, 172].

Die Zellmigration umfasst die Wiederholung von diversen Verdnderungen der Zellgestalt, denen der Integrin-
vermittelte Umbau des Zytoskeletts zugrunde liegt. Wandernde Zellen bilden in Bewegungsrichtung
Auszichungen der Zellmembran (Lamellipodien, Filopodien, Pseudopodien, engl. ruffles) aus, an deren
Oberflache sich Rezeptoren fiir chemotaktische Molekiile, Integrine und Proteine des Zytoskeletts konzentrieren.
Wihrend am vorderen Zellpol nach voriibergehender Authebung der Adhésion wieder ein fester Kontakt zur
ECM hergestellt worden ist, 16sen sich am hinteren Zellpol die Zell-Matrix-Verbindungen. Durch die gerichtete
Polymerisation von Actin-Filamenten und die Ausbildung und Aktivierung von kontraktilen Actin-Myosin-
Elementen (Actomyosin) entstehen Zugkréfte, welche die migrierende Zelle in Richtung des fixierten vorderen

Zellpols verschieben [18, 173].

Uber die Vermittlung und Abstimmung der mechanischen Anheftung hinaus scheinen die Integrine gegeniiber
der extrazelluldren Matrix eine ,,Sensorfunktion* auszuiiben [174]. Sie iibertragen Signale aus der Umgebung in
die Zellen und 16sen im Verbund mit anderen Signaltransduktoren zellmorphologische und zellproliferative
Verinderungen aus. So miindet die Integrin-vermittelte Stimulation der Shc/Erk-Signalkaskade in einer stiarkeren
und dauerhaften Aktivierung des Signalwegs [175]. Im Zuge der Ausbildung von Integrin-Clustern im Bereich
der Fokalkontakte und der nachfolgenden Anlagerung verschiedener Adaptorproteine und Proteinkinasen
werden auch membranstdndige Wachstumsfaktorrezeptoren rekrutiert. Wachstumsfaktoren, die in der ECM an
Proteoglykane gebunden vorliegen, werden so in rdumliche Ndhe zu ihren Rezeptoren gebracht und diesen
prasentiert [176]. Dariiber hinaus konnten Rezeptor-Tyrosinkinasen wie der EGF-Rezeptor (EGFR) oder der
HGF-Rezeptor Met, die Bestandteil von Integrin-Clustern sind, ihre Signalwirkung auch durch Transaktivierung

entfalten, ohne dass die Rezeptoren durch Ligandenbindung aktiviert werden miissten [11, 177].

An den fokalen Adhésionsstellen entstehen somit Signalplattformen, die durch die Aktivierung und Modulation
des =zentralen Ras/MAPK/ERK-Signalwegs Verdnderungen der Genexpression bewirken und damit
entscheidenden Einfluss auf die Zellzyklusprogression, Differenzierung, Proliferation und das Uberleben von

Matrix-gebundenen Zellen ausiiben konnen (Ubersicht siehe Abbildung 2) [178, 179].

In adhdrent wachsenden Epithelzellen wird bei Verlust der Integrin-vermittelten Zell-Matrix-Adhédsion
physiologischerweise Apoptose induziert, die in diesem Zusammenhang als Anoikis (gr. Heimatlosigkeit)
bezeichnet wird [16, 180, 181]. Die physiologische Integrin-Expression tragt dazu bei, dass normal differenzierte
Zellen lediglich in ihrem designierten Zellverband iiberleben konnen. Allerdings kann in Zellen, die sich vom
primédren epithelialen Zellverband gelost haben, eine fortwédhrende Interaktion von Integrinen mit der
extrazelluldrer Matrix die PKB/AKT-Signalkaskade aktivieren und damit das Auslosen des Apoptoseprogramms

verhindern [15, 182].
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Abbildung 2. Koordinierte Regulation der Genexpression, Zellzyklus-Progression und des Uberlebens von Zellen
durch Integrine und Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK). Dargestellt sind bekannte (ausgefiillte Pfeile) und mutmaBliche
(gestrichelte Pfeile) gemeinsame Signaliibertragungswege der Integrine und Rezeptor-Tyrosinkinasen (nach Giancotti et al.

[13D).

1.4.2 Integrine als Laminin-Rezeptoren

Die Laminine bilden eine Familie von trimerischen Glykoproteinen, die sich aus jeweils einer a-, - und y-
Untereinheit zu verschiedenen Isoformen zusammenschlieBen. f- und y-Untereinheit bilden zwei kurze Arme
aus, die a-Untereinheit stellt einen weiteren kurzen und einen langen Arm. Alle vier Arme besitzen globulére
Enddomaénen, auf denen Bindungsstellen fiir Integrine lokalisiert sind. Laminin ist eine Hauptkomponente der
Basalmembran und liegt dabei gebunden an Kollagen IV vor, welches im Gegensatz zu anderen Kollagentypen
keine Fibrillen ausbildet, sondern zu einem maschenartigen Netzwerk auswichst [183]. Uber Heparansulftat-
Proteoglykane kann Laminin Wachstumsfaktoren und andere Zytokine binden und speichern. Als Liganden der
Integrine und weiterer Rezeptoren konnen die Laminine iiber die Genese und Differenzierung von epithelialen

Strukturen hinaus auch die Entwicklung und Progression von soliden Tumoren beeinflussen [184].

Die Integrine of3; und agP,4 sind reine Laminin-Rezeptoren. o,f; bindet neben Laminin verschiedene Kollagene
und a3p; besitzt zusdtzliche Bindungsstellen fiir Fibronectin, Kollagen IV und andere Matrixbestandteile [185].
Dariiber hinaus existieren mit a,;,; und o,; weitere Integrin-Heterodimere mit der Fahigkeit, Laminin zu binden.
Allerdings werden diese vornehmlich von Zellen mesenchymalen Ursprungs exprimiert [186]. Damit setzen sich

die Laminin-Rezeptoren unter den Integrinen, die in erster Linie von epithelialen Zellen exprimiert werden, aus
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den Untereinheiten ay, a3, 0, B und B4 zusammen.

Das fiir die a,-Integrin-Untereinheit (CD49b, Very Late Activation Protein 2, VLA-2) kodierende Gen ITGA?2 ist
auf Chromosom 5q23-31 lokalisiert [187]. Die Nukleotidsequenz von 5374 Basenpaaren (bp) kodiert fiir 1181
Aminosduren (AS), von denen 1103 AS die extrazellulare und 22 AS die kurze intrazellulire Doméne bilden. Zu
den anderen a-Untereinheiten besteht eine Ahnlichkeit von etwa 20%. Im Unterschied zu den anderen Integrin-
Untereinheiten verfligt o, iiber eine so genannte /-Domdne mit einer Linge von 191 AS, die potentielle

Bindungsstellen fiir Kollagen besitzt [188].

Die menschliche o;-Integrin-Untereinheit (CD49¢, VLA-3) besitzt ein Molekulargewicht von 150 kD und wird
vom ITGA3 Gen auf Chromosom 17q21 kodiert. Das Gen erstreckt sich iiber 36,3 Kilobasen (kb) und besitzt
26 Exons, von denen zwei Splicing-Varianten existieren. Das o3;B-Protein kommt lediglich in Gehirn und Herz
vor, wihrend das a;A-Protein im gesamten Organismus verbreitet ist [189]. Die as-Untereinheit verbindet sich
nur mit der B;-Untereinheit zum o3p;-Integrin-Heterodimer. Liganden des o3f,-Integrins sind neben Laminin
auch Kollagen IV und Fibronectin [190]. Da o;B;-knock-out Mause vor der Geburt sterben, kann auf eine
essentielle Rolle des a3pB;-Integrins in der Embryogenese geschlossen werden [191]. Das a3p;-Integrin kommt im
ausgewachsenen Organismus auf fast allen Geweben vor und wird insbesondere auf Epithelien und Endothelien
exprimiert [20, 186]. Des Weiteren ist das o3p;-Integrin Bestandteil von fokalen Adhisionsstellen und ist in
organisierten Epithelverbdnden im Bereich von Zell-Zell-Kontakten lokalisiert, ohne mit Matrixbestandteilen zu
interagieren. Nehmen Zellen epithelialen Ursprungs im allerdings einen migratorischen Phénotyp an
(engl. epithelial-mesenchymal transition, EMT), polarisiert sich das Integrin an den Kontaktflichen zur ECM
[192]. Im Gegensatz zum o4f,-Integrin, welches als Bestandteil der Hemidesmosomen eine stabile und
dauerhafte Adhésion von Zellen an die Basalmembran vermittelt, scheint das o3f,-Integrin iiber die Ausbildung
von Fokalkontakten eher an der tempordren Zelladhdsion an ECM-Komponenten beteiligt zu sein. Zusétzlich
kann das o;f,-Integrin die Aktivitit und Distribution von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) und Plasminogen-

Aktivatoren und deren Rezeptoren modulieren [193-195].

Die a4-Integrin-Untereinheit (CD49f, VLA-6) wird vom ITGA6 Gen auf Chromosom 2q31.1 kodiert und dhnelt in
seiner genomischen Organisation und seiner Aminoséuresequenz der o3-Untereinheit mit einer Homologie von
40%s. Die 140 kD groBe as-Untereinheit besteht aus 1050 Aminosduren und tritt als op;- und asps-Heterodimer
auf [196, 197]. og-knock-out-Miduse sterben kurz nach der Geburt durch die blasenartige Aufldsung von
Epithelien, ohne dass die Embryonalentwicklung beeintrachtigt gewesen ist [198]. Wie beim Krankheitsbild der
Epidermolysis bullosa hereditaria des Menschen steht das vollstindige Fehlen von Hemidesmosomen im
Vordergrund. Hemidesmosomen sind transmembranire Komplexe, die das Laminin der Basalmembran u. a. iiber
Plectin mit den Intermediérfilamenten des Zytoskeletts von epithelialen Zellen verbinden [199, 200]. o, ist als
einziges Integrin in der Lage, intrazellular Intermediérfilamente zu binden und trigt damit mafB3geblich zur

Verankerung und Stabilisierung von epithelialen Zellverbanden am Substratum bei.

Das Gen ITGBI, welches fiir die B;-Integrin-Untereinheit (CD29, FNRB, VLA-beta) codiert, wurde auf
Chromosom 10p11.2 lokalisiert [201]. Wéhrend heterozygote B;-knock-out-Méduse in ihrer Entwicklung von
gesunden Tieren nicht zu unterscheiden sind, sterben homozygote Embryos bereits in einem frilhen
Entwicklungsstadium kurz nach der Implantation [202]. Die f;-Untereinheit bildet mit zahlreichen

a-Untereinheiten Integrin-Heterodimere aus [14], von denen in der vorliegenden Untersuchung jedoch nur die
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Integrine a,f;, a3, und agf; betrachtet worden sind.

Das Gen ITGB4 auf Chromosom 17q25 kodiert fiir die B4-Integrin-Untereinheit (CD104) [196]. Die 190 kD
groBBe B-Untereinheit bildet mit der og-Untereinheit als einzigem Bindungspartner das ogfs-Heterodimer. Die
aullergewohnlich groBe zytoplasmatische Doméne der ps-Untereinheit mit einer Lénge von etwa
1000 Aminosduren weist keine Homologie zu den Sequenzen der anderen B-Untereinheiten auf und scheint
entscheidend fiir die Transduktion der Signalwirkung von ogf4 zu sein [203]. Das Ausschalten des ITGB4 Gens

in Méusen fiihrt wie der og-knock-out zu einer Desintegration von Epithelien [204].

1.4.3 Integrin-Expression im Plattenepithel des Osophagus

Im Stratum basale der meisten Epithelien werden die Integrine a,f;, azf;, asf; und aeP4 an den basolateralen
Zellgrenzen exprimiert. Die Integrine ogf; und asf4 weisen eine verstirkte Expression an den der Basalmembran
zugewandten Zelloberflichen auf, was im Falle des agf4-Integrins die Verteilung der Hemidesmosomen
widerspiegelt. In zahlreichen immunhistochemischen Studien wurde eine beinahe ubiquitire Verbreitung der
Bi-Untereinheit beobachtet. Neben Epithelien und Endothelien zeigen auch Zellen mesodermalen Ursprungs wie
Leukozyten, Thrombozyten, Fibroblasten und Myozyten sowie Zellen des peripheren und zentralen
Nervensystems eine Pi-Expression [186]. Aufgrund der vielen mdglichen Bindungspartner muss die
Diskriminierung der Integrin-Heterodimere mit Beteiligung der B;-Untereinheit anhand der o-Untereinheiten
erfolgen. In Epithelien weisen die Integrine o,f; und o3f; auf den Zelloberflichen insgesamt eine
zitkumferenzielle Verteilung auf, wobei auf den basalstindigen Zellen eine verstirkte a,- und az;-Expression
festgestellt wird. Mehr noch zeigt sich dieses Verteilungsmuster fiir die as-Untereinheit mit einer besonderen
Betonung der Expression auf den basalen Zelloberflichen. Allerdings kann die og-Untereinheit auch als
aeP4-Heterodimer vorliegen, so dass eine Unterscheidung anhand der p4-Expression vorgenommen werden kann.
Diese beschridnkt sich in Epithelien fast ausschlieBlich auf die basale Zellschicht. Das ogp,-Integrin wird

auerdem auf den Schwann’schen Zellen der Myelinscheiden peripherer Nerven gefunden [205].

Die Mukosa des Osophagus ist zum zentralen Lumen hin durch ein mehrschichtiges, unverhorntes Plattenepithel
begrenzt. Eine Studie von Dobson et al. zur Expression verschiedener Zelladhdsionsmolekiile in der
Osophagusmukosa ergab ein im Vergleich zu anderen Plattenepithelien leicht veriindertes Expressionsmuster der
Integrin-Untereinheiten oy, o3, o4, B; und By (siche Tabelle 5) [206]. Fiir die genannten Untereinheiten wurde
stets eine starke Expression im Stratum basale beschrieben, wobei die Stirke der Expression mit zunehmender
Entfernung der Zellen von der basalen Zellschicht abnahm. Wéhrend die op-, a3- und B;-Untereinheit im
gesamten Osophagusepithel exprimiert wurden, beschriinkte sich die Expression der og-Untereinheit auf das
Stratum basale und Stratum spinosum. Die Expression der 4-Untereinheit war auf das Stratum basale begrenzt.
Die o,-Untereinheit wies eine starke Expression im Stratum basale auf, wurde im Stratum spinosum nur in

geringem Mal3e exprimiert, um im Stratum squamosum wieder stirker exprimiert zu werden.
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Tabelle 5. Expression der Integrin-Untereinheiten a,, as, ag, B, und B, im Osophagus-Plattenepithel [206].

Stratum basale Stratum spinosum
Integrin-Untereinheit Basal Apikal Basal Apikal Stratum squamosum
o2 +++ +++ +/- + ++
o3 +++ ++ ++/+ + +/-
(1 ++ + ++ + -
B4 +++ +++ ++ ++ /[ + +
Ba +++ ++ - - -

1.4.4 Integrin-Expression bei soliden Tumoren

Bei gastrointestinalen Tumoren ist neben vielen weiteren Einflussgrofien insbesondere auch das
Expressionsverhalten der Zelladhédsionsmolekiile (CAMs) an der Entstehung und Entwicklung eines invasiven
Karzinoms beteiligt [207]. Die Integrine sind — im Zusammenspiel mit anderen Rezeptor-Tyrosinkinasen — {iber
ein komplexes Signalnetzwerk an der Regulation der Genexpression epithelialer Zellen und folglich an der
Kontrolle von Wachstum, Proliferation und Differenzierung beteiligt [13, 166]. Ausgehend von der Annahme,
dass sich die dysregulierte Genexpression in invasiv wachsenden Karzinomen unter anderem auch in einer
alterierten Integrin-Expression duBlern miisse, ist bei zahlreichen Tumorentititen das Expressionsverhalten der

Integrine untersucht worden [17-19].

So scheint beispielsweise bei der Entstehung colorektaler Karzinome zunichst die rdumliche Verteilung der
Integrin-Expression im Tumorgewebe verloren zu gehen, wihrend der Ubergang vom Adenom zum
Adenokarzinom mit einem Verlust der Integrin-Expression assoziiert ist [208]. Wihrend in normaler
Colonmukosa die Integrin-Untereinheiten ay, a3, og, B; und B, exprimiert werden und o, B; und B, in den
benignen Lisionen ein dhnliches Expressionsniveau und eine weitestgehend homogene Expression aufwiesen,
zeigt sich mit Ausnahme der og-Untereinheit in den meisten Karzinomen eine verminderte Expression oder der
vollstdndige Verlust der untersuchten Integrine [209, 210]. Beim Pankreaskarzinom hingegen wurde bei einigen
Tumoren eine Integrin-Expression beobachtet, die dem Expressionsverhalten im korrespondierenden

Normalgewebe dhnelte [211].

Bei soliden Tumoren wurden haufig prognostisch relevante Zusammenhdnge zwischen der
Oberflachenexpression der Integrine und dem Invasions- und Metastasierungsverhalten der Tumoren beobachtet
[20, 186, 212-217]. Die Integrin-Expression in den untersuchten Tumorkollektiven variierte erheblich, ohne dass
sich einheitliche Verdnderungen feststellen lieBen. Das Expressionsverhalten unterschied sich nicht nur zwischen
unterschiedlichen Tumorentitdten — verschiedene Untersuchungen zum gleichen Tumortyp lieferten z. T.
kontroverse Ergebnisse [186]. Aus dieser Beobachtung leitet sich die Notwendigkeit ab, die Integrin-Expression
fiir jeden Tumortyp gesondert zu studieren. Zur Integrin-Expression beim Osophaguskarzinom liegen
vergleichsweise wenige Studien vor, wobei bislang lediglich die Expression einzelner Integrine exemplarisch

untersucht worden ist [218-223].
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1.5 Ziele der Studie

Aufgrund ihrer prognostischen Bedeutung bei vielen soliden Tumoren konnte die Bestimmung eines Integrin-
Expressionsprofils auch beim Plattenepithelkarzinom des Osophagus zusitzliche Informationen zur
Aggressivitit der Tumoren bzw. zum Verlauf der Tumorerkrankung liefern und damit zu einer umfassenderen

Charakterisierung und verfeinerten Typisierung des Osophaguskarzinoms beitragen.

Ziel dieser Studie war es, beim Plattenepithelkarzinom des Osophagus die Expression der Integrine a,f;, 03B,
aeP; und 0P, im Tumorgewebe zu charakterisieren und auf ihre Bedeutung fiir den Verlauf und die Prognose der
Tumorerkrankung zu priifen. Dazu wurde mit einer Immunfluoreszenzfirbung simultan die Expression der
Integrin-Untereinheiten ay, a3, o6, B; und B4 an einer Serie von Tumoren dargestellt und mit der physiologischen
Expression in der korrespondierenden Osophagusmukosa verglichen. Beurteilt wurden die Expressionsstirken
und das Verteilungsmuster der Integrin-Untereinheiten in den Tumorproben. Die Ergebnisse wurden mit den
pathohistologischen Parametern der Tumoren korreliert und hinsichtlich ihrer prognostischen Bedeutung fiir das

postoperative Uberleben der Patienten analysiert.
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2 Patienten, Material und Methoden

2.1 Patienten

Die Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit wurde von der Ethik-Kommission der Arztekammer Hamburg
genehmigt. Eine Einwilligung zur Studienteilnahme wurde von allen beteiligten Patienten schriftlich
niedergelegt. Von 36 Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom des Osophagus, bei denen im Zeitraum von
April 1992 bis Dezember 1999 im Universititsklinikkum Hamburg-Eppendorf eine en-bloc-Resektion des
Osophagus mit abdominaler und mediastinaler Lymphadenektomie durchgefiihrt worden war, konnte
Gewebematerial gewonnen und asserviert werden. Die OP-Préparate wurden im Institut fiir Pathologie des
Universitétsklinikums Hamburg-Eppendorf (ehemaliger Direktor: Prof. Dr. med. U. Helmchen) aufgearbeitet
und gemal den Richtlinien der 5. Auflage der TNM-Klassifikation der UICC hinsichtlich des Tumorstadiums
(TNM), des Differenzierungsgrades (G) sowie des Resektionsstatus (R) histopathologisch beurteilt [224].

Das Patientenkollektiv bestand aus 30 Ménnern (83%) und 6 Frauen (17%) (siche Tabelle 6). Der Altersmedian
betrug 57,5 Jahre (36-73 Jahre), das mittlere Lebensalter 57,1£8,9 Jahre. In 23 Féllen (64%) war der
Primértumor im mittleren Drittel, in 8 Féllen (22%) im unteren und in 5 Fillen (14%) im oberen Drittel des
Osophagus lokalisiert. GemidB TNM-Klassifikation wurden die Primirtumorstadien von 3 Tumoren (8%) als
pT1, 9 Tumoren (25%) als pT2, 22 Tumoren (61%) als pT3 und 2 Tumoren (6%) als pT4 eingestuft. Hinsichtlich
des Lymphknotenbefalls verteilte sich das Kollektiv mit 14 Patienten (39%) auf das Stadium pNO und
22 Patienten (61%) auf das Stadium pN1l. Bei 2 Patienten (6%) wurde intraoperativ eine
Organfernmetastasierung festgestellt und histopathologisch gesichert (pM1). In 2 Fillen (6%) wurde ein
Tumorbefall distanter zervikaler bzw. abdominaler Lymphknotenstationen (pMILYM) festgestellt.
Entsprechend der UICC-Stadiengruppierung befanden sich 2 Patienten (6%) im Tumorstadium I, 12 Patienten
(33%) im Tumorstadium Ila, 5 Patienten (14%) im Tumorstadium IIb, 14 Patienten (39%) im Tumorstadium III,
1 Patient (2%) im Tumorstadium IVa und 2 Patienten (6%) im Tumorstadium IVb. In 33 Féllen (92%) konnte
eine RO-Situation erreicht werden. In 3 Fillen (8%) ergab die histologische Untersuchung den Nachweis von

tumorinfiltrierten Resektatrandern (R1).

In einer parallel laufenden Studie zur ,Inzidenz und prognostischen Bedeutung von friihdisseminierten
Tumorzellen in Lymphknoten und Knochenmark bei Patienten mit resektablem Osophaguskarzinom®, die von
der Arbeitsgruppe ,,Abdominalchirurgische Onkologie“ der Klinik fiir Allgemein-, Viszeral- und
Thoraxchirurgie am Universitdtsklinikum Hamburg-Eppendorf durchgefiihrt worden war, waren intraoperativ
gewonnenes Knochenmark sowie histopathologisch als ,,tumorfrei* befundete Lymphknoten immunzyto- bzw.
immunhistochemisch auf okkult disseminierte Tumorzellen hin untersucht worden [158, 225]. Ein Teil dieser

Ergebnisse wurde ebenfalls fiir die vorliegende Studie herangezogen.
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Tabelle 6. Patientenkollektiv.

Klinisch-pathologische Parameter

n Patienten (%)

Patienten (n=36)
Mannlich

Weiblich

30 (83%)
6 (17%)

Altersmedian: 57,5 Jahre (36 — 73 Jahre)
Mittleres Alter: 57,1 + 8,9 Jahre

Lokalisation
Oberes Drittel
Mittleres Drittel

Unteres Dirittel

[$,]

(14%)
23 (64%)
8 (22%)

Differenzierungsgrad
G1
G2
G3

1 (3%)
26 (72%)
9 (25%)

Priméartumorstadium/T-Klassifikation
pT1
pT2
pT3
pT4

3 (8%)
9 (25%)
22 (61%)
2 (6%)

Lymphknotenstadium/N-Klassifikation
pNO
pN1

14 (39%)
22 (61%)

Lymphknotenmetastasen
pLK =3
pLK >3

27 (75%)
9 (25%)

Lymphknotenfernmetastasen
pMO
pM1(LYM)

34 (94%)
2 (6%)

Fernmetastasierung/M-Klassifikation
MO
M1

34 (94%)
2 (6%)

Residualtumor/R-Klassifikation
RO
R1

33 (92%)
3 (8%)

UICC-Stadiengruppierung
Stadium |
Stadium lia
Stadium lib
Stadium IlI
Stadium Iva

Stadium Ivb

2 (6%)
12 (33%)
5 (14%)
14 (39%)
1 2%)
2 (6%)
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Von 34 der 36 Patienten (94%) konnten postoperativ Daten zum weiteren Verlauf der Erkrankung erhoben
werden. Hierbei wurden in halbjéhrlichen Abstinden die weiterbehandelnden Arzte der Patienten kontaktiert und
anhand eines Fragebogens Informationen iiber Zeitpunkt und Lokalisation von aufgetretenen Lokalrezidiven und
Fernmetastasen bzw. im Sterbefall Informationen iiber Todeszeitpunkt und Todesursache ermittelt. Der
postoperative Beobachtungszeitraum betrug zwischen 2 und 108 Monaten (Mittelwert: 22,5 Monate). Dabei
wurde das Datum der Operation als Beginn und der letzte Besuch des Patienten beim Hausarzt bzw. der
Todestag als Ende des Nachbeobachtungszeitraumes festgelegt. Die summierte Beobachtungszeit von allen
Patienten betrug 765 Monate (engl. total follow-up time). Innerhalb des Beobachtungszeitraumes entwickelten
19 der 34 Patienten (56%) ein Rezidiv. Bei 11 Patienten (32%) trat ein Lokalrezidiv auf und bei gleichfalls
11 Patienten (32%) wurden Fernmetastasen diagnostiziert. Von diesen Patienten wiesen 6 Patienten (18%)
sowohl ein Lokalrezidiv als auch eine Fernmetastasierung auf. Wahrend der Nachbeobachtungszeit verstarben
insgesamt 27 der 34 Patienten (79%). 17 Patienten (50%) verstarben an ihrer Tumorerkrankung, wohingegen bei
6 Patienten (18%) kein unmittelbarer Zusammenhang zwischen Tod und Krebsleiden nachgewiesen werden
konnte. 4 Patienten (12%), die wihrend ihres initialen Krankenhausaufenthaltes an den unmittelbaren Folgen der
Tumoroperation gestorben waren, und 2 Patienten (6%), bei denen intraoperativ eine Fernmetastasierung (M1)
festgestellt worden war, wurden von den postoperativen Uberlebensanalysen ausgeschlossen. Insgesamt standen

somit fiir die postoperativen Uberlebensanalysen 28 von 36 Patienten (78%) zur Verfiigung.

2.2 Gewebeaufbereitung

Von allen Patienten wurden aus dem Operationsresektat représentative Tumorgewebeproben gewonnen, in
Tissue-Tek O.C.T. Kryomedium (Sakura Finetek Europe BV, Zoeterwoude, Niederlande) eingebettet und
unverziiglich in fliissigem Stickstoff tief gefroren. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Proben
bei -80°C gelagert. Mithilfe eines Kryotoms (Microm HM 505 E, Microm International GmbH, Walldorf/Baden)
wurden aus den Tumorproben konsekutive Gewebeschnitte mit einer Dicke von 5 pum hergestellt und auf
Objekttriager (Histobond, Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Kdnigshofen) aufgebracht. Diese wurden

bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert.

2.3  Immunfluoreszenzfirbung

Zur Darstellung der Integrin-Untereinheiten wurde eine indirekte Fluoreszenzfarbemethode angewendet. Dabei
bindet zundchst ein unmarkierter Primérantikdrper spezifisch an das darzustellende Antigen auf den
Gewebeschnitten. Ein fluoreszenzmarkierter Sekundérantikorper, der gegen verschiedene Epitope der
Immunglobulinketten des Primérantikorpers gerichtet ist, bindet und markiert anschlieBend den
Primédrantikdrper. Im Vergleich zur direkten Immunfluoreszenzfarbung, bei der das Antigen mit nur einem
fluoreszenzmarkierten Antikorper dargestellt wird, erreicht die indirekte Fluoreszenzfarbemethode eine hohere
Sensitivitdt. Die so markierten Strukturen wurden mit einem Auflicht-Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht,
dessen Leuchtquelle nach entsprechender Filterung die Antikorper-gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe zur
Emission von Licht mit einer charakteristischen Wellenldnge anregt. Die Férbeergebnisse wurden mit einer

CCD-Kamera optoelektrisch aufgenommen und in Form digitalisierter Bilderserien auf einem elektronischen
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Datentréger gespeichert.

2.3.1 Primirantikorper

Zur Darstellung der Integrin-Untereinheiten oy, a3, B; und B4 wurden spezifische murine monoklonale Antikdrper
des Immunglobulin-Subtyps IgG; eingesetzt. Die a4-Integrin-Untereinheit wurde durch einen spezifischen

monoklonalen Antikérper des Immunglobulin-Subtyps IgG,, aus der Ratte detektiert (sieche Tabelle 7).

Tabelle 7. Primdrantikérper*.

Klon Spezifitat Ig-Subtyp Spezies Verdiinnung Referenzen
AK-7 ag-Integrin-Untereinheit 19G4, K Maus 1:200 [226-228]
C3111 as-Integrin-Untereinheit 9G4, K Maus 1:200 [228]

GoH3 ae-Integrin-Untereinheit 19G2a, K Ratte 1:200 [229]

MAR4 B4-Integrin-Untereinheit 19G4, K Maus 1:200 [230]
450-9D Bs-Integrin-Untereinheit 1gG+, A Maus 1:200 [231]

* Alle Primérantikorper wurden von BD PharMingen, San Diego, Kalifornien, USA, bezogen.

Alle Primirantikdrper wurden in einer Tris-HCI-Pufferlosung (Antibody Diluent, DakoCytomation GmbH,
Hamburg), die ein stabilisierendes Protein und 0,015 mol/l Natriumazid enthdlt, verdiinnt. Anhand von
Schnittpriparaten von normaler Osophagus- und Colonmukosa, deren Epithelien die untersuchten Integrin-
Untereinheiten regelhaft exprimieren [206, 209], wurden die einzelnen Antikorper in unterschiedlichen
Verdiinnungen auf ein optimales Férbeergebnis hin titriert. Dabei zeigte die Verdiinnung aller verwendeten
Antikorper im Verhiltnis 1:200 (2,5 pg/ml) eine kriftige, spezifische Anfirbung der Keratinozyten bzw.
Enterozyten bei Ausbleiben einer unspezifischen Hintergrundfirbung. Zum Ausschluss falsch negativer
Resultate dienten als Positivkontrolle Gewebeschnitte von normaler Colonmukosa, die stets mitgeférbt wurden.
Zum Ausschluss falsch positiver Ergebnisse wurde zu jedem Préiparat ein konsekutiver Schnitt ohne
Primérantikorper im Verdiinnungsansatz mitgefarbt. Als Isotyp-Kontrolle fiir die Antikdrper der Immunglobulin-
Subklasse IgG; diente der murine Antikdrper MOPC-21 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri, USA). Dieser
entstammt einer Plasmozytom-Zellinie, die nach intraperitonealer Applikation in BALB/c Méusen Antikorper
des Subtyps IgG,, k gegen ein unbekanntes Hapten freisetzt. Fiir die Immunglobulin-Subklasse 1gG,,, k wurde
der Antikorper A110-2 des gleichen Subtyps (BD PharMingen, San Diego, Kalifornien, USA) verwendet,

welcher nach Immunisierung von Ratten gegen das Himocyanin einer Napfschnecken-Gattung gewonnen wird.

2.3.2 Sekundirantikorper

Zur Visualisierung der gebundenen Primérantikorper wurden mit Rhodamin Red-X (RRX, Molecular Probes Inc.,
Eugene, Oregon, USA) konjugierte Antikdrper verwendet (siche Tabelle 8). Bei dem Fluoreszenzfarbstoff

handelt sich um einen Succinimidylester von Lissamin-Rhodamin B, der nach Anregung mit griin-gelbem Licht
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im Wellenlédngenbereich von 535-595 nm rotes Licht emittiert und im Gegensatz zu anderen Rhodamin-
Derivaten die Eigenschaften der konjugierten Proteine kaum beeinflusst. Durch die Koppelung an
Aminohexansiure entsteht zwischen Rhodamin Red-X und dem konjugierten Antikdrper ein raumlicher
Abstand, welcher das Fluorochrom von der Proteinoberfliche abhebt und zu einer verbesserten Farbeintensitit
fithrt [232]. Dariiber hinaus zeichnen sich Immunfluoreszenzfirbungen mit Rhodamin Red-X als Fluorochrom
durch eine geringe unspezifische Anfarbung des Hintergrunds und eine hohe Stabilitdt der Fluoreszenz aus. Die
RRX-Sekundérantikérper wurden im Esel generiert und sind gegen Epitope auf den schweren und leichten
Ketten der Primérantikorper gerichtet. Entsprechend den Vorgaben des Herstellers wurden die

Sekundérantikdrper in der niedrigsten empfohlenen Verdiinnung von 1:200 (6,5 pg/ml) eingesetzt.

Tabelle 8. Sekunddrantikérper*.

Antikorper Spezies Verdiinnung
Rhodamine Red-X-conjugated AffiniPure Donkey Anti-Mouse  Esel 1:200

IgG (H+L)

Rhodamine Red-X-conjugated AffiniPure Donkey Anti-Rat Esel 1:200

IgG (H+L)

* Alle Primédrantikérper wurden iiber Dianova GmbH, Hamburg, von Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove,
Pennsylvania, USA, bezogen.

Fluoreszenz aus. Die RRX-Sekundirantikorper wurden im Esel generiert und sind gegen Epitope auf den
schweren und leichten Ketten der Primérantikorper gerichtet. Entsprechend den Vorgaben des Herstellers

wurden die Sekundérantikorper in der niedrigsten empfohlenen Verdiinnung von 1:200 (6,5 pg/ml) eingesetzt.

Fir die Kerngegenfiarbung wurde das Fluorochrom 4’-6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI) verwendet. Dieser
Farbstoff bindet spezifisch an AT-Basenpaare und interkaliert mit GC-Basenpaaren der DNA [233, 234]. Die
Anfarbung der DNA erfolgte bei der Versiegelung der gefarbten Priparate mit einem Einschlussmittel, welches
DAPI in einer Konzentration von 1,5 pg/ml enthilt (Vectashield Mounting Medium with DAPI, Vector

Laboratories, Inc., Burlingame, Kalifornien, USA).

2.3.3 Durchfiihrung der Immunfluoreszenzfirbungen

Die bis zum Zeitpunkt der Férbung bei -20°C gelagerten Gewebeschnittpréparate wurden fiir 30’ bei
Raumtemperatur getrocknet und anschliefend fiir 1’30’ in eisgekiihltem Aceton fixiert. Nachdem die
Schnittpraparate in Phosphat-gepufferter physiologischer Kochsalzldsung (engl. phosphate buffered saline, PBS;
pH 7,4) rehydriert und gewaschen (3 x 5’) worden waren, wurden die Gewebeschnitte mit einer Casein-haltigen
serumfreien Proteinlosung (DAKO Protein Block Serum-free, DakoCytomation GmbH, Hamburg) fiir 20’
inkubiert. Dieser Behandlungsschritt unterdriickt unspezifische Anfarbungen des Gewebehintergrundes, welche
durch hydrophobe Wechselwirkungen der Antikdrper mit Komponenten des Bindegewebes entstehen konnen.

Samtliche Inkubationsschritte wurden in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Nach

30



2 Patienten, Material und Methoden

erneutem Waschen in PBS (3 x 5°) wurden die Gewebeschnitte mit den Primérantikdrpern inkubiert, die zuvor in
einer Pufferlosung (Antibody Diluent, DakoCytomation GmbH, Hamburg) im Verhéltnis 1:200 verdiinnt worden
waren. Nach 60’ wurden die Antikérperverdiinnungen von den Objekttragern abgeklopft und diese im Anschluss
3 x 57 in PBS gewaschen. Darauf folgte fiir 60’ die Inkubation mit den RRX-konjugierten Sekundérantikérpern,
die im Verhédltnis von 1:200 in der gleichen Antikérper-Verdiinnungslosung angesetzt worden waren.
Anschliefend wurden die Schnitte noch einmal fiir 3 x 5’ in PBS gewaschen. AbschlieBend wurden die
Gewebeschnitte auf den Objekttrigern mit einem viskdsen, DAPI-haltigen Einschlussmedium iiberschichtet,
welches das Ausbleichen der Fluoreszenz vermindert. Zuletzt wurden die Gewebeschnitte mit Deckglésern
versehen, die mithilfe eines Montageklebers (Marabu-Fixogum, Marabuwerke GmbH & Co. KG, Tamm) am
Objekttriager fixiert wurden. Die gefarbten Schnittpréparate wurden bis zur mikroskopischen Auswertung bei

4°C gelagert.

2.3.4 Fluoreszenzmikroskopie

Die Auswertung der immunfluoreszenzgefarbten Gewebeschnitte erfolgte mit einem Leica DMRXA Auflicht-
Fluoreszenzmikroskop (Leica Microsystems AG, Wetzlar). Die Prdparate wurden dabei durch das Objektiv,
welches gleichzeitig als Kondensor fungiert, beleuchtet. Die zur Anregung der Fluorochrome erforderliche
Wellenldnge des Lichts wird mit einem Eingangsbandfilter (Anregungsfilter) aus dem weiflen Licht einer
Quecksilberdampf-Lampe herausgefiltert, die ein Lichtspektrum mit Wellenldngen zwischen 360 nm und
700 nm bietet (siche Tabelle 9). Das gefilterte Licht wird iiber einen dichromatischen Spiegel auf das
Gewebepriparat gelenkt.

Tabelle 9. Fluorochrome und zugehorige Fluoreszenzfilter.

Exzitations- Emissions-
Fluorochrom maximum maximum Anregungsfilter = Emissionsfilter Strahlenteiler
DAPI 340 nm 488 nm 360 =40 nm 470 £ 40 nm 400 nm
Rhodamin Red-X 570 nm 590 nm 565 + 30 nm 620 + 60 nm 585 nm
FITC 492 nm 520 nm 480 + 40 nm 527 + 30 nm 505 nm

Zwischen den Exzitations- und Emissionsmaxima von RRX und DAPI besteht ein ausreichend grofler Abstand,
so dass die unterschiedlich markierten Gewebestrukturen unabhéngig voneinander dargestellt werden kdnnen.
Jeder Gewebeschnitt wurde dariiber hinaus mit einem Filter betrachtet, der zur selektiven Darstellung von mit
Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) markierten Strukturen verwendet wird. Da keine Markierung mit
FITC-konjugierten Antikorpern erfolgte und das Licht, welches von DAPI und RRX emittiert wurde, den
FITC-spezifischen Filter nicht passieren kann, erhélt der Betrachter auf diese Weise einen Eindruck des
unmarkierten bzw. ungefarbten Gewebepréparats. So konnte die spezifische Markierung der Gewebestrukturen
mit RRX sicher von einer moglichen Eigenfluoreszenz des Gewebes abgegrenzt werden, welche sich in der

Regel in allen Filtern zeigt.
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Die Bilddokumentation der gefdrbten Gewebeprdparate erfolgte durch die Verkniipfung einer
EDV-gesteuerten CCD-Kamera (Photometrics Sensys, Visitron Systems GmbH, Puchheim) mit dem
Fluoreszenzmikroskop. Mit dem EDV-Programm Leica QFISH Version V 2.2 (Leica Microsystems Imaging
Solutions Ltd., Cambridge, UK) wurden digitalisierte Bilderserien aufgenommen, bewertet und gespeichert

(siehe Abbildung 3).

Abbildung 3. Falschfarben-Darstellung eines mit Rhodamin Red-X markierten, spezifisch gegen die
og-Integrin-Untereinheit gefirbten Schnittpriparats aus Tumorgewebe. Gegenfiarbung der Zellkerne mit DAPI
(Ausschnittsvergrofierung ca. 100fach, aufgenommen mit einer CCD-Kamera, Verarbeitung und Dokumentation mit dem
Leica QFISH Programm). Serienaufnahme mit verschiedenen Fluoreszenz-Filtern zur Darstellung von
(A) DAPI-markierten Strukturen, (B) FITC-markierten Strukturen (Leeraufnahme) und (C) RRX-markierten Strukturen.
(D) Uberlagerung der Serienaufnahmen.

2.3.5 Hamalaun-Eosin-Firbung

Zur Darstellung der Gewebemorphologie wurde parallel zur Immunfluoreszenzfarbung ein konsekutiver

Gewebeschnitt von jeder Tumorprobe mit der Hamalaun-Eosin-Methode gefarbt (siche Abbildung 4).

Nach Trocknung der Gefrierschnitte fiir 30’ bei Raumtemperatur wurden die Objekttriger in einer absteigenden
Alkoholreihe von 100% iiber 98% und 96% bis auf 80% Isopropanol fiir jeweils 2 x 2’ fixiert. Nach einer kurzen
Rehydrierung in destilliertem Wasser erfolgte die Anfarbung in Hdmalaun nach P. Mayer (Merck KgaA,
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Darmstadt) fiir 5°. Hdmalaun bindet u. a. an die negativ geladenen Phosphatgruppen von Nukleinséuren, was in
einer bldulichen Anfirbung der Kernstruktur resultiert. AnschlieBend wurden die Priaparate kurz in destilliertes
Wasser getaucht und fiir 3’ mit 1%igem Eosin gegengefirbt. Eosin bindet elektrostatisch an positiv geladene
Gruppen von Proteinen und farbt das Zytoplasma und Bindegewebsstrukturen rétlich an. Im Anschluss wurden
die Priparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe von 80% iiber 96% auf 100% Isopropanol fiir jeweils 2 x 2’
dehydriert. Nach Behandlung der Gewebeschnitte mit Rotihistol fiir 2 x 2” wurden die Schnittpraparate mit dem
Einschlussmedium Entellan Neu (Merck KGaA, Darmstadt) {iberschichtet, welches die abschlieBend aufgelegten
Deckgldser nach Lufttrocknung {iber Nacht dauerhaft fest mit dem Objekttréger verband.

Abbildung 4. H.E.- und Immunfluoreszenz-Firbung von konsekutiven Schnitten 2zweier Tumoren.
(A) (C) H.E.-Farbung. (B) Immunfluoreszenzfirbung gegen die o,-Integrin-Untereinheit und (D) gegen die a4-Integrin-
Untereinheit. Falschfarben-Darstellung des an den Sekundarantikérper konjugierten Fluorochroms Rhodamin Red-X (rot).

24  Auswertung

In verschiedenen Bereichen eines gefarbten Gewebeschnitts wurden jeweils das Invasionsverhalten des Tumors,
die Firbeintensititen der untersuchten Integrin-Untereinheiten im Tumorgewebe sowie deren Féarbemuster
bewertet. Die Beurteilung der Préparate erfolgte ohne Kenntnis der Patientendaten durch zwei unabhéngige

Auswerter. Waren hierbei einzelne Prédparate unterschiedlich beurteilt worden, wurden diese nochmals
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gemeinsam untersucht und ein Konsens hergestellt.
2.4.1 Beurteilung des Invasionsverhaltens

Zunichst wurden die Tumorgewebepriparate anhand der mit der H.E.-Methode geférbten Schnittpraparate
lichtmikroskopisch nach histomorphologischen Kriterien beurteilt. Erfasst wurden hierbei das Invasionsverhalten
der Tumoren an den Invasionsrindern sowie das simultane Vorhandensein von normaler Osophagusmukosa mit
Ubergang zum invasiven Karzinom. Diese histomorphologischen Kriterien gingen in die Bewertungen der

immunfluoreszenzgefarbten Gewebeschnitte ein.

In Anlehnung an eine Studie von Sarbia et al. zur prognostischen Signifikanz verschiedener histopathologischer
Parameter beim Plattenepithelkarzinom des Osophagus, in welcher das Invasionsmuster der Tumoren
(engl. pattern of invasion) als unabhéngiger Prognosefaktor identifiziert werden konnte, wurde das
Invasionsverhalten der Primértumoren in drei Kategorien zusammengefasst (siche Tabelle 10 und
Abbildung 5) [235]. Hierbei wurden Tumoren, die sich mit einem geradlinigen und gut abgrenzbaren
Invasionsrand eher verdriangend gegen die angrenzenden Gewebestrukturen vorschieben, von solchen mit stiarker
infiltrativen Wachstum unterschieden. Die stirker infiltrativ wachsenden Tumoren wurden entsprechend ihres
Invasionsmusters wiederum in zwei Kategorien unterteilt. Tumoren, die in soliden Zellverbanden mit zapfen-,
streifen-, schnur- oder inselartiger Struktur das angrenzende Gewebe infiltrieren, bildeten eine Gruppe. Davon
abgegrenzt wurden Tumoren, die sich durch das Vorhandensein kleiner, invadierender Zellgruppen
auszeichneten, ohne dass eine iibergeordnete strukturelle Form erkennbar erhalten geblieben wire. Da sich die
Gewebeproben in GroBe und Tumoranteil unterschieden, wurden in einem Schnittpriparat diejenigen Bereiche
der Invasionsrinder zur Beurteilung des Invasionsverhaltens herangezogen, die sich in ihrer Morphologie am

deutlichsten von normaler Osophagusmukosa abhoben.

Tabelle 10. Beurteilung des Invasionsverhaltens (in Anlehnung an Sarbia et al. [235]).

Invasionsmodus Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3

Tumormorphologie Verdrangendes Wachstum Infiltrierendes Wachstum Infiltrierendes Wachstum
mit kontinuierlichem solider Tumorzellverbande kleiner Zellgruppen
Tumorrand

2.4.2 Beurteilung der Integrin-Expression

Aus den mit einer CCD-Kamera aufgenommenen Abbildungen der gefarbten Gewebeschnitte konnen mit dem
EDV-Programm Leica QFISH dimensionslose Rohwerte fiir die Helligkeit (engl. raw intensities) des von den
angeregten Fluoreszenzfarbstoffen emittierten Lichts bestimmt werden. Diese dienten als Mall fiir die
Farbeintensitit. Die Expression der einzelnen Integrin-Untereinheiten im Tumorgewebe wurde semiquantitativ
anhand der ermittelten Farbeintensitdten und ihrem jeweiligen prozentualen Vorkommen im untersuchten
Tumorgewebe bewertet (Expressionsstirke). Als qualitatives Merkmal wurde die Verteilung der Integrin-

Untereinheiten im Tumorgewebe (Expressionsmuster) festgehalten.
Serienschnitte aus Colonmukosa, die unter den gleichen Bedingungen wie die Osophagusgewebeproben
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asserviert, mit den verschiedenen Primérantikérpern gefdarbt und anschlieBend mit RRX fluoreszenzmarkiert
worden waren, lieferten orientierende Rohwerte fiir die in den fluoreszenzmarkierten Tumorgewebeproben zu
erwartenden Helligkeiten. Bei einer Belichtungszeit von 1500 Millisekunden (ms) lieBen sich stirker angefirbte
Strukturen gut von weniger intensiv angefarbten Bereichen abgrenzen. Das QFISH-Programm ermittelte bei
dieser Belichtungszeit fiir ungefirbte Gewebeschnitte bzw. fiir nicht angefirbte Areale von gefarbten
Gewebeschnitten Intensitdtswerte bis maximal 110 (Leerwerte). Fiir die am stirksten angefarbten Bereiche
wurden stets Werte iiber 1000 ermittelt. Basierend auf diesen Werten wurde eine positive Anfarbung ab einem
Intensitiatswert von 150 angenommen, Bereiche mit Werten unter 150 wurden als nicht angefdrbt (—) bewertet.
Alle fluoreszenzgefdarbten Tumorgewebeproben wurden bei weit gedffneter Blende mit der gleichen

Belichtungszeit aufgenommen.

Zur Bewertung der Expressionsstirken wurden die gemessenen Rohwerte der Lichtintensitit wie folgt
kategorisiert: Angefdrbte Bereiche bzw. Strukturen mit Intensitdtswerten iiber 1000 wurden als stark
exprimierend (+++), Bereiche mit Werten zwischen 500 und 1000 als mdpfiggradig exprimierend (++) und
Bereiche mit Werten zwischen 150 und 500 als schwach exprimierend (+) definiert (siche Tabelle 11). In jedem
Schnittpraparat wurden mindestens drei représentative Ausschnitte bei 100facher und 400facher VergroBerung
analysiert. In jedem Ausschnitt wurde die Expression der Tumorzellen im Randbereich (/nvasionsrand) der
Expression in den zentralen Anteilen (Z7umorzentrum) der angeschnittenen Tumorzellverbiande
gegeniibergestellt. Die Anfarbung der Tumorzellmembranen mit direktem Kontakt zur ECM am unmittelbaren
Ubergang zwischen Tumorgewebe und angrenzendem Normalgewebe (Grenzschicht Tumor/ECM) wurde
gesondert beurteilt. Innerhalb eines Ausschnitts wurde flir jeden Bereich (Grenzschicht, Invasionsrand,
Tumorzentrum) zundchst der prozentuale Anteil der positiv angefdrbten Tumorzellen geschétzt. Anschliefend
wurden in jedem Bereich die Rohintensitdten der angefarbten Tumorzellen gemessen und entsprechend des
Bewertungsschemas einer Expressionsstirke zugeordnet. Erstreckten sich die Werte der Rohintensititen in
einem Tumorbereich iiber mehrere Bewertungskategorien, wurde dem diesem abschlieBend dicjenige

Expressionsstirke zugewiesen, die prozentual am hiufigsten vertreten war.

Waren im Schnittpriparat simultan Anteile normaler Osophagusschleimhaut vorhanden, wurden fiir die
untersuchten Integrin-Untereinheiten analog zur Bewertung der Expression in den verschiedenen Bereichen des
Tumorgewebes auch im Stratum basale, Stratum spinosum und Stratum squamosum des Epithels jeweils die
dominierenden Expressionsstarken ermittelt. Auf diese Weise konnte die Integrin-Expression im Tumorgewebe
unmittelbar mit der physiologischen Expression der Integrin-Untereinheiten in der autologen, normalen

Osophagusmukosa verglichen werden.

Tabelle 11. Bestimmung der Expressionsstdrken.

Raw intensity* <150 150 — 500 500 — 1000 > 1000
Expressionsstarke Keine Expression Schwache Expression  MaRiggradige Starke Expression
Expression
) (+) (++) (+++)

* Dimensionslose Rohwerte fiir die Farbeintensitdt ermittelt mit dem EDV-Programm Leica QFISH.
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2.4.3 Hierarchische Ahnlichkeitsanalysen

Die hierarchische Ahnlichkeitsanalyse der ermittelten qualitativen und semiquantitativen Daten ermdglicht es,
innerhalb eines Kollektivs Subgruppen (engl. cluster) von Patienten zu identifizieren, die sich hinsichtlich ihres
Expressionsverhaltens dhneln. Die Ergebnisse zur Expression der verschiedenen Integrin-Untereinheiten wurden
fiir die einzelnen Patienten in Datensédtzen zusammengefasst. Mit den EDV-Programmen Cluster und TreeView,
welche kostenfrei auf der Internetseite Attp://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm verfiigbar sind, wurden diese
Datensétze mit der Complete-Linkage-Clustering-Methode analysiert und schematisch dargestellt
(siche Abbildung 8) [236]. Den unterschiedlichen Wertekategorien ordnete das Programm einen roten Farbton
zu, dessen Helligkeit bei ordinalen Werten mit ihrer Groe zunahm. Nullwerte wurden in Schwarz und fehlende
Werte in Grau angezeigt. Den entstandenen Clustern wurde ein hierarchisches Dendrogramm zugeordnet, in dem
sich die Ahnlichkeit zwischen zwei Datensitzen in der Linge der verbindenden Veristelung widerspiegelte: Je
kiirzer sich die Linge eine Aufzweigung darstellte, desto groBer war die Ahnlichkeit zwischen den verbunden
Datensidtzen. Datensdtze, die am Ende einer Aufzweigung unmittelbar benachbart angeordnet sind, zeigen
jeweils die groBte Ahnlichkeit zueinander. Hingegen sind Gruppen von benachbarten Datensitzen, die von einer
iibergeordneten Aufzweigung eingefasst werden, den angrenzenden Subgruppen anderer Aufzweigungen nicht

notwendigerweise am dhnlichsten.

2.4.4 Statistische Analysen

Fiir die statistische Analyse wurden nicht parametrische Variablen mit 4-Felder-Tafeln und dem Chi-Quadrat-
Test (y’-Test) ausgewertet. Die Gleichheit zweier binominaler Verhiltnisse wurde mit dem Fisher’s exact test
{iberpriift, wobei das Signifikanzniveau auf p < 0,05 festgelegt wurde. Die postoperativen Uberlebensanalysen
wurden nach der Kaplan-Meier-Methode durchgefiihrt und zur Berechnung der statistischen Signifikanz der
Log-Rang-Test herangezogen. Um die Unabhiingigkeit der in den univariaten Uberlebensanalysen als signifikant

identifizierten Prognoseparameter zu untersuchen, wurden multivariate Cox-Regressionsanalysen durchgefiihrt.
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3  Ergebnisse

3.1 Tumormorphologie und Invasionsverhalten

Das Invasionsverhalten wurde zundchst anhand der Himalaun-Eosin-gefiarbten Schnittpréparate beurteilt. Der
zugeordnete Invasionsmodus wurde im Anschluss bei der Durchsicht der immunfluoreszenzgefarbten
Gewebeschnitte verifiziert. In 30 von 36 Priparaten (83%) wurden simultan Tumorareale mit unterschiedlichen
Invasionsmustern beobachtet. Zur Bewertung wurden abschlieBend diejenigen Bereiche der Invasionsrdnder

herangezogen, die sich in ihrer Morphologie am deutlichsten von normaler Osophagusmukosa abhoben.

3 von 36 Tumoren (8%) zeigten ein eher verdrangendes Wachstum mit einem kontinuierlichen Tumorrand zum
angrenzenden Normalgewebe und ohne Abldsung von Tumorzellinseln (Kategorie 1) (siche Tabelle 12 und
Abbildung 5). Tumoren mit stirker invasivem Wachstum in Form von groBeren, soliden Tumorzellformationen
(Kategorie 2), die in umgebendes Normalgewebe infiltrieren, fanden sich in 6 Fallen (17%). In 27 Féllen (75%)
wurde ein infiltratives Wachstum in Form von kleineren, losgeldsten Tumorzellgruppen beobachtet

(Kategorie 3).

Tabelle 12. Invasionsverhalten von 36 Primdrtumoren.

Invasionsmodus Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3

Tumormorphologie Verdrangendes Wachstum Infiltrierendes Wachstum Infiltrierendes Wachstum
mit kontinuierlichem solider Tumorzellverbande kleiner Zellgruppen
Tumorrand

n Tumoren (%) 3 (8%) 6 (17%) 27 (75%)

Bei der Korrelation dieser Ergebnisse mit etablierten pathohistologischen Parametern ergaben sich folgende
Resultate: Von den 3 Tumoren der Kategorie 1 war 1 Tumor (33%) maBiggradig (G2) und 2 Tumoren (67%)
schlecht differenziert (G3). 4 der 6 Tumoren der Kategorie 2 (67%) waren méifiggradig differenziert, wihrend 2
Tumoren (33%) eine schlechte Differenzierung aufwiesen. Von 27 Tumoren der Kategorie 3 zeigte 1 Tumor
eine gute Differenzierung (4%). 21 Tumoren (78%) wiesen ein maBiggradige und 5 Tumoren (18%) eine

schlechte Differenzierung auf.

Von den 3 Tumoren der Kategorie I war jeweils 1 Tumor als pT1- (33%), pT2- (33%) und pT3-Tumor (33%)
eingestuft worden. Von den 6 Tumoren der Kategorie 2 befanden sich 2 Tumoren (33%) im Stadium pT]1, 1
Tumor (17%) im Stadium pT2 und 3 Tumoren (50%) im Stadium pT3. Von 27 Tumoren der Kategorie 3 waren
7 Tumoren (26%) dem Stadium pT2, 18 Tumoren (67%) dem Stadium pT3 und 2 Tumoren (7%) dem Stadium
pT4 zugeordnet worden. Insgesamt fiel auf, dass eine Dissoziation infiltrierender Tumorzellen (Kategorie 3) bei
pT3- und pT4-Tumoren deutlich hédufiger nachweisbar war als bei pT1- und pT2-Tumoren und alle

pT4-Tumoren der Kategorie 3 zugeordnet worden waren (siche Abbildung 6).
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Abbildung 5. Unterschiedliche Invasionsmuster bei verschiedenen Primértumoren. Darstellung der Integrin-Expression
im Tumorgewebe durch Fluoreszenzmarkierung mit Rhodamin Red-X.
Obere Reihe: Falschfarbendarstellung der mit RRX markierten Integrin-Untereinheiten (rot) mit Uberblendung der mit
DAPI gefarbten Kernstrukturen  (blau). Untere Reihe: Graustufendarstellung der Integrin-Expression. (A) (D)
Verdrangendes Wachstum mit kontinuierlichem Tumorrand (Kategorie 1). (B) (E) Infiltrierendes Wachstum solider
Zellverbande (Kategorie 2). (C) (F) Infiltrierendes Wachstum kleiner Zellgruppen (Kategorie 3).

Fir alle Invasionsmuster zeigte sich eine &hnliche prozentuale Verteilung der Lymphknotenstadien
(siche Abbildung 6): Von 3 Tumoren der Kategorie 1 befand sich 1 Tumor (33%) im Stadium pNO. 2 Tumoren
(67%) befanden sich im Stadium pNI1. 2 von 6 Tumoren der Kategorie 2 (33%) wurden dem Stadium pNO
zugeordnet, wihrend 4 Tumoren (67%) das Stadium pN1 aufwiesen. Von den 27 Tumoren der Kategorie 3
entfielen 11 Tumoren (41%) auf das Stadium pNO und 16 Tumoren (59%) auf das Stadium pN1. 1 Tumor der
Kategorie 2 (17%) war in nicht-regiondre Lymphknoten metastasiert (pM1(LYM)). Von 27 Tumoren der
Kategorie 3 wies 1 Tumor (4%) ebenfalls das Stadium pM1(LYM) auf. Eine Fernmetastasierung (M1) trat bei 2
von 27 Patienten (7%) mit Tumoren der Kategorie 3 auf, wahrend Tumoren mit einer geringeren zelluldren

Dissoziation keine Fernmetastasen zeigten (p=0,557).
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Abbildung 6. Verteilung der Invasionsmuster nach pathohistologischen Parametern. Die Zahlen in Klammern
reprasentieren die Kategorien 1-3 zur Beurteilung des Invasionsverhaltens. (A) Die Mehrzahl der Tumoren mit infiltrativem
Wachstum in Form kleiner Zellgruppen (Kategorie 3) entfiel auf die Stadien pT3—4, wihrend bei Tumoren mit geringerer
zelluldrer Dissoziation (Kategorie 1 und 2) Tumoren der Stadien pT1-2 in gleicher oder hoherer Anzahl vertreten waren
(p=0,112). (B) Die Lymphknotenstadien (pN) wiesen fiir alle Kategorien eine dhnliche Verteilung auf, wobei die Zahl der
Patienten mit regiondrer Lymphknotenmetastasierung (pN1) stets iiberwog. (C) In allen Kategorien waren bei der Mehrzahl
der Patienten in regiondren Lymphknoten (LK) isolierte Tumorzellen (ITC) nachgewiesen worden. (D) Der Nachweis von
isolierten Tumorzellen (ITC) im Knochenmark (KM) gelang lediglich bei Patienten mit Tumoren der Kategorie 3 (p=0,185).

1 Tumor (33%) der Kategorie 1 entfiel auf das UICC Stadium Ila und 2 Tumoren (67%) auf das UICC Stadium
IIb. 2 Tumoren (33%) der Kategorie 2 wurden dem UICC Stadium I, 1 Tumor (17%) dem Stadium IIb,
2 Tumoren (33%) dem Stadium III und 1 Tumor (17%) dem Stadium IVa zugeordnet. Von den Tumoren der
Kategorie 3 entsprachen 11 Tumoren (41%) dem UICC Stadium Ila, 2 Tumoren (7%) dem Stadium IIb,
12 Tumoren (44%) dem Stadium III und 2 Tumoren (7%) dem Stadium I'Vb.

Bei 33 von 36 Patienten (92%) waren die histopathologisch als ,tumorfrei“ beurteilten Lymphknoten
immunhistochemisch auf ,,okkult™ disseminierte Tumorzellen untersucht worden (siche Abschnitt 2.1). Bei der
Korrelation des immunhistochemischen Lymphknotenstatus mit den Ergebnissen zur Histomorphologie zeigte
sich, dass isolierte Tumorzellen in ,,tumorfreien” Lymphknoten bei 2 von 3 Tumoren (67%) der Kategorie 1, bei
3 von 4 Tumoren (75%) der Kategorie 2 und bei 18 von 26 Tumoren (69%) der Kategorie 3 nachgewiesen

worden waren. Zusitzlich waren intraoperativ Knochenmarksproben von 30 der 36 Patienten (83%) entnommen
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und immunzytochemisch auf isolierte Tumorzellen untersucht worden. Dabei fanden sich isolierte Tumorzellen
im Knochenmark bei 8 von 25 Tumoren (32%) der Kategorie 3 (siche Abbildung 6). Bei Patienten mit Tumoren
der Kategorien 1 und 2 wurden keine isolierten Tumorzellen in den Knochenmarksproben nachgewiesen

(p=0,185).

Insgesamt ergaben sich bei den Korrelationen der Ergebnisse zum Invasionsverhalten mit etablierten

pathohistologischen Parametern keine signifikanten Zusammenhénge.

Tabelle 13. Invasionsverhalten und pathohistologische Parameter.

Invasionsmodus

Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3 p-Wert**
Gesamtkollektiv (n=36) 3 (8%) 6 (17%) 27 (75%)
Differenzierungsgrad
G1 0 0 1 (4%)
G2 1 (33%) 4 (67%) 21 (78%) NS
G3 2 (67%) 2 (33%) 5 (18%)
Priméartumorstadium
pT1-2 2 (67%) 3 (50%) 7 (26%) NS
pT3-4 1 (33%) 3 (50%) 18 (74%)
Lymphknotenstadium
pNO 1 (33%) 2 (33%) 11 (41%) NS
pN1 2 (67%) 4 (67%) 16 (59%)
Lymphknotenfernmetastasen
pMO 3 (100%) 5 (83%) 26 (96%)
pM1(LYM) 0 1 (17%) 1 (4%) NS
Fernmetastasen
MO 3 (100%) 6 (100%) 25 (93%)
M1 0 0 2 (7%) NS
UICC-Klassifikation
Stadium |-l 3 (100%) 3 (50%) 13 (48%)
Stadium IlI-IV 0 3 (50%) 14 (52%) NS
Isolierte Tumorzellen (ITC)
Lymphknoten (n=33)
NO(i-) 1 (33%) 1 (25%) 8 (31%) NS
NO(i+) 2 (67%) 3 (75%) 18 (69%)
Knochenmark (n=30)
MO(i-) 2 (100%) 3 (100%) 17 (68%) NS
MO(i+) 0 0 8 (32%)

* Siehe Tabelle 12.
** NS: Nicht signifikant.
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3.2  Integrin-Expression

Das Expressionsverhalten der o,-, 03-, o, P;- und [s-Integrin-Untereinheiten wurde mittels einer
Immunfluoreszenzfirbung an 36 Priméirtumoren von Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom des Osophagus
untersucht. Die Expression im Randbereich der angeschnittenen Tumorzellverbiande (Invasionsrand) wurde
getrennt von der Expression in den zentralen Tumoranteilen (Tumorzentrum) beurteilt. Die unmittelbar an das
Normalgewebe grenzenden Zellmembranen am Invasionsrand imponierten in einem Teil der Préparate als eine
kontinuierliche Linie, die sich mit ihrer Féarbeintensitit deutlich von der Anfarbung des iibrigen Tumorgewebes
abhob. Dieses Merkmal (Grenzschicht Tumor/ECM) wurde gesondert betrachtet. Die Integrin-Expression im
Tumorgewebe wurde in jedem Schnittpriparat anhand von mindestens drei repridsentativen Ausschnitten
beurteilt. Dabei wurde fiir die Bereiche Grenzschicht, Invasionsrand und Tumorzentrum jeweils die prozentuale
Verteilung der Tumorzellen auf die unterschiedlichen Expressionsstirken schwach (+), mdpiggradig (++), stark
(+++) bzw. keine Expression (—) bestimmt (siche Tabelle 11). In allen Bereichen wiesen stets iiber 60% der
angefdrbten Tumorzellen Rohintensitatswerte auf, die einer einzelnen Expressionsstirke zugeordnet werden
konnten. Diese dominierende Expressionsstérke wurde dem jeweiligen Tumorbereich abschlieend als Merkmal

zugewiesen (siche Tabelle 14).

Bei einem Teil der Tumoren wurde ein polarisiertes Expressionsverhalten mit einer intensiven Anfarbung der
Tumorzellen am Invasionsrand beobachtet. Mit zunehmendem Abstand zum Normalgewebe verminderte sich
die Intensitit der Anfirbung, um in einigen Féllen im Zentrum der Tumorzellverbinde die festgelegte
Nachweisgrenze zu unterschreiten (siehe Tabelle 11). Zeigte sich fiir eine Integrin-Untereinheit bei mindestens
75% des Tumorgewebes das beschriebene polarisierte Expressionsmuster, wurde dies als Merkmal des Tumors
berticksichtigt. Bei der Beurteilung der Expressionsmuster stand die visuelle Beurteilung der Schnittpréparate
durch den Untersucher im Vordergrund, da sich die Unterschiede zwischen den gemessenen Férbeintensititen
der Tumorzellen im Bereich des Invasionsrandes und Intensitéten der zentralen Tumoranteile nur bei einem Teil
der Tumoren in einer hdheren Expressionsstirke am Invasionsrand niederschlugen. In den iibrigen Préparaten
mit erkennbarer Polarisierung erstreckten sich die gemessenen Rohintensititen nicht notwendigerweise iiber die
Bewertungsgrenzen der Expressionsstirken hinweg. Da es sich bei der Auspragung des Expressionsmusters um
ein qualitatives Merkmal handelt, wurde auch bei einer lediglich visuell erkennbaren Polarisierung in mindestens

75% des angefarbten Tumorgewebes eine Polarisierung der Expression als Merkmal des Tumors festgehalten.

Wiesen mindestens 75% der positiv angefarbten Tumorzellen entweder eine homogene Expression mit
einheitlicher Expressionsstérke oder eine polarisiertes Expressionsmuster mit konstanten Expressionsstirken auf,
wurde dem Tumor fiir die betrachtete Integrin-Untereinheit eine einheitliche Expression zugeschrieben. Waren
die Expressionsstirken innerhalb eines geordneten Expressionsmusters uneinheitlich oder lag nur in einem
begrenzten Teil des Tumorgewebes (<75%) ein geordnetes Expressionsmuster mit konstanten
Expressionsstirken vor oder war jegliche Ordnung in Bezug auf Stirke und Verteilung der Expression
mehrheitlich oder vollstindig aufgehoben, wurde dem Tumor fiir die betrachtete Integrin-Untereinheit eine

heterogene Expression zugeschrieben.
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Tabelle 14. Kriterien zur Auswertung der Immunfluoreszenzfirbung*.

n Patienten (%)

Expressionsstarke

+++H[+H+ — + ++ +++

Epithel

Grenzschicht Epithel/BM** b+c+d((%) a(%) B (%) c (%) d (%)

Stratum basale f+g+h (%) e (%) f (%) G (%) h (%)

Stratum spinosum jtk+1(%) i (%) J (%) k (%) 1 (%)

Stratum squamosum n+o+p (%) M (%) n (%) 0 (%) p (%)
Tumorgewebe

Grenzschicht Tumor/ECM** b+c+d((%) a(®) b (%) C (%) d (%)

Invasionsrand f+g+h (%) e (%) F (%) g (%) h (%)

Tumorzentrum jtk+1(%) i (%) J (%) k (%) 1 (%)
Expressionsmuster Positiv angefédrbtes Tumorgewebe (%)

Polaritat erhalten 75 — 100% mit polarisiertem Expressionsmuster

Polaritat aufgehoben < 75% mit polarisiertem Expressionsmuster

Einheitliche Expression 75 — 100% mit einheitlichem Expressionsmuster

Heterogene Expression < 75% mit einheitlichem Expressionsmuster

* Auswertung am Beispiel eines fiktiven Schnittpriparats. Die Variablen (Buchstaben) stehen stellvertretend fiir die prozentuale Verteilung
der positiv angefarbten Zellen in den einzelnen Epithelschichten bzw. Tumorbereichen auf die verschiedenen Expressionsstirken. Die durch
Fettdruck hervorgehobenen GroBbuchstaben représentieren jeweils die in einer Epithelschicht bzw. einem Tumorbereich prozentual am
haufigsten vertretene und damit dominierende Expressionsstirke. Diese wurde dem jeweiligen Bereich abschlieend als Merkmal
zugeordnet.

** Konnte auf den Zelloberflichen mit direktem Kontakt zur Basalmembran (BM) bzw. ECM visuell eine verstirkte Expression abgegrenzt
werden, wurde diese unabhéngig von der Expression im {ibrigen Gewebe bewertet.

Waren im Schnittpriiparat simultan Anteile normaler Osophagusschleimhaut vorhanden, wurde auch im Stratum
basale, spinosum und squamosum des mehrschichtigen Epithels jeweils die vorherrschende Expressionsstéirke
der betrachteten Integrin-Untereinheit bestimmt (sieche Tabelle 14). Die Zelloberflichen der basalstindigen
Keratinozyten mit direktem Kontakt zur Basalmembran imponierten in einem Teil der Priparate ebenfalls als
eine kontinuierlich abgrenzbare Linie, die sich in ihrer Firbeintensitdt deutlich von den {ibrigen Zellen des
Plattenepithels unterschied. Dieses Merkmal (Grenzschicht Epithel/Basalmembran) wurde gesondert beurteilt.
So konnten bei einem Teil der Tumorproben Expressionsmuster und Expressionsstidrken im Tumorgewebe
unmittelbar mit dem physiologischen Expressionsverhalten von normalem Osophagusepithel verglichen werden.
In 11 von 36 Gewebepriparaten (31%) wurde ein direkter Ubergang von normalem Epithel zum invasiven

Karzinom beobachtet.

Die fiir die verschiedenen Epithelschichten und Tumorbereiche ermittelten Expressionsstiarken zu jeder Integrin-
Untereinheit wurden anschlieBend einer hierarchischen Ahnlichkeitsanalyse unterzogen (sieche Abschnitt 2.4.3
und Abbildung 8). Diese Methode erlaubt zunichst eine anschauliche Darstellung der Expressionsprofile der
einzelnen Tumoren im gegenseitigen Vergleich. Patienten, deren Tumoren ein dhnliches Expressionsverhalten
aufweisen, werden zu Subgruppen zusammengefasst und konnen auf gemeinsame Merkmale hin iiberpriift
werden. Dariiber hinaus ist es moglich, die Expression einer Integrin-Untereinheit in einem bestimmten
Tumorbereich fiir das gesamte Kollektiv zu iiberblicken und mit der Expression in anderen Tumorarealen oder
Epithelschichten zu vergleichen.
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3.2.1 a,-Integrin-Untereinheit

Bei der Beurteilung der Expression der o,-Integrin-Untereinheit konnte bei 19 von 36 Patienten (53%) simultan
die Expression im Tumorgewebe und im normalen Osophagusepithel beurteilt werden (siche Tabelle 15). Bei
der Analyse der Expressionsstirken in der Mukosa wies das Stratum basale in 17 Féllen (89%) eine schwache
(+) und in 2 Fillen (11%) eine miBiggradige Expression (++) auf. Das Stratum spinosum zeigte in 19 Fillen
(100%) eine schwache Expression (+). In 6 Praparaten (32%) wurde im Stratum squamosum eine schwache
Expression (+) beobachtet, wahrend in 13 Fillen (68%) keine Expression (—) nachgewiesen wurde. Die
ap-Expression auf den Zelloberflichen der basalstindigen Keratinozyten mit direktem Kontakt zur
Basalmembran hob sich nicht von der Expression der iibrigen Zellen ab. In allen 19 Préparaten zeigte sich mit
zunehmendem Abstand zur Basalmembran eine graduelle Abnahme der Férbeintensititen im Sinne einer
Polarisierung der o,-Expression im Osophagusepithel (sieche Abbildung 7). Dariiber hinaus wiesen sowohl die
muskuliren GefidBwinde als auch die Muskulatur in den Osophaguswandschichten eine spezifische Anfirbung

fiir die ap-Integrin-Untereinheit auf.

Abbildung 7. o,-Integrin-Expression. (A) (B) Polarisierte Expression (+) in der Osophagusmukosa.
(C) Falschfarbendarstellung: Aufhebung der polarisierten Expression (+) am Ubergang von normaler Mukosa (unterer
Bildabschnitt) zum invasiven Karzinom (pT1). (D) Tumorgewebe mit polarisiertem Expressionsmuster (+). Die Tumorzellen
zeigen an den Invasionsrdndern eine starkere Expression als im Zentrum der Tumorzellverbande. (E) Tumorgewebe mit
heterogenem Expressionsverhalten (+). (F) Tumorgewebe mit homogener, unpolarisierter Expression (+). Am unmittelbaren
Ubergang von Tumor- zum Normalgewebe heben sich die Zellmembranen mit einer stirkeren Expression von den iibrigen
Tumorzellen ab (Grenzschicht Tumor/ECM).
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Im Tumorgewebe wurde die a,-Untereinheit von 35 der 36 Tumoren (97%) exprimiert. Die Bewertung der a,-
Expressionsstirken ergab an den Invasionsrindern in 28 Pridparaten (78%) eine schwache (+), in
5 Préparaten (14%) ecine méaBiggradige (++) und in 2 Priparaten (5%) eine starke Expression (+++).
1 Primértumor (3%) zeigte weder am Invasionsrand noch im Tumorzentrum eine Anfiarbung (-) fiir die
ap-Untereinheit. In 2 Préparaten (5%) hob sich eine Grenzschicht Tumor/ECM mit einer schwachen (+), in

1 Préparat (3%) mit einer maBiggradigen Expression (++) vom iibrigen Tumorgewebe ab

Bei der Beurteilung der Schnittpraparate im Hinblick auf die im Epithel beobachtete Polarisierung der
ap-Expression zeigte sich, dass diese bei 5 Tumoren (14%) erhalten und in 31 Féllen (86%) aufgehoben war. 13
Tumoren (36%) wiesen ein einheitliches Expressionsmuster auf, worunter sich 9 Tumoren (25%) mit homogener
Expression befanden. Bei 22 Patienten (61%) zeigte sich eine heterogene a,-Expression

(siche Abbildung 7).
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Abbildung 8. Hierarchische Ahnlichkeitsanalyse der a,-Integrin-Expression. Dargestellt sind die Expressionsprofile der
Primértumoren, die mit ihrer Patientenidentifikationsnummer spaltenweise aufgereiht sind. Hellrote Quadrate représentieren
eine starke (+++), mittelrote Quadrate eine méBiggradige (++) und dunkelrote Quadrate eine schwache Expressionsstérke (+).
Bereiche, die keine Expression aufwiesen (-), sind als schwarzes Quadrat dargestellt. Die Verteilung der Expressionsstirken
in den verschiedenen Gewebearealen (Grenzschicht Epithel/BM, Stratum basale, spinosum und squamosum; Grenzschicht
Tumor/ECM, Invasionsrand, Tumorzentrum) ist zeilenweise gruppiert. Jede Spalte beschreibt das Expressionsprofil eines
Gewebepriparats, jede Zeile stellt die Verteilung der Expressionsstirken innerhalb einer Epithelschicht bzw. eines
Tumorbereichs dar. Benachbarte Zeilen weisen eine &hnliche Verteilung der Expressionsstirken auf. Gleichermafen
besitzen Patienten ein dhnliches Expressionsprofil, wenn sie nebeneinander angeordnet sind. Hob sich die Expression am
direkten Ubergang zum Normalgewebe als Grenzschicht von der Expression im {ibrigen Epithel bzw. Tumorgewebe ab,
wurde die dort vorherrschende Expressionsstirke festgehalten. Ein schwarzes Quadrat impliziert hier, dass keine
Grenzschicht beobachtet wurde. Uber den Patientenidentifikationsnummern ist ein Baumdiagramm (Dendrogramm)
abgebildet, welches die Tumorproben nach der Ahnlichkeit ihres Expressionsverhaltens zu Subgruppen (Clustern)
zusammenfasst. Benachbarte Proben sind einander &hnlicher als weiter voneinander entfernt angeordnete. Je kiirzer eine
Veristelung im Dendrogramm ist, desto groBer ist die Ahnlichkeit zwischen den verbundenen Proben bzw. Clustern. Oberes
Diagramm: Expressionsprofile von 19 Primirtumoren, die Anteile normaler Osophagusmukosa enthielten. Unteres
Diagramm: Expressionsprofile von 36 Primértumoren. 34 Tumoren (94%) wiesen am Invasionsrand und im Tumorzentrum
die gleichen Expressionsstirken auf. Bei 8% (3/36) zeigte sich am Ubergang vom Tumor zum Normalgewebe (Grenzschicht
Tumor/ECM) eine verstiarkte Expression. Bei 1 Tumor wurde keine Expression nachgewiesen. Weitere Erlduterungen siche
Text.
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Tabelle 15. a,-Integrin-Expression in Osophagusmukosa und Tumorgewebe*.

n Patienten (%)

Expressionsstarken

+/++[+++ = + ++ +++

Epithel (n=19)

Grenzschicht Epithel/BM** 0 19 (100%) 0 0 0

Stratum basale 19 (100%) 0 17 (89%) 2 (11%) 0

Stratum spinosum 19 (100%) 0 19 (100%) 0 0

Stratum squamosum 6 (32%) 13 (68%) 6 (32%) 0 0
Tumorgewebe (n=36)

Grenzschicht Tumor/ECM** 3 (8%) 33 (92%) 2 (5%) 1 (3%) 0

Invasionsrand 35 (97%) 1 (3%) 28 (78%) 5 (14%) 2 (5%)

Tumorzentrum 35 (97%) 1 (3%) 29 (81%) 4 (11%) 2 (5%)
Expressionsmuster (n=36) n Patienten (%)

Polaritat erhalten 5 (14%)

Polaritat aufgehoben 31 (86%)

Einheitliche Expression 14 (39%)

Heterogene Expression 22 (61%)

* Die dominierende Expressionsstiirke in einer Epithelschicht bzw. in einem Tumorbereich ist durch Fettdruck hervorgehoben.
** Konnte auf den Zelloberflichen mit direktem Kontakt zur Basalmembran (BM) bzw. ECM visuell eine verstirkte Expression abgegrenzt
werden, wurde diese unabhéngig von der Expression im {ibrigen Gewebe bewertet.

3.2.2  az-Integrin-Untereinheit

In 18 von 36 Tumorgewebepraparaten (50%) konnte simultan die Expression der os-Integrin-Untereinheit im
Tumorgewebe und im normalen Epithel beurteilt werden (siche Tabelle 16). Das Stratum basale wies bei
15 von 18 Patienten (83%) eine schwache (+) und bei 2 Patienten (11%) eine méBiggradige Expression (++) auf.
Das Stratum spinosum zeigte in 15 Féllen (83%) eine schwache Expression (+), wihrend in 3 Féllen (17%) keine
Expression (—) nachgewiesen wurde. Im Stratum squamosum von 2 Préparaten (11%) wurde eine schwache
Expression (+) beobachtet, wiahrend in 16 Préparaten (89%) keine os-Expression (—) nachgewiesen wurde. In 12
Féllen (66%) hob sich eine Grenzschicht Epithel/Basalmembran mit einer schwachen (+) und in 3 Fillen (17%)
mit einer méBiggradigen Expression (++) von den iibrigen Keratinozyten ab. In 3 Féllen (17%) grenzten sich die
der Basalmembran anliegenden Zelloberflachen nicht mit einer verstirkten Expression vom {iibrigen Stratum
basale ab. In allen 18 Priparaten zeigte sich analog zur a,-Untereinheit eine Polarisierung der o;-Expression
(sieche Abbildung 9). Dariiber hinaus zeigten sowohl die Muskulatur in den Osophaguswandschichten als auch

die muskuldren Gefa3winde eine spezifische Anfirbung fiir die o3-Integrin-Untereinheit.

Die a3-Untereinheit wurde von 35 der 36 Tumoren (97%) exprimiert. Die Bewertung der Expressionsstirken an
den Invasionsrdndern ergab bei 25 Tumoren (69%) eine schwache (+), bei 9 Tumoren (25%) eine maBiggradige
(++) und bei 1 Tumor (3%) eine starke Expression (+++). 1 Tumor (3%) zeigte weder am Invasionsrand noch im
Tumorzentrum eine Anférbung (-). In den zentralen Tumoranteilen (Tumorzentrum) wiesen 26 Patienten (72%)

eine schwache (+) und 5 Patienten (14%) eine méBiggradige Expression (++) auf.
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Abbildung 9. as;-Integrin-Expression. (A) Polarisierte Expression (+) in der Osophagusmukosa. Am rechten Bildrand ist
die Muskulatur von GefiBwinden spezifisch angefirbt (++). (B) Polarisierte Expression (++) in der Osophagusmukosa.
(C) Kein Fluoreszenzsignal (—) bei Verwendung der IgG,-Isotypkontrolle (MOPC21) anstelle des Primirantikorpers.
(D) Falschfarbendarstellung: Polarisierte Expression (rot) in der Osophagusmukosa (+). Uberlagerung der DAPI-gefirbten
Kernstrukturen (blau). (E) (F) Aufhebung der polarisierten Expression (+) am Ubergang von normaler Mukosa zum
invasiven Karzinom. (A) (B) (D) Die an die Basalmembran grenzenden Zelloberflichen zeichnen sich deutlich als
kontinuierliche Linie vom Stratum basale ab (Grenzschicht Epithel/Basalmembran).

Bei 5 Patienten (14%) fand sich keine Expression im Tumorzentrum (—). In 6 Préparaten (17%) hob sich eine
Grenzschicht Tumor/ECM mit einer schwachen (+), in 3 Priparaten (8%) mit einer maBiggradigen Expression
(++) von der Expression auf den iibrigen Zellen ab. Bei 27 Patienten (75%) konnte keine verstiarkte Expression

(-) abgegrenzt werden.

Bei der Beurteilung der Polarisierung zeigte sich, dass bei 14 von 36 Tumoren (39%) eine polarisierte
Expression erhalten war, wéhrend die ibrigen 22 Tumoren (61%) keine Polarisierung aufwiesen. 15 von
36 Tumoren (42%) wiesen ein einheitliches Expressionsmuster auf, worunter sich 4 Tumoren (11%) mit einer
homogenen Expression befanden. Bei 21 Patienten (58%) zeigte sich eine heterogene o3-Expression
(siche Abbildung 10).
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Abbildung 10. a;-Integrin-Expression. (A) Polarisierte Expression in der Mukosa und (B) Tumorgewebe mit aufgehobener
Polarisierung im selben Priparat. Am Ubergang vom Epithel bzw. Tumorgewebe zur ECM zeichnen sich die Zelloberflichen
mit einer méBiggradigen Expression (++) von den iibrigen Tumorzellen ab. (C) Tumorgewebe mit erhaltener Polarisierung.
Die an das Normalgewebe grenzenden Zellmembranen zeichnen sich mit einer verstirkten Expression (++) deutlich von der
Expression im {ibrigen Tumorgewebe ab. (D) Heterogene Expression mit z. T. erhaltener Polaritét.
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Abbildung 11. az-Integrin-Expression: Hierarchische Ahnlichkeitsanalyse der Primértumoren (Erlduterung siche
Abbildung 8). Oberes Diagramm: Expressionsverhalten von 18 Tumorproben, die Anteile normaler Osophagusmukosa
enthielten. In 15 Préparaten (83%) lieB sich eine Grenzschicht Epithel/Basalmembran diskriminieren, wohingegen sich bei
lediglich 4 Tumoren (22%) eine Grenzschicht Tumor/ECM abhob. Unteres Diagramm: Expressionsprofile von
36 Primértumoren. 10 Tumoren (28%) zeigten am Invasionsrand eine hohere Expressionsstirke als im Tumorzentrum. Bei
9 Tumoren (25%) hob sich eine Grenzschicht Tumor/ECM von der az-Expression im {ibrigen Tumorgewebe ab. Weitere
Erlauterungen siehe Text.
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Tabelle 16. a;-Integrin-Expression in Osophagusmukosa und Tumorgewebe*.

Expressionsstarken

n Patienten (%)

+/++/+++ - + ++ +++

Epithel (n=18)

Grenzschicht Epithel/BM** 15 (83%) 3 (17%) 12 (66%) 3 (17%) 0

Stratum basale 17 (94%) 1 (6%) 15 (83%) 2 (11%) 0

Stratum spinosum 15 (83%) 3(17%) 15 (83%) 0 0

Stratum squamosum 2 (11%) 16 (89%) 2 (11%) 0 0
Tumorgewebe (n=36)

Grenzschicht Tumor/ECM** 9 (25%) 27 (75%) 6 (17%) 3 (8%) 0

Invasionsrand 35 (97%) 1 (3%) 25 (69%) 9 (25%) 1(3%)

Tumorzentrum 31 (86%) 5 (14%) 26 (72%) 5 (14%) 0
Expressionsmuster (n=36) n Patienten (%)

Polaritat erhalten 14 (39%)

Polaritat aufgehoben 22 (61%)

Einheitliche Expression 15 (42%)

Heterogene Expression 21 (58%)

* Die dominierende Expressionsstiirke in einer Epithelschicht bzw. in einem Tumorbereich ist durch Fettdruck hervorgehoben.
** Konnte auf den Zelloberflachen mit direktem Kontakt zur Basalmembran (BM) bzw. ECM visuell eine verstérkte Expression abgegrenzt
werden, wurde diese unabhéngig von der Expression im iibrigen Gewebe bewertet.

3.2.3 ag¢-Integrin-Untereinheit

In 19 von 36 Priparaten (53%) konnte simultan die Expression der og-Integrin-Untereinheit im Tumorgewebe
und im normalen Epithel beurteilt werden (siehe Tabelle 17). Das Stratum basale zeigte bei 14 von 19 Patienten
(74%) eine schwache (+), bei 4 Patienten (21%) eine méaBiggradige (++) und bei 1 Patienten (5%) ein starke
Expression (+++). Das Stratum spinosum wies in 17 Féllen (90%) eine schwache Expression (+) und in 1 Fall
(5%) eine starke Expression (+++) auf, wéihrend bei 1 Patienten (5%) keine Expression (—) nachgewiesen wurde.
Im Stratum squamosum wurde in 1 Fall (5%) eine schwache (+) und in 1 Fall (5%) eine miBiggradige
Expression (++) festgestellt. Bei 17 Patienten (89%) zeigte sich keine Expression (-). In allen Gewebeproben
hob sich eine Grenzschicht Epithel/Basalmembran vom tibrigen Epithel ab: 1 Préparat (5%) wies eine schwache
ag-Expression (+) auf, 5 Priparate (26%) zeigten eine méBiggradige (++) und 13 Préparate (68%) eine starke
Expression (+++). In allen 19 Gewebeproben zeigte sich fiir die as-Untereinheit eine polarisierte Expression im
Epithel, wie sie auch bei den beiden anderen untersuchten o-Untereinheiten beobachtet wurde. Das im
submukdsen Bindegewebe verlaufende Nervengewebe wies eine spezifische Anfirbung fiir die ag-Integrin-
Untereinheit auf. Des Weiteren war eine Expression auf den Gefa3endothelien zu beobachten (siche Abbildung

12).
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Abbildung 12. ag-Integrin-Expression. (A) Polarisierte Expression in der Osophagusmukosa. Am Ubergang vom Epithel
zum Bindegewebe zeichnet sich eine kontinuierliche Linie mit starker Expression (+++) ab. (B) Mukosa mit polarisierter
Expression und Tumorgewebe mit unpolarisierter, homogener Expression im selben Préparat. An den jeweiligen
Grenzflichen von Epithel und Tumorgewebe zum angrenzenden Gewebe findet sich eine starke og-Expression (+++).
(C) Falschfarbendarstellung: og-Integrin-Expression (rot) mit Uberlagerung der Kernstrukturen (blau). (D) Kein
Fluoreszenzsignal im Tumorgewebe bei Verwendung der IgG,,-Isotypkontrolle anstelle des Primédrantikorpers.
(E) Falschfarbendarstellung: Kein Fluoreszenzsignal in den Tumorzellinseln bei Verwendung der IgG,,-Isotypkontrolle.
Einblendung der Kernstrukturen (blau). Von der Muskulatur geht eine schwache Autofluoreszenz aus (-).
(F) Spezifische Anfirbung von Nervengewebe (+++) und Gefalwénden (++) in der Tela submucosa.

Die as-Untereinheit wurde von allen 36 Tumoren (100%) exprimiert. Die Bewertung der Expressionsstirken an
den Invasionsrindern ergab bei 20 Tumoren (56%) eine schwache (+), bei 12 Tumoren (33%) eine maBiggradige
(++) und bei 4 Tumoren (11%) eine starke Expression (+++). Die Expression in den zentralen Tumoranteilen
(Tumorzentrum) war bei 24 Patienten (67%) schwach (+), bei 9 Patienten (25%) méBiggradig (++) und bei
3 Patienten (8%) stark (+++) ausgeprégt. Bei 35 Patienten (97%) zeichnete sich eine Grenzschicht Tumor/ECM
ab, die in 4 Priparaten (11%) eine schwache (+), in 12 Préparaten (33%) eine miBiggradige (++) und in
19 Praparaten (53%) eine starke Expression (+++) aufwies (siche Abbildung 13). In einem Fall (3%) konnte

keine verstirkte Expression () von der Expression im iibrigen Tumorgewebe abgegrenzt werden.
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Abbildung 13. og-Integrin-Expression. (A) (B) Polarisierte, méBiggradige Expression (++) am Invasionsrand und
schwache Expression (+) in den zentralen Tumoranteilen. Die Zelloberflichen mit Kontakt zur ECM (Grenzschicht
Tumor/ECM) heben sich mit einer starken Expression (+++) deutlich von den ibrigen Tumorzellen ab.
(C) (D) Homogene, schwache Expression (+) bei aufgehobener Polarisierung. Die Zelloberflichen mit Kontakt zur ECM
(Grenzschicht Tumor/ECM) heben sich mit einer maBiggradigen bis starken Expression (++/+++) deutlich von den iibrigen
Tumorzellen ab.
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Abbildung 14. og-Integrin-Expression: Hierarchische Ahnlichkeitsanalyse der Primirtumoren (Erlduterung sieche
Abbildung 8). Oberes Diagramm: Expressionsverhalten von 19 Tumorproben, die Anteile normaler Osophagusmukosa
enthielten. In allen Priiparaten hob sich die Expression an den Ubergiingen zum umgebenden Gewebe mit einer Grenzschicht
ab. In 16 Tumoren (84%) stimmten die Expressionsstirken der Grenzschichten Epithel/Basalmembran und Tumor/ECM
iiberein. Unteres Diagramm: Expressionsprofile von 36 Primértumoren. 30 der 36 Tumoren (83%) wiesen an den
Invasionsrdndern und in den zentralen Tumoranteilen (Tumorzentrum) die gleichen Expressionsstirken auf. In
35 Tumoren (97%) wurde eine Grenzschicht Tumor/ECM beobachtet. Weitere Erlauterungen siche Text.
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Bei der Beurteilung des Expressionsverhaltens im Tumorgewebe zeigten 10 Tumoren (28%) eine Polarisierung
der ag-Expression, welche derjenigen des Epithels dhnelte (siche Abbildung 13). In 26 Fallen (72%) wurde keine
Polarisierung festgestellt. 21 Patienten (58%) zeigten ein einheitliches Expressionsmuster, wahrend 15 Patienten
(42%) eine heterogene a4-Expression aufwiesen. 12 Patienten (33%) mit einheitlichem Expressionsmuster

zeigten eine homogene Expression der o4-Untereinheit.

Tabelle 17. as-Integrin-Expression in Osophagusmukosa und Tumorgewebe*.

n Patienten (%)

Expressionsstarken

+/++/+++ - + ++ +++

Epithel (n=19)

Grenzschicht Epithel/BM** 19 (100%0) 0 1 (5%) 5 (26%) 13 (69%)

Stratum basale 19 (100%) 0 14 (74%) 4 (21%) 1(5%)

Stratum spinosum 18 (95%) 1(5%) 17 (90%) 0 1(5%)

Stratum squamosum 2 (11%) 17 (90%) 1(5%) 1(5%) 0
Tumorgewebe (n=36)

Grenzschicht Tumor/ECM** 35 (97%) 1 (3%) 4 (11%) 12 (33%) 19 (53%)

Invasionsrand 36 (100%) 0 20 (56%) 12 (33%) 4 (11%)

Tumorzentrum 36 (100%) 0 24 (67%) 9 (25%) 3 (8%)
Expressionsmuster (n=36) n Patienten (%)

Polaritat erhalten 10 (28%)

Polaritat aufgehoben 26 (72%)

Einheitliche Expression 21 (58%)

Heterogene Expression 15 (42%)

* Die dominierende Expressionsstiirke in einer Epithelschicht bzw. in einem Tumorbereich ist durch Fettdruck hervorgehoben.
** Konnte auf den Zelloberflichen mit direktem Kontakt zur Basalmembran (BM) bzw. ECM visuell eine verstirkte Expression abgegrenzt
werden, wurde diese unabhéngig von der Expression im {ibrigen Gewebe bewertet.

3.2.4 Bi-Integrin-Untereinheit

Bei 16 von 30 bewerteten Préparaten (53%) konnte die Expression der Bl-Integrin-Untereinheit simultan im
Tumorgewebe und im normalen Osophagusepithel beurteilt werden (siehe Tabelle 18). In 14 Fillen (88%) zeigte
das Stratum basale eine schwache (+) und in 1 Fall (6%) eine méBiggradige Expression (++). In 1 Préparat
wurde — abgesehen von der Grenzschicht Epithel/Basalmembran — keine B1-Expression (=) im Epithel
nachgewiesen. Das Stratum spinosum zeigte in 15 Fillen (94%) eine schwache Expression (+). In 2 Priparaten
(12%) wurde im Stratum squamosum eine schwache Anfirbung (+) beobachtet, wiahrend in 14 Féllen (88%)
keine Expression (-) nachgewiesen wurde. In 6 Priparaten (38%) lieB sich eine Grenzschicht
Epithel/Basalmembran mit einer schwachen (+) und in 1 Préparat mit einer méaBiggradigen Expression (++)
abgrenzen. In 9 Fillen (56%) war keine Grenzschicht (-) auszumachen, die sich mit einer verstirkten Expression
vom iibrigen Epithel abgehoben hétte. Wie bei der Expression der a-Untereinheiten wurde in allen 16 Priaparaten

eine Polarisierung der B1-Expression beobachtet
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Abbildung 15. B;-Integrin-Expression. (A) (B) Polarisierte schwache Expression (+) im  Epithel.
(C) Falschfarbendarstellung: Ubergang vom Epithel zum Tumorgewebe. (D) Polarisierte Expression im Tumorgewebe.
(E) Fehlende Polarisierung der Expression. Schwache Expression im Tumorgewebe (+), miBigggradige bis starke Expression
auf Myozyten (++ / +++). (F) Heterogene, mifBliggradige Expression (++) im Tumorgewebe. (D) (E) Schwache Expression
im Tumorgewebe (+), maBiggradige Expression (++) an den zum angrenzenden Gewebe weisenden Zelloberflichen
(Grenzschicht Tumor/ECM).
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Abbildung 16. B;-Integrin-Expression: Hierarchische Ahnlichkeitsanalyse der Primértumoren (Erliuterung siche
Abbildung 8). Oberes Diagramm: Expressionsverhalten von 16 Tumorproben, die Anteile normaler Osophagusmukosa
enthielten. Unteres Diagramm: Expressionsprofile von 30 Primértumoren. 26 Tumoren (87%) wiesen im gesamten
Tumorgewebe eine einheitliche Expressionsstirke auf. Weitere Erlduterungen siche Text.
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(siche Abbildung 15). Dariiber hinaus wies das Bindegewebe eine diffuse schwache Anfirbung (+) fiir die
Bi-Untereinheit auf, die sich nur geringfligig {iber der Nachweisgrenze bewegte (siche Tabelle 11). Sowohl die
Muskulatur in den Osophaguswandschichten als auch die muskuliren GefiBwinde zeigten eine schwache bis

starke Expression der B;-Untereinheit (+/++/+++).

Die B,-Untereinheit wurde von 29 der 30 Tumoren (97%) exprimiert. Bei der Bewertung der Expressionsstirken
im Tumorgewebe zeigten 21 von 30 (70%) Tumoren an den Invasionsriandern ein schwache (+), 7 (23%) eine
méBiggradige (++) und 1 Tumor (3%) eine starke Expression (+++). Die Expression in den zentralen
Tumoranteilen (Tumorzentrum) war bei 22 Patienten (73%) schwach (+), bei 5 Patienten (17%) méaBiggradig
(++) und bei 1 Patienten (3%) stark ausgepriagt (+++). 1 Patient (3%) wies keine PB;-Expression (-) im
Tumorzentrum auf und in 1 Priparat (3%) wurde im gesamten Tumorgewebe keine Expression (-) nachgewiesen.
In 7 Préparaten (23%) hob sich eine Grenzschicht Tumor/ECM mit einer schwachen (+) und in 2 Préparaten
(7%) mit einer maBiggradigen Expression (++) von der Expression auf den {ibrigen Zellen ab. Bei 21 Patienten

(70%) konnte keine verstérkte Expression abgegrenzt werden.

Bei der Beurteilung der Expressionsmuster im Tumorgewebe wiesen 6 Tumoren (20%) eine polarisierte
Bi-Expression auf (sieche Abbildung 16). In den iibrigen 24 Fillen (80%) wurde keine Polarisierung beobachtet.
15 Patienten (50%) zeigten ein einheitliches Expressionsmuster, wéihrend 15 Patienten (50%) eine heterogene

Expression aufwiesen. 10 von 30 Préparaten (33%) wiesen eine homogene Expression der og-Untereinheit auf.

Tabelle 18. 3,-Integrin-Expression in Osophagusmukosa und Tumorgewebe™*.

n Patienten (%)

Expressionsstiarken

+/++/+++ = + ++ +++

Epithel (n=16)

Grenzschicht Epithel/BM** 7 (44%) 9 (56%) 6 (38%) 1 (6%) 0

Stratum basale 15 (94%) 1(6%) 14 (88%) 1(6%) 0

Stratum spinosum 15 (94%) 1 (6%) 15 (94%) 0 0

Stratum squamosum 2 (12%) 14 (88%) 2 (12%) 0 0
Tumorgewebe (n=30)

Grenzschicht Tumor/ECM** 9 (30%) 21 (70%) 7 (23%) 2 (7%) 0

Invasionsrand 29 (97%) 1(3%) 21 (70%) 7 (23%) 1(3%)

Tumorzentrum 28 (93%) 2 (7%) 22 (73%) 5 (17%) 1(3%)
Expressionsmuster (n=30) n Patienten (%)

Polaritat erhalten 6 (20%)

Polaritat aufgehoben 24 (80%)

Einheitliche Expression 15 (50%)

Heterogene Expression 15 (50%)

* Die dominierende Expressionsstirke in einer Epithelschicht bzw. in einem Tumorbereich ist durch Fettdruck hervorgehoben.
** Konnte auf den Zelloberflachen mit direktem Kontakt zur Basalmembran (BM) bzw. ECM visuell eine verstirkte Expression abgegrenzt

werden, wurde diese unabhéngig von der Expression im iibrigen Gewebe bewertet.
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3.2.5 psIntegrin-Untereinheit

Die Beurteilung der Expression der Ps-Untereinheit gestaltete sich dahingehend problematisch, dass die
Farbeintensititen in einigen Féllen nur geringfiigig iiber bzw. unter der Nachweisgrenze lagen
(siche Tabelle 11). Ergab sich fiir den iiberwiegenden Teil eines Bereichs eine B4-Expression unterhalb der

Nachweisgrenze, wurde dieser als nicht exprimierend (—) gewertet.

Abbildung 17. Ps-Integrin-Expression. (A) Polarisierte Expression im Epithel und (B) erhaltene Polarisierung des
Tumorgewebes im selben Priparat. (C) Polarisierte Expression im Epithel und Tumorgewebe mit aufgehobener
Polarisierung. (D) Falschfarbendarstellung: MéBiggradige Expression (++) am Ubergang zwischen Tumor und Bindegewebe
(rot) bei fehlender Expression (-) im ibrigen Tumorgewebe. Uberblendung der Kernstrukturen (blau).
(E) Einheitliches Expressionsmuster (+) in den Tumorzellverbdnden mit deutlich abgrenzbarer, verstirkter Expression (++)
auf den Zelloberflichen am Ubergang zum umgebenden Normalgewebe (Grenzschicht Tumor/ECM). (F) Nerv quer
geschnitten. MéBiggradige Expression (++) auf Nervenfasern und Perineurium.

Bei 18 von 34 beurteilten Praparaten (53%) konnte die Expression der B4-Integrin-Untereinheit simultan im
Tumorgewebe und im normalen Osophagusepithel beurteilt werden (siehe Tabelle 19). In 14 von 18 Priparaten
(78%) zeigte das Stratum basale eine schwache Expression (+), wéihrend in 4 Priaparaten (22%) keine Expression
(-) festgestellt wurde. Das Stratum spinosum zeigte bei 8 Patienten (44%) eine schwache Expression (+). Bei 10
Patienten (56%) wurde keine Expression (-) beobachtet. Das Stratum squamosum lie} in keiner Probe eine
Expression oberhalb der Nachweisgrenze erkennen (-). Demgegeniiber hob sich in allen Féllen eine
Grenzschicht Epithel/Basalmembran mit einer verstirkten Expression vom ibrigen Epithel ab (siehe
Abbildung 17): In 10 Préparaten (56%) zeigte sich eine schwache (+) und in 8 Priparaten (44%) ein
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méBiggradige Expression (++). In allen Epithelien wurde eine Abnahme der Expressionsstirke im Sinne einer
Polarisierung  beobachtet, wobei in 4 Priparaten (22%) lediglich entlang der Grenzschicht

Epithel/Basalmembran eine Expression nachgewiesen wurde.

33 von 34 Tumoren (97%) exprimierten die fs-Untereinheit. Bei der Beurteilung der Expressionsstirken an den
Invasionsrindern zeigten 26 Tumoren (76%) eine schwache Expression (+). 23 Tumoren (68%) wiesen in den
zentralen Anteilen ebenfalls eine schwache Expression (+) auf. Bei 32 Tumoren (94%) hob sich eine
Grenzschicht Tumor/ECM vom iibrigen Tumorgewebe ab — in 21 Féllen (62%) mit einer schwachen (+) und in

11 Féllen (32%) mit einer maBiggradigen Expression (++).

Bei der Bewertung der Expressionsmuster im Tumorgewebe war in 9 Préparaten (26%) eine polarisierte
Expression erhalten, wohingegen in 25 Préparaten (74%) keine Polarisierung beobachtet wurde. Préparate, die
eine PB4-Expression lediglich entlang der Grenzschicht Tumor/ECM zeigten, wurden dabei der Gruppe von
Tumoren mit polarisiertem Expressionsmuster zugerechnet. 22 Tumoren (65%) zeigten ein einheitliches
Expressionsmuster, worunter sich 15 Tumoren (50%) mit homogener Expression befanden. Bei 12 Patienten
(35%) zeigte sich eine heterogene P4-Expression. Aullerdem wiesen Nervengewebe und Endothelien in allen

Préiparaten eine spezifische Anfarbung fiir die B4-Integrin-Untereinheit auf.

|
)

2251
1994
1098
2448
1189
2522
2445
1393
1233
2364
1800
1413
2268
2663
2401
2387
2189
2245

Stratum sotuamosum
Stratum swinosum

Tumor zent rum
Invasionsrand

Stratum bhasale
Grenzschicht Tumor FECH
Grenzschicht Epithel /BM

-~ - -
Lo SN S S

2417
2752
1098
1056
2269
2251 —
1994
1941
1734
2448
2015}
1189
2387
2268
2245
2233
17171
1559 |
1259
1259
2663
2522
2445
2401
1413 H
1393
1233
1095
2364
2239
2229
2189
2076
1800

b4 Grenzschicht Tumor fECM
b4 Tumorzentrum
b4 Invasionsrand

Abbildung 18. Bs;-Integrin-Expression: Hierarchische Ahnlichkeitsanalyse der Primirtumoren (Erliuterung siche
Abbildung 8). Oberes Diagramm: Expressionsverhalten von 18 Tumorproben, die Anteile normaler Osophagusmukosa
enthielten. In 15 Préparaten (83%) stimmten die Expressionsstirken von Tumorgewebe und autologem Epithel iiberein.
Unteres Diagramm: Expressionsprofile von 34 Primértumoren. 23 Tumoren (68%) wiesen im gesamten Tumorgewebe eine
einheitliche Expressionsstirke auf. Weitere Erlduterungen siche Text.
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Tabelle 19. B,-Integrin-Expression in Osophagusmukosa und Tumorgewebe*.

Expressionsstarken

n Patienten (%)

+/++/+++ - + ++ +++

Epithel (n=18)

Grenzschicht Epithel/BM** 18 (100%) 0 10 (56%) 8 (44%) 0

Stratum basale 14 (78%) 4 (22%) 14 (78%) 0 0

Stratum spinosum 8 (44%) 10 (56%) 8 (44%) 0 0

Stratum squamosum 0 18 (100%) 0 0 0
Tumorgewebe (n=34)

Grenzschicht Tumor/ECM** 32 (94%) 2 (6%) 21 (62%) 11 (32%) 0

Invasionsrand 26 (76%) 8 (24%) 26 (76%) 0

Tumorzentrum 23 (68%) 11 (32%) 23 (68%) 0 0
Expressionsmuster (n=34) n Patienten (%)

Polaritat erhalten 9 (26%)

Polaritat aufgehoben 25 (74%)

Einheitliche Expression 22 (65%)

Heterogene Expression 12 (35%)

* Die dominierende Expressionsstiirke in einer Epithelschicht bzw. in einem Tumorbereich ist durch Fettdruck hervorgehoben.
** Konnte auf den Zelloberflachen mit direktem Kontakt zur Basalmembran (BM) bzw. ECM visuell eine verstérkte Expression abgegrenzt
werden, wurde diese unabhéngig von der Expression im {ibrigen Gewebe bewertet.

33 Auswertung und statistische Analysen

3.3.1 Integrin-Expression im Plattenepithel des Osophagus

In allen Primirtumorproben, die Anteile normaler Osophagusmukosa enthielten, wurde im Plattenepithel eine
polarisierte Expression der untersuchten Integrin-Untereinheiten beobachtet, wobei die Expression in allen
Praparaten auf den basalstindigen Zellen am stirksten ausgeprdgt war. Mit der Ausdifferenzierung der
Keratinozyten nahm die Expression vom Stratum basale iiber das Stratum spinosum und Stratum squamosum
zum Osophaguslumen hin graduell ab. Obgleich die Firbeintensititen zum Teil zwischen den verschiedenen
Patientenproben variierten, zeigten sich innerhalb der einzelnen Préparate stets konstante Expressionsstirken in

den verschiedenen Schichten des Epithels.

Die Expression der 03-, ag-, pi- und Bs-Untereinheiten hob sich am direkten Ubergang vom Epithel zur Lamina
propria deutlich als eine scharf abgrenzbare, kontinuierliche Linie (Grenzschicht Epithel/Basalmembran) von der
Expression auf den iibrigen Keratinozyten ab. Das Phdnomen wurde bei der as- und fs-Untereinheit in allen
Praparaten (19/19 bzw. 18/18), bei der az-Untereinheit in 83% der Fille (15/18) und bei der B;-Untereinheit in
44% der Fille (7/16) beobachtet. Demgegeniiber wies die o,-Untereinheit keine verstirkte Expression an der
Grenze zwischen Epithel und Basalmembran auf. Fiir jede Epithelschicht ergab sich eine dominierende
Expressionsstirke, so dass ein Profil der physiologischen Integrin-Expression im Plattenepithel des Osophagus
entstanden ist, welches zur Bewertung der Integrin-Expression im Tumorgewebe herangezogen wurde (siche

Tabelle 20).
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Tabelle 20. Polarisierte Integrin-Expression im mehrschichtigen Plattenepithel des Osophagus*.

Integrin- Grenzschicht Epithel/ Stratum
Untereinheit Basalmembran
basale spinosum squamosum
a; - ¢) + (F+/+) + (*) = (+7-)
a; + (++/+1-) + (++/+/-) + (+/-) - (+17-)
Og +++  (+H+H [+ ) + (+++ /[ ++/ +) + (+/-) - (++/+/-)
By N CATD! @) () -G
Bs O (#l+) + (1) - (+19) -0

* Die dominierenden Expressionsstirken sind in Fettdruck vorangestellt. Das Spektrum der beobachteten Expressionsstirken ist in
Klammern angefiihrt.

3.3.2 Integrin-Expression im Tumorgewebe

Die Integrin-Expression in den Tumoren unterschied sich von der gleichformigen und polarisierten Expression
im Epithel. Zunéchst wurden die Expressionsstirken im Randbereich der Tumoren (Invasionsrand) mit der
Expression im korrespondierenden Epithel (Stratum basale) verglichen (siehe Tabelle 21) und die Expression im
Randbereich der Tumoren (Invasionsrand) der Expression in den zentralen Tumoranteilen (Tumorzentrum)
gegeniibergestellt (siche Tabelle 22). Eine anschauliche Darstellung zum Expressionsverhalten der
Primértumoren bieten die Ubersichtsgrafiken zu den hierarchischen Ahnlichkeitsanalysen (siehe Abschnitte 3.2,

3.3.6 und 3.3.7).

In Priparaten, die neben Tumorgewebe auch Anteile gesunder Osophagusmukosa enthielten, stimmten die
Expressionsstirken in Tumorgewebe und Epithel mehrheitlich iiberein (67-84%). Bei einem Teil der Tumoren
zeigte sich eine stirkere Expression im Tumorgewebe (5-33%), wihrend in einzelnen Fillen eine geringere
Expression oder der Verlust der Expression beobachtet wurden (5-17%). In den meisten Tumorproben stimmten
auch innerhalb des Tumorgewebes die Expressionsstirken iiberein (68-94%), z. T. wurde eine stirkere
Expression an den Invasionsrdndern beobachtet (3-28%). Der vergleichsweise hdufige Verlust der
B4-Untereinheit bei 23% (8/34) der Tumoren war auf Féarbeintensitdten zuriickzufiihren, die nur geringfiigig unter
der festgesetzten Nachweisgrenze fiir eine schwache Expression lagen und als nicht exprimierend (=) gewertet
worden waren (siehe Abschnitt 3.2.5). Bei den iibrigen Untereinheiten wurde eine verminderte Expression oder

ein Expressionsverlust nur in Einzelfdllen festgestellt.

Bei der Gesamtbewertung der quantitativen Expression im Tumorkollektiv diente jeweils diejenige
Expressionsstirke als Referenz, die sich bei der Untersuchung der Expression im normalen Osophagus-
Plattenepithel fiir eine Integrin-Untereinheit als dominierend erwiesen hatte (siche Tabelle 20). Fiir
Primértumoren, bei denen im Tumorgewebe (Invasionsrand und/oder Tumorzentrum) eine hohere
Expressionsstirke (++/+++) als die im Stratum basale vorherrschende Expressionsstirke (+) ermittelt worden
war, wurde eine Uberexpression (engl. overexpression oder up-regulation) der betroffenen Untereinheit
angenommen. Bei Tumoren mit fehlender Expression (—) wurde von einer verminderten Expression bzw. einem

57



3 Ergebnisse

Verlust im Sinne einer Niederregulation (engl. down-regulation) ausgegangen (siche Tabelle 23).

Tabelle 21. Expressionsstirken in Tumorgewebe und Epithel.

Integrin-
Untereinheit

Invasionsrand - Stratum basale

Einheitliche Expression

Verstarkte Expression

Verminderte Expression/Verlust

a2
a3
g
B4
Ba

84%
67%
68%
69%
78%

(16/19)
(12/18)
(13/19)
(11/16)
(14/18)

11%
33%
32%
25%

5%

(2/19)
(6/18)
(6/19)
(4/16)
(1/18)

5%

6%
17%

(1119)
0
0
(1/16)
(3/18)

Tabelle 22. Expressionsstirken im Tumorgewebe.

Integrin-
Untereinheit

Invasionsrand = Tumorzentrum

Einheitliche Expression

Verstarkte Expression

Verminderte Expression/Verlust

94%
69%
83%
87%
68%

(34/36)
(25/36)
(30/36)
(26/30)
(23/34)

3%
28%
14%
10%

9%

(1/36)
(10/36)
(5/36)
(3/30)
(3/34)

3%
3%
3%
3%
23%

(1/36)
(1/36)
(1/36)
(1/30)
(8/34)

Tabelle 23. Uberexpression und Niederregulation im Tumorgewebe.

Integrin-
Untereinheit

Tumorgewebe - Stratum basale

Normalexpression (+)*

Uberexpression (++/+++)*

Niederregulation (-)*

a2
a3
Qs
B
Ba

78%
69%
56%
70%
76%

(28/36)
(25/36)
(20/36)
(21/30)
(26/34)

19%
28%
44%
27%

(7/36)
(10/36)
(16/36)
(8/30)
0

3%
3%

3%
24%

(1/36)
(1/36)
0

(1/30)
(8/34)

* Expressionsstarken der Bereiche Invasionsrand und/oder Tumorzentrum.
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Bei Patienten mit Primértumorstadium pT3—4 war eine Uberexpression hiufiger ausgeprigt als bei Patienten mit
Stadium pT1-2 (siche Abbildung 19), was sich im Falle der a,-Untereinheit als signifikant erwies (p=0,041).
Zwischen der Uberexpression oder Niederregulation der untersuchten Integrin-Untereinheiten im Tumorgewebe
und den pathohistologischen Parametern ergaben sich dariiber hinaus keine weiteren signifikanten

Zusammenhinge. Ein Einfluss auf das postoperative Uberleben der Patienten wurde nicht festgestellt.
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Abbildung 19. Uberexpression der a,-, a3- und og-Integrine im Tumorgewebe. Patienten der Primartumorstadien pT3—4
wiesen héufiger eine Uberexpression der untersuchten o-Untereinheiten auf als Patienten der Stadien pT1-2.

(A) Uberexpression der a,-Untereinheit (p=0,041). (B) Uberexpression der az-Untereinheit (p=0,069). (C) Uberexpression
der a-Untereinheit (p=0,095).

3.3.3 Integrin-Expression am Ubergang von Epithel und Tumor zur ECM

Die Integrin-Expression auf den Zelloberflichen mit direktem Kontakt zum angrenzenden Normalgewebe trat
bei einem Teil der Préparate als eine linienformige Struktur in Erscheinung (Grenzschicht
Epithel/Basalmembran und Grenzschicht Tumor/ECM), die sich mit einer deutlich stirkeren Anfarbung von der

Expression auf den iibrigen Keratinozyten bzw. Tumorzellen abhob (siehe Tabelle 24).

Tabelle 24. Verstirkte Expression am Ubergang von Epithel/Tumor zum Normalgewebe.

Ul:rtl:::gi:rll;it Grenzschicht Epithel/Basalmembran Grenzschicht Tumor/ECM
(< 0 8% (3/36)
a3 83% (15/18) 25% (9/36)
O 100% (19/19) 97% (35/36)
B4 44% (7/16) 30% (9/30)
Bs 100% (18/18) 94% (32/34)
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Alle Priparate mit einem Anteil normaler Osophagusmukosa besaBen fiir die ags- und Ps-Untereinheit eine
Grenzschicht mit verstarkter Expression, die sich in dhnlicher Auspriagung bei 97% (35/36) bzw. 94% (32/34)
der Tumoren wieder fand. Die o,-Untereinheit wurde am Ubergang von Tumor zum Normalgewebe nur von
einzelnen Primértumoren (3/36) verstdrkt exprimiert. Gegeniiber 83% (15/18) der Priparate, die einen Anteil
normaler Osophagusmukosa enthielten und eine Grenzschicht Epithel/Basalmembran zeigten, wiesen lediglich
25% (9/36) der Tumoren eine Grenzschicht Tumor/ECM mit verstirkter o;-Expression auf (p=0,0002). Die
Bi-Untereinheit grenzte sich in 44% (7/16) der untersuchten Epithelien und in 30% (9/30) der Tumoren mit einer
verstirkten Expression an den Ubergingen zur ECM des Normalgewebes ab. Die Firbeintensititen der
Grenzschichten lagen in den Préparaten stets iiber den Intensitdtswerten im iibrigen Epithel bzw. Tumorgewebe,
allerdings trat der Intensititsunterschied nur bei der as- und P4-Untereinheit mehrheitlich mit hdheren

Expressionsstirken in Erscheinung trat (siche hierarchische Ahnlichkeitsanalysen in Abschnitt 3.2).

In den Tumorpriparaten mit einem Anteil normaler Osophagusmukosa wurden die Expressionsstirken der
Grenzschichten von Tumor und Epithel miteinander verglichen (sieche Tabelle 25): Fiir o, und 4 zeigte sich bei
84% (16/19) bzw. 83% (15/18) eine einheitliche Expressionsstirke, wohingegen die o3- und B;-Expression bei
67% bzw. 25% entlang der Grenzschicht Tumor/ECM schwicher ausgepriagt waren als im korrespondierenden
Epithel. Eine hohere Expressionsstirke entlang der Grenzschicht Tumor/ECM wurde bei allen Untereinheiten
lediglich in Einzelfillen beobachtet. Die Untersuchung der a,-Expression an den Ubergiingen von Tumorgewebe
und Epithel zum angrenzenden Normalgewebe erbrachte in 95% (18/19) der Félle keine umschrieben verstérkte

Expression, die sich in Form einer Grenzschicht abhob.

Tabelle 25. Expressionsstirken am Ubergang vom Tumorgewebe bzw. Epithel zum Normalgewebe.

Grenzschicht Tumor/ECM - Grenzschicht Epithel/Basalmembran

Integrin-
Untereinheit Einheitliche Expression Verstarkte Expression Verminderte Expression/Verlust
o, 95% (18/19) 5% (1/19) 0
a3 1% (2/18) 6% (1/18) 67% (12/18)
Og 84% (16/19) 5% (1/19) 11% (2/19)
B4 19% (3/16) 6% (1/16) 25% (4/16)
Ba 83% (15/18) 6% (1/18) 11% (2/18)

Bei der Gesamtbetrachtung des Tumorkollektivs wurde eine Uberexpression der untersuchten Integrin-
Untereinheiten am Ubergang vom Tumor zum infiltrierten Normalgewebe angenommen, wenn fiir die
Grenzschicht Tumor/ECM eine hohere Expressionsstirke vorlag, als fiir die Grenzschicht Epithel/Basalmembran
im normalen Osophagus-Plattenepithel bestimmt worden war (siche Tabelle 20). Bei Tumoren mit einer
geringeren Expressionsstarke am unmittelbaren Tumorrand wurde eine Niederregulation der jeweiligen Integrin-

Untereinheit angenommen (siche Tabelle 26).
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Tabelle 26. Uberexpression und Niederregulation am Tumorrand.

Grenzschicht Tumor/ECM - Grenzschicht Epithel/Basalmembran

Integrin-
Untereinheit Normalexpression Uberexpression Niederregulation
oz 92% (33/36) =) 8% (3/36) (+/++) 0
s 17% (6/36) (+) 8% (3/36) (++) 75% (27/36)  (-)
Os 53% (19/36) (+++) 0 47% (17/36) (++/+/-)
B+ 70% (21/30) () 30% (9/30) (+1++) 0
Bs 62% (21/34) (+) 32% (11/34) (++) 6% (2/34) =)

Die Korrelation der Ergebnisse mit pathohistologischen Parametern ergab, dass Patienten mit einer
Uberexpression  der  B;-Untereinheit am  unmittelbaren ~ Tumorrand  signifikant seltener  eine
Lymphknotenmetastasierung (pN1) aufwiesen (p=0,018) (siche Abbildung 20). Primirtumoren mit geringer
Differenzierung (G3-4) zeigten hiufiger eine Niederregulation der og-Untereinheit entlang der Grenzschicht
Tumor/ECM als Patienten mit besser differenzierten Tumoren (G1-2) (p=0,083). Ein dhnlicher Zusammenhang

bestand fiir die Ps-Untereinheit: Tumoren mit einem  Verlust der ps-Expression im
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Abbildung 20. Grenzschicht Tumor/ECM: Uberexpression und Niederregulation. (A) Bei Patienten ohne
Lymphknotenmetastasen (pNO) iiberwog die Zahl der Tumoren mit einer Uberexpression der B,-Untereinheit (p=0,018).
(B) (C) Tumoren mit B;- bzw. P,-Uberexpression waren tendenziell hiufiger mit einem niedrigeren Tumorstadium
(UICC I-1I) assoziiert. (D) Bei schlecht differenzierten Tumoren (G3-4) tiberwogen Tumoren mit einer Niederregulation der
a¢-Untereinheit. (E) Die Niederregulation der B;-Untereinheit Korrelierte signifikant mit einer schlechten Differenzierung

(G3—4) der Tumoren (p=0,037). (F) Eine P,-Uberexpression wurde lediglich bei stirker differenzierten Tumoren (G1-2)
beobachtet (p=0,046).
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Ubergangsbereich, was als Niederregulation gewertet wurde, zeigten eine geringe Differenzierung (G3—4)
(p=0,037), wihrend Tumoren mit einer randstindigen B,-Uberexpression mehrheitlich gut oder miBiggradig
differenziert (G1-2) waren (p=0,046). Die Uberexpression der B;- und B,-Untereinheit war tendenziell mit einem

niedrigen Tumorstadium (UICC I-II) assoziiert (p=0,086 bzw. p=0,071).

Die ag-Expression auf den Tumorzellen mit direktem Kontakt zur ECM korrelierte mit dem rezidivfreien
Uberlebensintervall. Patienten, deren Tumoren eine starke Expression (+++) aufwiesen, lebten mit
durchschnittlich 52+12 Monaten linger rezidivfrei als Patienten, deren Tumoren im Ubergangsbereich eine
méBiggradige, schwache oder fehlende Expression (++/4/-) aufwiesen und nach durchschnittlich 9+2 Monaten
ein Rezidiv entwickelten (p=0,0049). Dariiber hinaus wurden keine weiteren signifikanten Zusammenhinge
zwischen der Integrin-Expression am unmittelbaren Tumorrand und den pathohistologischen Parametern

festgestellt.

3.3.4 Expressionsmuster und Polarisierung

Bei der Beurteilung der Expressionsmuster (Polarisierung/einheitliche Expression) stand die visuelle
Beurteilung der Schnittpraparate durch den Untersucher im Vordergrund, da sich die Unterschiede der
ermittelten Farbeintensitdten zwischen stark und schwach angefdrbten Bereichen sich nicht in allen Féllen in

einer Differenz der zugeordneten Expressionsstirken widerspiegelten.

Tabelle 27. Expressionsverhalten der Integrin-Untereinheiten.

Polarisierung

Expressionsmuster erhalten aufgehoben* p-Wert**

a,-Untereinheit (n=36)

Einheitliche Expression 4 (80%) 9 (29%) 0,047
Heterogene Expression 1 (20%) 22 (71%)
az-Untereinheit (n=36)

Einheitliche Expression 11 (79%) 4 (18%) 0,001
Heterogene Expression 3 (21%) 18 (82%)
ag-Untereinheit (n=36)

Einheitliche Expression 9 (90%) 12 (46%) 0,019
Heterogene Expression 1 (10%) 14 (54%)
B1-Untereinheit (n=30)

Einheitliche Expression 5 (83%) 10 (42%) 0,084
Heterogene Expression 1 (17%) 14 (58%)
Bs-Untereinheit (n=34)

Einheitliche Expression 7 (78%) 15 (60%) 0.207
Heterogene Expression 2 (22%) 10 (40%)

* Tumoren mit homogenem Expressionsmuster sind grau unterlegt.
** Exakter Test nach Fisher, y2-Test
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Die im Epithel beobachtete Polarisierung der Expression war bei allen Untereinheiten mehrheitlich (61-86%)
aufgehoben (siche Tabelle 27). Je nach Untereinheit wiesen 18-60% der Tumoren ohne polarisierte Expression
ein einheitliches, homogenes Expressionsmuster mit konstanten Expressionsstirken auf. Tumoren mit
polarisierter Expression zeigten in 78-90% der Fille konstante Expressionsstirken im Tumorgewebe, was
ebenfalls als einheitliche Expression gewertet wurde. Hier ergab sich fiir die a-Untereinheiten ein signifikanter

Zusammenhang zwischen polarisierter Expression und der Auspragung eines einheitlichen Expressionsmusters.

Bei den Korrelationen mit den pathohistologischen Parametern stellte sich ein signifikanter Zusammenhang
zwischen der polarisierten Expression der og-Untereinheit und der Anzahl von Lymphknotenmetastasen (pLK)
heraus (p=0,033). Patienten mit polarisierter o,-, o~ und f;-Expression wiesen entweder nur eine geringe Anzahl
befallener Lymphknoten (pLK<3) oder iiberhaupt keine Lymphknotenmetastasierung auf (pNO) (siche
Abbildung 21). Bei Patienten mit polarisierter az- bzw. B4-Expression wurde nur in Einzelféllen ein ausgedehnter
Lymphknotenbefall (pLK>3) beobachtet.
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Abbildung 21. Polarisierung der Integrin-Expression und Lymphknotenmetastasierung. Patienten mit einer
polarisierten Integrin-Expression im Tumorgewebe weisen selten eine grofere Anzahl histopathologisch befallener
Lymphknoten (pLK>3) auf: (A) Tumoren mit polarisierter a,-Expression. (B) Tumoren mit polarisierter os-Expression.
(C) Tumoren mit polarisierter as-Expression. (D) Tumoren mit polarisierter §;-Expression. (E) Tumoren mit polarisierter
B4-Expression. (F) Subgruppe (Cluster) von 10 Patienten mit polarisierter Expression fiir die Mehrzahl der untersuchten
Integrin-Untereinheiten (siche Abschnitt 3.3.7). Sowohl die Zugehdrigkeit zum Patienten-Cluster als auch die Polarisierung
der as-Expression korrelierte signifikant mit einer geringen Anzahl oder dem Fehlen von Lymphknotenmetastasen (p=0,033).
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In den Kaplan-Meier-Analysen korrelierte die Polarisierung der og- und Bs-Expression mit den rezidivfreien
Uberlebenszeiten der Patienten: Mit durchschnittlich 59+10 Monaten iiberlebten Patienten mit polarisierter
B4-Expression (n=6) ldnger rezidivfrei als Patienten ohne Polarisierung (n=20), die nach im Mittel 19+6 Monaten
ein Rezidiv entwickelten (p=0,0225). Patienten, deren Tumoren eine polarisierte Expression der a4-Untereinheit
aufwiesen (n=8), liberlebten im Durchschnitt 54+14 Monate rezidivfrei, wohingegen Patienten mit heterogener
Expression (n=20) nach durchschnittlich 24+8 Monaten ein Rezidiv entwickelten (p=0,0504). Patienten mit einer
Polarisierung der Bi-Expression im Tumorgewebe (n=5) besalen mit im Mittel 5012 Monaten gegeniiber
Patienten ohne polarisierte Expression (n=20) mit durchschnittlich 20+7 Monaten ein verldngertes rezidivfreies

Uberlebensintervall (p=0,0700).

Die Uberlebensanalysen konnten anhand der Expressionsmuster keinen weiteren Parameter mit signifikantem
Einfluss auf das postoperative Uberleben der Patienten identifizieren. Allerdings gelang es, mit der
hierarchischen Ahnlichkeitsanalyse eine Gruppe von 10 Patienten zu abzugrenzen, deren Tumoren fiir die
Mehrzahl der Untereinheiten ein einheitliches und/oder polarisiertes Expressionsmuster aufwiesen. Diese
Patienten verfiigten {iber ein gegeniiber dem Restkollektiv tendenziell verlidngertes rezidivfreies

Uberlebensintervall (siche Abschnitt 3.3.7).

3.3.5 Integrin-Expression und das Invasionsverhalten der Primirtumoren

Bei den Korrelationen der Resultate der Untersuchungen zum Invasionsverhalten der Primdrtumoren mit den
Ergebnissen zur Integrin-Expression ergaben sich keine signifikanten Zusammenhdnge. Zwischen dem
Invasionsmodus der Primértumoren und pathohistologischen Parametern bestanden ebenfalls keine signifikanten

Korrelationen (sieche Tabelle 13).

3.3.6 Hierarchische Ahnlichkeitsanalyse anhand der Expressionsstirken

Abschliefend wurden die Expressionsprofile der Tumoren zu allen untersuchten Integrin-Untereinheiten
gemeinsam einer hierarchischen Ahnlichkeitsanalyse unterzogen (sieche Abbildung 22). Patienten, deren
Tumoren ein dhnliches Expressionsprofil aufwiesen, wurden zu Subgruppen (Clustern) zusammengefasst und
auf gemeinsame Merkmale iiberpriift. Die postoperativen Uberlebenszeiten der jeweils selektierten Patienten
wurden denen des Restkollektivs gegeniibergestellt und mit der Kaplan-Meier-Methode auf eine prognostische

Signifikanz hin untersucht.

In der Clusteranalyse zeigte sich, dass die Expressionsstirken am Invasionsrand und in den zentralen
Tumoranteilen hiufig tibereinstimmen: Die Expressionsprofile der Bereiche Invasionsrand und Tumorzentrum
wurden bei allen Untereinheiten nebeneinander angeordnet. Die ay-, a3- und B;-Untereinheiten grenzten sich in
der Mehrzahl der Félle nicht mit einer verstirkten Expression am Tumorrand vom iibrigen Tumorgewebe ab, so
dass die entsprechenden Expressionsprofile gemeinsam am unteren Rand des Diagramms gruppiert wurden. Die
o¢- und Py-Expression hob sich demgegeniiber bei 89% der Tumoren (32/36) mit einer Grenzschicht
Tumor/ECM vom fiibrigen Tumorgewebe ab. Die entsprechenden Expressionsprofile wurden unabhédngig von
den Profilen der iibrigen Untereinheiten im oberen Teil des Diagramms zwischen der o;-Expression im

Tumorrandbereich (Invasionsrand) und der oz;-Expression im Tumorzentrum angeordnet.
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Abbildung 22. Hierarchische Ahnlichkeitsanalyse der Primiirtumoren anhand der Expressionsstirken.
Expressionsstirken, die nicht beurteilt werden konnten, sind als graue Quadrate dargestellt. Die Verteilung der
Expressionsstirken in den Bereichen Invasionsrand und Tumorzentrum wies bei allen Untereinheiten eine hohe
Ubereinstimmung auf, so dass diese jeweils benachbart im oberen Teil des Diagramms angeordnet wurden.
Bei den ay-, 03- und By-Untereinheiten zeichnete sich an den Tumorrdndern in den meisten Fillen keine Grenzschicht
Tumor/ECM ab, so dass die entsprechenden Profile gemeinsam am unteren Rand des Diagramms gruppiert wurden. Die
as- und Ps-Expression hingegen hob sich in 89% der Fille (32/36) mit einer verstirkten Expression als Grenzschicht
Tumor/ECM vom iibrigen Tumorgewebe ab. Die Profile wurden gemeinsam im oberen Teil des Diagramms angeordnet.
Keine der anhand des Dendrogramms gebildeten Tumorsubgruppen (Cluster) korrelierte mit pathohistologischen Parametern.
In den Uberlebensanalysen konnte keine Subgruppe identifiziert werden, die sich hinsichtlich ihrer Prognose signifikant von
den jeweils verbliebenen Patienten unterschied.

Keine der Patientensubgruppen, die anhand des Dendrogramms gebildet werden konnten, wies gemeinsame
Merkmale auf, welche diese von den jeweils verbliebenen Patienten eindeutig abgrenzten oder signifikant mit
pathohistologischen Parametern korrelierten. Keine Subgruppe unterschied sich hinsichtlich der postoperativen

Uberlebenszeiten signifikant von den jeweils nicht eingeschlossenen Patienten.

3.3.7 Hierarchische Ahnlichkeitsanalyse anhand der Expressionsmuster

Auch die Expressionsmuster der Tumoren wurden mithilfe der hierarchischen Ahnlichkeitsanalyse analysiert.
Hier konnte eine Gruppe von 10 Patienten identifiziert werden, deren Tumoren fiir die Mehrheit der untersuchten
Integrin-Untereinheiten eine polarisierte Expression und/oder eine einheitliche Expression aufwiesen (siche
Abbildung 23). 8 von 10 Tumoren (80%) dieser Patienten besaen fiir die Mehrzahl der Untereinheiten ein
einheitliches und/oder polarisiertes Expressionsmuster mit konstanten Expressionsstirken. Von den verbliebenen
26 Patienten zeigten 6 (23%) in ihren Tumoren weder eine einheitliche Expression noch eine erhaltene
Polarisierung. Eine polarisierte Expression im Tumorgewebe wurde bei lediglich 7 der 26 Patienten (27%)

entweder fiir eine (n=6) oder fiir zwei Integrin-Untereinheiten (n=1) beobachtet.
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Abbildung 23. Hierarchische AhnlichKkeitsanalyse der Primirtumoren anhand der Expressionsmuster — Identifikation
einer Patientensubgruppe mit verlingertem rezidivfreien Uberlebensintervall. Expressionsmerkmale, die nicht beurteilt
werden konnten, sind als graue Quadrate dargestellt. Primértumoren, die ein einheitliches Expressionsmuster mit konstanten
Expressionsstirken bzw. eine Polarisierung der Expression aufwiesen, sind als hellrote Quadrate dargestellt. Die schwarzen
Quadrate reprédsentieren Tumoren, bei denen keine Polarisierung erhalten bzw. kein homogenes oder polarisiertes
Expressionsmuster mit konstanten Expressionsstirken zu beobachten war. 10 Patienten konnten zu einer Subgruppe (grau
umrahmt) zusammengefasst werden, die im Gegensatz zum {ibrigen Kollektiv fiir die Mehrzahl der Untereinheiten ein
einheitliches und/oder polarisiertes Expressionsmuster aufwiesen. Die Patientensubgruppe besal gegeniiber den iibrigen
Patienten ein verlingertes rezidivfreies Uberlebensintervall (p=0,0785).
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Abbildung 24. Kaplan-Meier-Analyse des rezidivfreien Uberlebens fiir eine Patientensubgruppe mit mehrheitlich
erhaltener polarisierter Integrin-Expression. Von 8 der 10 Patienten, die in der Ahnlichkeitsanalyse anhand ihrer
Expressionsmuster als Subgruppe identifiziert werden konnten, standen postoperative Uberlebensdaten zur Verfiigung. Im
Vergleich zu den iibrigen Patienten mit postoperativen Uberlebensdaten (n=20) wiesen die Patienten der Subgruppe ein
tendenziell verldngertes rezidivfreies Intervall auf (p=0,0785).

Von 8 der 10 zu einem Cluster zusammengefassten Patienten standen postoperative Uberlebensdaten zur
Verfiigung: Mit durchschnittlich 46+11 Monaten iiberlebten diese Patienten tendenziell ldnger rezidivfrei als die
librigen Patienten (n=20), diec mit durchschnittlich 2548 Monaten ohne Rezidiv blieben (p=0,0785)
(siche Abbildung 24).
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Tabelle 28. Vergleich der Merkmalsausprdgung zwischen Patienten der Subgruppe und dem Restkollektiv.

Patienten (n=36) Subgruppe Restkollektiv p-Wert*
a,-Expression
Polarisierung erhalten 5 (50%) 0
0,001
Keine Polarisierung 5 (50%) 26 (100%)
a;-Expression
Polarisierung erhalten 9 (90%) 5 (19%)
0,000
Keine Polarisierung 1 (10%) 21 (81%)
ag-Expression
Polarisierung erhalten 8 (80%) 2 (8%)
0,000
Keine Polarisierung 2 (20%) 24 (92%)
B1-Expression (n=30)
Polarisierung erhalten 6 (86%) 0
0,000
Keine Polarisierung 1 (24%) 23 (100%)
Bs-Expression (n=34)
Polarisierung erhalten 8 (80%) 1 (4%)
0,000
Keine Polarisierung 2 (20%) 23 (96%)
Grenzschicht Tumor/ECM
as-Expression ( +++ 8 (80% 11 (42%
s-EXxp (+++) (80%) (42%) 0,047
ag-Expression ( -/+/++) 2 (20%) 15 (58%)
Lymphknotenstadium
NO 6 (60% 8 (31%
P (60%) (31%) 0.110
pN1 4 (40%) 18 (59%)
Lymphknotenmetastasen
LK<3 10 (100% 17 (65%
p (100%) (65%) 0,033
pLK >3 0 9 (35%)
Isolierte Tumorzellen in LK (n=33)
NO (i- 0 10 (42%
(i-) (42%) 0,021
NO (i+) 9 (100%) 14 (58%)

* Exakter Test nach Fisher, x2-Test

Die pathohistologischen Parameter und die Resultate der Untersuchungen zur Integrin-Expression fiir die
Patienten der Subgruppe wurden analysiert und der Merkmalsauspridgung im Restkollektiv gegeniibergestellt
(sieche Tabelle 28). Die Tumoren von 9 der 10 Patienten (90%) wiesen eine gute bis méfBige Differenzierung
(G1-2) auf, lediglich 1 Tumor war schlecht differenziert (G3). Bei Patienten der Subgruppe wurde im Vergleich
zum Restkollektiv seltener eine Lymphknotenmetastasierung (pN1) festgestellt (p=0,110), wobei keiner der
10 Patienten mehr als 3 histopathologisch gesicherte Lymphknotenmetastasen aufwies (p=0,033) (siche
Abbildung 21). Es fiel auf, dass sich bei samtlichen Patienten der Subgruppe (n=9), deren Lymphknoten mit
einem immunhistochemischen Assay auf isolierte Tumorzellen untersucht worden waren, in diesen isolierte
Tumorzellen nachweisen liefen. Demgegeniiber wiesen im restlichen Kollektiv nur 58% (14/24) der Patienten

positive Tumorzellen in ihren Lymphknoten auf (p=0,021). Wéhrend im Restkollektiv bei 58% (15/26) der
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Tumoren entlang der Grenzschicht Tumor/ECM eine Niederregulation der ag-Expression beobachtet wurde,
wiesen 80% (8/10) der Cluster-Patienten in ihren Tumoren am Ubergang zum infiltrierten Normalgewebe iiber

eine starke Expression (+++) der ags-Untereinheit auf (p=0,047).

3.3.8 Einfluss der Integrin-Expression auf das rezidivfreie Uberleben der Patienten

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Integrin-Expression und die pathohistologischen Parameter wurden mit
Uberlebensdaten von 28 der 36 Patienten (78%) korreliert (sieche Abschnitt 2.1). Die Dichotomisierung der
Resultate zur Integrin-Expression im Tumorgewebe orientierte sich an der entsprechenden dominierenden
Merkmalsauspridgung im normalen Epithel (siche Abschnitt 3.3.1). Bei der Korrelation des Invasionsverhaltens

wurden die Kategorien I und 2 zusammengefasst und der Kategorie 3 gegeniibergestellt.

In der univariaten Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier zeigten von den pathohistologischen Parametern die
UICC-Stadieneinteilung und die Anzahl der histopathologisch gesicherten Lymphknotenmetastasen (pLK) eine
signifikante Korrelation zum rezidivfreien Uberleben der Patienten (siche Abbildung 25). Patienten der UICC-
Stadien I-II (n=18) iiberlebten mit durchschnittlich 47+11 Monaten signifikant ldnger rezidivfrei gegeniiber
Patienten der Stadien III-IV (n=12), die im Mittel nach 12+5 Monaten ein Rezidiv entwickelten (p=0,0228).
Patienten (n=21), bei denen maximal 3 Lymphknotenmetastasen (pLK<3) festgestellt wurden, iiberlebten mit
45+11 Monaten lénger rezidivfrei gegeniiber Patienten (n=7) mit einer hheren Anzahl befallener Lymphknoten
(pLK>3) mit 8+3 Monaten (p=0,0078). Im Hinblick auf die Integrin-Expression im Tumorgewebe hatten sich
die Stirke der as-Expression entlang der Grenzschicht Tumor/ECM und die Polarisierung der f§,-Expression im

Tumorgewebe als prognostisch signifikante Einflussgrofen erwiesen (siehe Abschnitte 3.3.3 und 3.3.4).

Um zu iiberpriifen, ob der prognostische Einfluss der Integrin-Expression im untersuchten Patientenkollektiv
unabhéngig von etablierten prognostischen Parametern ist, wurde eine multivariate Regressionsanalyse nach
Cox durchgefiihrt: Neben der Anzahl der regioniren Lymphknotenmetastasen besal} allein die o4-Expression am
direkten Ubergang von Tumorgewebe zum infiltrierten Normalgewebe (Grenzschicht Tumor/ECM) einen
unabhiingigen Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben der Patienten (siche Tabellen 29-31). Die starke
Expression der a¢-Untereinheit (+++) am unmittelbaren Tumorrand war mit einem signifikant geringeren Risiko
verbunden, zu einem frithen postoperativen Zeitpunkt ein Tumorrezidiv zu entwickeln (relatives Risiko: 0,230;
95% Konfidenzintervall 0,070-0,753). Bei Patienten mit einer Lymphknotenmetastasierung (pN1), die mehr als
3 histopathologisch gesicherte Lymphknotenmetastasen umfasste (pLK>3), war das Risiko signifikant erhoht,
ein Rezidiv zu entwickeln (relatives Risiko: 4,569; 95% Konfidenzintervall 1,453-14,368).
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Abbildung 25. Kaplan-Meier-Analysen des rezidivfreien Uberlebens (n=28). (A) UICC-Stadien I-II gegeniiber UICC
HI-IV. (B) Anzahl der Lymphknotenmetastasen: pLK<3 gegeniiber pLK>3. (C) Niederregulation der a4-Expression am
Ubergang von Tumor- zum Normalgewebe (Grenzschicht Tumor/ECM): Starke Expression (+++) gegeniiber miBiggradiger
(++), schwacher (+) oder fehlender Expression (—). (D) Expressionsmuster der fB4-Untereinheit: Erhaltene Polarisierung
gegeniiber aufgehobener Polarisierung.
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Tabelle 29. Cox-Regressionsanalyse des rezidivfreien Uberlebens.

95% Konfidenz-

Prognosefaktor Relatives Risiko . p-Wert
intervall
g{'ﬂ;?:“;?gs_fd'“m (pT) 0,876 0,119 — 6,440 0,896
;Kl'gs's‘k;‘,\‘l’:e“sm'”m (PN) 0,497 0,69 — 3,560 0,486
e Tk g rasen 4,569 1,453 — 14,368 0,009
UICC-Klassifikation
UICC Il vs. UICC III-IV 1653 0,558 - 4,899 0,365
Differenzierungsgrad 1,224 0,227 - 6,594 0,814
dg-Expression Grenzschicht Tumor/ECM
(+44)vs. (-] +]++) 0,232 0,072 - 0,742 0,014
Polarisie“rung der B4-Exptession 0,290 0,033 — 2,515 0.261
serhalten vs. ,aufgehoben
Tabelle 30. Prognostische Einflussgréfien.
p-Wert*
Prognosefaktoren n Patienten Univariate Analyse** Multivariate Analyse***
Primédrtumorstadium
pT1-2 10 (36%)
pT3-4 18 (64%) 0.8351 NS
Lymphknotenstadium
pNO 11 (39%)
oN1 17 (61%) 0,1081 NS
Lymphknotenmetastasen
pLK <3 21 (75%)
oK >3 7 (25%) 0,0078 0,009
UICC-Klassifikation
Stadium I-1 16 (57%)
Stadium I11-IV 12 (43%) 0,0228 NS
Differenzierungsgrad
G1-2 20 (71%)
G3-4 8 (29%) 0,1617 NS
Isolierte Tumorzellen (ITC)
Lymphknoten NO (i-) 10 (37%)
NO (i+) 17 (63%) 0.6471
Knochenmark MO (i-) 18 (75%)
MO (i+) 6 (25%) 0,2746
Invasionsmuster
Kategorie 1-2 8 (29%)
Kategorie 3 20 (71%) 0.7330

* Die Korrelation zwischen den Einflussgrofien und dem

signifikanter Unterschied wurde fiir p < 0,05 angenommen. NS = nicht signifikant.

** Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier
*** Regressionsanalyse nach Cox

rezidivfreien Uberleben wurden mit dem Log-Rang-Test bestimmt. Ein
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Tabelle 31. Prognostische Einflussgrofien (Fortsetzung).

-Wert*
Prognosefaktoren n Patienten p-ve
Univariate Analyse** Multivariate Analyse***

Expression: Grenzschicht Tumor/ECM
ay-Untereinheit (-) 25 (89%)

(+) 3 (11%) 0.2226
az-Untereinheit (-) 21 (75%)

(+]++) 7 (25%) 0,4006
as-Untereinheit (-/+/++) 12 (43%)

(+++) 16 (57%) 0,0049 0,014
B1-Untereinheit (-) 15 (68%)

(+]++) 7 (32%) 0,3629
Bs-Untereinheit (-/+) 15 (58%)

(++) 11 (42%) 0.1175
Expression: Invasionsrand
az-Untereinheit (-) 6 (21%)

(+) 22 (79%) 0,2444
az-Untereinheit (-7+) 19 (68%)

(+4 ] 444 ) 9 (32%) 0,2248
as-Untereinheit (-/+) 15 (54%)

(++/+++) 13 (46%) 0,2740
B+-Untereinheit (-/+) 15 (68%)

(++]+++) 7 (32%) 0,6056
Bs-Untereinheit (-) 7 (27%)

(+) 19 (73%) 0.9500
Polarisierung der Expression
az-Untereinheit 0 24 (86%)

1 4 (14%) 0,5925
az-Untereinheit 0 15 (54%)

1 13 (46%) 0,2860
ag-Untereinheit 0 20 (71%)

1 8 (29%) 0,0504
B+-Untereinheit 0 17 (77%)

1 5 (23%) 0,0700
Bs-Untereinheit 0 20 (77%)

1 6 (23%) 0,0225 NS
Einheitliche Expression
ay-Untereinheit 0 19 (68%)

1 9 (32%) 0,8199
az-Untereinheit 0 16 (57%)

1 12 (43%) 0,2860
ag-Untereinheit 0 13 (46%)

1 15 (54%) 0.6863
Bs-Untereinheit 0 12 (55%)

1 10 (45%) 0,3058
Bs-Untereinheit 0 9 (35%)

1 17 (65%) 0,2690

* Die Korrelation zwischen den EinflussgroBen und dem rezidivfreien Uberleben wurden mit dem Log-Rang-Test bestimmt. Ein
signifikanter Unterschied wurde fiir p < 0,05 angenommen. NS = nicht signifikant.

** Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier

*#* Regressionsanalyse nach Cox
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4 Diskussion

Sowohl das infiltrative Wachstum des Primértumors als auch die Streuung von Tumorzellen, aus denen im
Verlauf einer Tumorerkrankung todliche Metastasen entstehen konnen, setzen eine Dysregulation der
physiologischen Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktion voraus. Diese werden in epithelialen Zellverbidnden vor
allem von Zelladhisionsmolekiilen (CAMs) vermittelt. Beim Plattenepithelkarzinom des Osophagus (OSCC)
wurden prognostisch relevante Zusammenhidnge u. a. zwischen der Expression von E-cadherin,
a- und B-Catenin, CD44v, CEA und ICAM-1 einerseits und dem Tumorstadium, dem infiltrativen Wachstum,
der Tumorinfiltration von Blut- und LymphgeféBen, der Lymphknoten- und Fernmetastasierung und der
Entwicklung von Rezidiven andererseits beschrieben [218]. Demgegeniiber ist die Expression einer weiteren
Klasse von Zelladhdasionsmolekiilen und ihre potenticlle Bedeutung fiir die Diagnose und Therapie des
Osophaguskarzinoms bislang nur spirlich untersucht worden — die der Integrine [219, 221-223]. Die
Auswirkungen einer aberranten Integrin-Expression auf den Verlauf und die Prognose von soliden Tumoren sind

in zahlreichen Arbeiten phdnomenologisch wie funktionell untersucht und diskutiert worden [17-20].

In der vorliegenden Untersuchung wurde erstmals beim Osophagus-Plattenepithelkarzinom simultan die
Expression der Integrine o,f;, asfi, agB; und oePs im Tumorgewebe untersucht und mit der physiologischen
Expression in der korrespondierenden Osophagusmukosa verglichen. Da sich bei vielen Karzinomen signifikante
Wechselbeziehungen zwischen der Expression der untersuchten Integrine und dem infiltrativen Wachstum der
Tumoren ergeben hatten, wurde parallel zur Integrin-Expression auch das Invasionsverhalten der Osophagus-

Plattenepithelkarzinome beurteilt.

4.1 Tumormorphologie und Invasionsverhalten

Tumoren mit einem definierten, kontinuierlichen Tumorrand, die sich durch ein eher verdrangendes Wachstum
auszeichnen, scheinen seltener zu metastasieren und besédBen demzufolge eine bessere Prognose [237]. Tumoren
mit stirker infiltrierendem Wachstum in Form nicht zusammenhéngender Tumorzellgruppen weisen hingegen
hiufiger eine Lymphknoten- oder Fernmetastasierung auf, was fiir verschiedene Plattenepithelkarzinome im
Bereich des Oropharynx sowie fiir das Magenkarzinom und das kolorektale Karzinom dargelegt werden konnte
[238-240]. Roh et al. demonstrierten in einer Studie zum OSCC (n=56) einen signifikanten Zusammenhang
zwischen dem Ausmafl der Abnabelung von Tumorzellnestern am Invasionsrand (engl. ,, budding*) und der
Prognose der Tumorerkrankung (p=0,04). Dabei korrelierte die ,,Knospung* von Tumorzellen u. a. mit dem
Durchmesser der Tumoren, dem Primértumorstadium (pT) und dem UICC-Stadium [241]. Sarbia et al. zeigten in
einer Studie an 138 operierten OSCC-Patienten, dass zwischen dem Invasionsmuster der Primartumoren und den
2- bzw. 5-Jahres-Uberlebensraten ein signifikanter Zusammenhang bestand (p=0,0011), wobei das

Invasionsmuster als ein unabhéngiger Prognosefaktor identifiziert wurde [235].

In der vorliegenden Arbeit wurde das Invasionsverhalten der Primirtumoren (n=36) in Anlehnung an die von
Sarbia et al. vorgeschlagenen Kriterien bewertet [235]. Uber 75% (27/36) der Tumoren infiltrierten das
angrenzende Gewebe in Form von kleinen, losgeldsten Tumorzellgruppen (Kategorie 3). Demgegeniiber

drangen 25% der Tumoren (n=6) mit soliden, groeren Tumorzellformationen in das umgebende Stroma vor
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(Kategorie 2) oder zeigten ein eher verdringendes Wachstum (n=3) mit einem kontinuierlichen Invasionsrand
ohne Ablosung von Tumorzellinseln (Kategorie 1). Die von Sarbia et al. beschriebene ,vollstindige
Dissoziation®, d.h. die Aufhebung jeglicher struktureller Zusammenschliisse von Tumorzellen, wurde im

untersuchten Tumorkollektiv nicht beobachtet.

Bei der Gegeniiberstellung von Invasionsmuster und Primédrtumorstadium fiel auf, dass mit fortschreitender
Dissoziation der infiltrierenden Tumorzellen der Anteil an Tumoren mit héheren Tumorstadien zunahm.
74% (18/27) der Tumoren der Kategorie 3 waren den Tumorstadien pT3 oder pT4 zugeordnet worden. Von
Tumoren mit strukturell stirker geordnetem Invasionsmuster (Kategorie 1-2) entfielen lediglich 44% (4/9) auf
die Stadien pT3-4. 83% (20/24) der Tumoren im Stadium pT3—4 wiesen ein Invasionsmuster der Kategorie 3
auf, wihrend lediglich 58% (7/12) der pT1-2 Tumoren der Kategorie 3 entsprachen. In der statistischen Analyse
war dieser Unterschied jedoch nicht signifikant (p=0,112). Des Weiteren befanden sich alle Tumoren der
Kategorie 1 (n=3) in den UICC-Stadien I-II, wéhrend die Mehrheit der Tumoren (17/33) mit stirker
infiltrativem Invasionsmuster (Kategorien 2—3) den Stadien III-IV angehérten. Auch dieser Zusammenhang

erwies sich als statistisch nicht signifikant (p=0,231).

Beim Osophaguskarzinom ist der immunhistochemische Nachweis disseminierter Tumorzellen in Lymphknoten
und Knochenmark mit einer erhdhten Rezidivrate und einem reduzierten Gesamtiiberleben assoziiert [159, 242].
In einer parallel laufenden Studie waren intraoperativ gewonnenes Knochenmark sowie histopathologisch als
Htumorfrei® befundete Lymphknoten immunzyto- bzw. immunhistochemisch auf okkult disseminierte
Tumorzellen untersucht worden [158, 225]. Die Primértumoren von allen Patienten (8/30), bei denen im
Knochenmark isolierte Tumorzellen nachgewiesen wurden, wiesen ein infiltratives Wachstum der Kategorie 3
auf (p=0,185). Die Primdrtumoren von Patienten mit einer Fernmetastasierung (2/36) zeigten ebenfalls ein
infiltratives Wachstum der Kategorie 3 (p=0,557). Beide Zusammenhinge erwiesen sich als statistisch nicht

signifikant.

Zusammenfassend scheint das Vorliegen eines fortgeschrittenen Tumorstadiums tendenziell haufiger mit einer
ausgepragten strukturellen Dissoziation des infiltrierenden Tumorgewebes assoziiert zu sein. Damit verbunden
konnte eine erhohte Wahrscheinlichkeit fiir die Disseminierung von Tumorzellen bestehen: Fernmetastasen und
isolierte Tumorzellen im Knochenmark als Merkmale einer systemischen Ausbreitung der Tumorerkrankung

wurden lediglich bei Patienten mit einem Infiltrationsmuster der Kategorie 3 nachgewiesen.

Sowohl in der Studie von Sarbia et al. als auch in der vorliegenden Untersuchung wies nur ein kleiner Teil der
Primdrtumoren ein expansives Wachstum mit einem kontinuierlichen Invasionsrand ohne Abldsung von
Tumorzellgruppen (Kategorie 1) auf. Der hohe Anteil von Tumoren mit infiltrativem Wachstum in Form kleiner
Zellgruppen (Kategorie 3) fand sich hingegen in der Untersuchung von Sarbia et al. nicht wieder. Dort wiesen
die Tumoren am haufigsten (44%) ein Invasionsmuster mit ,,strangformigen, soliden Tumorzellformationen* auf,
welches in der vorliegenden Untersuchung dem infiltrativen Wachstum der Kategorie 2 entsprache. Der
signifikante Zusammenhang zwischen Invasionsmuster und postoperativem Uberleben, wie von Sarbia et al.
gezeigt, konnte in der vorliegenden Untersuchung nicht bestitigt werden. Dies konnte auf Unterschiede in der
Bewertung des Invasionsverhaltens oder auf eine ungleiche Zusammensetzung der Untersuchungskollektive bei

unterschiedlich hohen Fallzahlen zuriickzufiihren sein.
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4.2 Integrin-Expression im Plattenepithel des Osophagus

Die Integrin-Untereinheiten ay, a3, g, B; und B; wurden in den basalen Zellschichten des mehrschichtigen
Osophagus-Plattenepithels stets am stirksten exprimiert. Mit der Ausdifferenzierung der Keratinozyten nahm
deren Expression vom Stratum basale iiber das Stratum spinosum und das Stratum squamosum zum

Osophaguslumen hin im Sinne einer Polarisierung graduell ab.

Die Expression der ag- und Bs-Untereinheiten auf den an die Basalmembran grenzenden Zelloberfldchen hob
sich in allen Préparaten mit einer deutlich stirkeren Fiarbeintensitit von der Anfarbung der {ibrigen Zellen ab.
Unter dem Mikroskop betrachtet imponierte dieser Intensititsunterschied als eine scharf abgrenzbare,
kontinuierliche Linie, die den Verlauf der Basalmembran nachzeichnete. Das gleiche Phédnomen lie sich mit
geringeren Intensitdtsunterschieden auch bei 83% (15/18) der Préparate fiir die a;-Untereinheit feststellen. In den
ap-gefédrbten Schnittpriparaten fand sich auf den basalen Zelloberflichen keine verstirkte Anfarbung, wéihrend
bei 44% (7/16) der untersuchten Epithelien eine verstirkte Bi-Expression im Bereich der Basalmembran
beobachtet wurde. In den als Positivkontrollen verwendeten Schnittpraparaten aus Colonmukosa zeigte sich auf
den basalstindigen Enterozyten mit Ausnahme der a,-Untereinheit ebenfalls eine fokal verstirkte Expression fiir
alle Untereinheiten. Wie in der Osophagusmukosa grenzte sich die Expression der og- und B,-Untereinheit am

deutlichsten ab.

Da Laminin als Ligand der untersuchten Integrine in mehrschichtigen Epithelien ausschlieBlich in der
Basalmembran vorkommt, vermutete Bosman, dass die Funktion der Heterodimere osf;, asf; und agf4 als
Laminin-Rezeptoren deren verstirkte Expression auf den basalstédndigen Zelloberflichen von Epithelien bedingt
[186]. Auch Watt et al. beschrieben in ihren Arbeiten zur Architektur von Plattenepithelien fiir den Osophagus
wie fiir die Epidermis und andere Epithelien eine konstante ogBs-Expression auf den Keratinozyten mit
unmittelbarem Kontakt zur Basalmembran [243]. Als wesentliche Komponente der Hemidesmosomen, die in
normalen Epithelien ausschlieBlich auf den basalen Zelloberflachen vorkommen, verbindet das Integrin asf4 die
Intermediérfilamente des Zytoskeletts mit dem Laminin der Basalmembran [200]. Wie a,f;, dem in erster Linie
eine Funktion als Zell-Zell-Rezeptor zugeschrieben wird, wird auch o;f; in organisierten epithelialen
Zellverbdnden als Bestandteil von fokalen Adhésionsstellen (Fokalkontakten) in allen Schichten des Epithels
exprimiert [244].

Wihrend in der Epidermis auerhalb der basalen Zellschichten keine Expression der untersuchten Integrine
beobachtet wurde [245], #hnelt die Integrinexpression in der Osophagusmukosa am ehesten jener im
mehrschichtigen Plattenepithel der Mundhohle [246, 247]. Die Plattenepithelien des oberen Verdauungstrakts
weisen im Vergleich zur Epidermis eine hohere Zellumsatzrate auf [248], welche sich in einer {iber alle
Zellschichten ausgeprigten Integrinexpression widerspiegeln und damit auf die Bedeutung der Integrine fiir die

Proliferation von epithelialen Zellen hinweisen kdnnte.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestitigen die Untersuchung der Arbeitsgruppe von Dobson, die an
18 Biopsaten aus der Osophagusmukosa von 6 Patienten immunhistochemisch die Expression der Integrin-
Untereinheiten oy, a3, o6, B; und B4 analysiert hatten [206]. Die Autoren beobachteten ebenfalls eine Abnahme
der Farbeintensitét, je weiter die Keratinozyten in Richtung des Lumens gewandert waren. Dabei waren die

Unterschiede zwischen den basalstédndigen Zellen mit einer intensiven Anfarbung und den nur geringgradig
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angefirbten ausgereiften Zellen bei der o4- und Ps-Untereinheit ebenfalls am stirksten ausgeprigt. Aufgrund
unterschiedlicher Bewertungskriterien konnten die Farbeergebnisse der Studie von Dobson nicht unmittelbar mit
den Resultaten der vorliegenden Arbeit verglichen werden. Allerdings stimmen die von Dobson beschriebenen
Expressionsmuster mit den vorliegenden Beobachtungen iiberein, so dass bei den untersuchten Integrin-
Untereinheiten von einer physiologischen Polarisierung der Expression im Plattenepithel des Osophagus
ausgegangen werden kann. Weiter scheinen die Integrine osf;, oagf; und agfs — nicht aber o,f; — auf den
Zelloberflachen der basalstindigen Keratinozyten mit direktem Kontakt zur Basalmembran regelhaft verstérkt

exprimiert zu sein.

4.3 Integrin-Expression beim Plattenepithelkarzinom des Osophagus

In der vorliegenden Studie sind im Wesentlichen zwei Aspekte der Integrin-Expression beim OSCC untersucht
worden: Quantitativ die Auspragung der Integrin-Expression (Expressionsstirke) in verschiedenen Bereichen
der Primirtumoren und qualitativ die Verteilung der Integrine im Tumorgewebe (Expressionsmuster). Bei der
Beurteilung der Integrin-Expression wurde schnell ersichtlich, dass neben dem héufig beobachteten Fehlen eines
geordneten, polarisierten Integrin-Expressionsmusters im Tumorgewebe auch der exakten Lokalisierung der
Alterationen im Expressionsverhalten eine besondere Bedeutung zukommen wiirde. Dabei stach vor allem der
unmittelbare Invasionsrand der Tumoren heraus, wo sich die Integrin-Expression bei einem Teil der Tumoren
deutlich vom {ibrigen Tumorgewebe abhob. Bei mehreren Plattenepithelkarzinomen besitzt insbesondere die
Expression molekularer Marker am unmittelbaren Invasionsrand einen signifikanten Einfluss auf die Prognose
der Tumoren [249], so dass der Untersuchung der Integrin-Expression am Ubergang vom Tumorgewebe zum

infiltrierten Normalgewebe eine besondere Aufmerksamkeit gewidmet wurde.

4.3.1 Expression des Integrins o,

Da die o,-Untereinheit nur mit ; ein Heterodimer bildet, wurde der Expression des a,f;-Integrins anhand des
Expressionsverhaltens der a,-Untereinheit beurteilt [14]. Uber die genaue Funktion des Integrins, welches neben
Laminin auch Kollagen binden kann und in fast allen epithelialen Geweben exprimiert wird, ist bislang wenig
bekannt [250]. Allerdings wird o,f3; eine wichtige Funktion beim Aufbau von Zell-Zell-Kontakten zugeschrieben
[20], so dass die verminderte Expression des Integrins in Tumoren mit einer geringeren strukturellen

Organisation und einer schlechten Differenzierung einhergehen kénnte [251].

Die Mehrzahl der untersuchten Tumoren wies eine unpolarisierte und gleichformige a,-Expression auf: Bei 86%
(31/36) der Patienten war die polarisierte Expression, wie sie im Epithel beobachtet wurde, einem homo- oder
heterogenen Expressionsmuster gewichen. 78% (28/36) der Patienten wiesen im Tumorgewebe die gleiche
Expressionsstirke auf, wie sie im normalen Osophagusepithel vorherrschte. Bei lediglich einem Tumor wurde
keine a,-Expression im Sinne einer Niederregulation festgestellt. 94% (34/36) der untersuchten Tumoren wiesen
im gesamten Tumorgewebe eine einheitliche Expressionsstirke auf. Eine Uberexpression der a,-Untereinheit
wurde bei 19% (7/36) der Patienten beobachtet und korrelierte signifikant mit einem hoheren

Primértumorstadium (pT3-4) (p=0,041).

Die meisten Arbeiten zur Integrin-Expression von soliden Tumoren wurden beim Mammakarzinom
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durchgefiihrt. Die beschriebene, tendenziell gleichformige Expression der a,-Untereinheit beim Osophagus-
Plattenepithelkarzinom findet sich bei einem Teil der Mammakarzinome als ,,uniforme* a,-Expression wieder
[252]. Wahrend a,f; in prd-neoplastischen Lésion und Fibroadenomen der Brustdriise durchweg exprimiert
wurde, zeigte sich bei invasiven Tumoren hdufig eine Niederregulation oder der vollstindige Verlust des
Integrins, was in mehreren Studien signifikant mit einer schlechten Differenzierung der Tumoren assoziiert war
[20, 253, 254]. In einer Studie zum Magenkarzinom hingegen korrelierte die erhaltene Expression von o,
positiv mit der Lymphknotenmetastasierung und stellt moglicherweise einen unabhéngigen Prognosefaktor fiir
die Entwicklung von Lebermetastasen dar. Allerdings zeigte sich analog zum colorektalen Karzinom bei iiber

70% der Magenkarzinome ein Verlust des a,f;-Integrins [210, 255].

Das Expressionsverhalten der Integrine bei Plattenepithelkarzinomen ist bisher am besten an der Haut und im
Oropharynx untersucht worden. Im Gegensatz zu den Adenokarzinomen wird a,f; beim Basalzellkarzinomen
der Haut stdrker exprimiert als in der normalen Epidermis, wobei Tumoren nur vereinzelt durch einen
vollstindigen Verlust des Integrins auffallen [256]. Bei den untersuchten Osophagustumoren war die
Polarisierung der o,-Expression im normalen Epithel im Vergleich zu den {ibrigen Einheiten geringer
ausgepragt, wodurch der Eindruck einer gleichméBigeren Expression entstand. Im Hinblick auf die stabile
Expression von a,f; in Plattenepithelkarzinomen insgesamt konnte dies auf eine besondere Bedeutung des
Integrins filir die Stabilisierung von Zell-Zell-Verbindungen hindeuten. Mdoglicherweise besitzt der Erhalt der
opB1-Expression in der Genese von Plattenepithelkarzinom einen anderen Stellenwert als in der Entwicklung von

Adenokarzinomen, bei denen héufig eine Niederregulation oder der Verlust der a,-Expression beobachtet wird.

Eine verstirkte Expression im Epithel, wie sie bei den iibrigen Untereinheiten regelméBig entlang der
Basalmembran beobachtet wird, wurde bei der a,-Untereinheit nicht beobachtet. Lediglich bei einzelnen
Patienten (3/36) hob sich die Expression an der unmittelbaren Invasionsfront der Tumoren als Grenzschicht vom
iibrigen Tumorgewebe ab. Auch diese Beobachtung konnte auf eine besondere Bedeutung der Expression von
B, fiir die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten hinweisen, wihrend bei den Integrinen azf;, o¢f; und agfy4

insgesamt eher die Zell-Matrix-Interaktion im Vordergrund zu stehen scheint.

4.3.2 Expression des Integrins o;f;

Die az-Untereinheit wird nur als o33,-Heterodimer exprimiert, so dass die Expression des a;p;-Integrins anhand
des Expressionsverhaltens der a;-Untereinheit beurteilt werden konnte [14]. Dem asf;-Integrin, welches neben
Laminin auch Kollagen IV und Fibronectin bindet, wird eine wichtige Funktion fiir die Zellmotilitit
zugeschrieben [244, 257, 258]. In vitro wurde das o3p,-Integrin insbesondere an den endstdndigen Zellfortsédtzen
von wandernden Tumorzellen, den so genannten Invadopodien, beobachtet [244]. Durch Regulation der
Aktivitdt von Metallo-Matrixproteinasen (MMPs) und Plasminogen-Aktivator-Rezeptoren (PARs) ist o33, an der
Umgestaltung der ECM beteiligt — Voraussetzung fiir das invasive Wachstum und die Migration von
Tumorzellen [193-195]. Gleichwohl ist a3B, neben 0B, der einzige Integrin-Rezeptor fiir einen Hauptbestandteil
der Basalmembran, Laminin-5, und scheint mit seiner ausgepragten Expression auf basalstindigen Keratinozyten
auch an der festen Verankerung von Plattenepithelien am unterliegenden Bindegewebe beteiligt zu sein [259].
Im Gegensatz zu kultivierten Zellen aus gesundem Gewebe besitzen Tumorzellen die Fahigkeit, sich auf

Laminin-5 beschichteten Oberflichen gerichtet fortzubewegen [258]. Auf Laminin kultivierte Karzinomzellen
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waren dariiber hinaus in der Lage, artifizielle Basalmembranen bzw. Matrixstrukturen zu durchdringen, was
jeweils mit der Starke der az;-Expression korrelierte und mithilfe von Antikdrpern, die gegen die a;-Untereinheit
gerichtet sind, unterbunden werden konnte [260, 261]. Demgegeniiber bewirkte in einer anderen Studie die
Niederregulation des o3p;-Integrins, dass Tumorzellen in vitro einen Phénotyp entwickeln, der in vivo
metastasierenden Tumorzellen des jeweiligen Tumortyps glich. Die Niederregulation wurde interessanterweise

durch die Aktivierung des Onkogens N-myc induziert [262, 263].

Bei 10 von 36 untersuchten Patienten (28%) wurde eine Uberexpression der as-Untereinheit im Tumorgewebe
beobachtet. 9 dieser Tumoren waren den Stadien pT3-4 zugeordnet worden (p=0,069). Lediglich ein
Primértumor (3%) wies den vollstindigen Verlust der az-Untereinheit auf. Auch bei Basalzellkarzinomen der
Haut wird a3, stirker exprimiert als in der normalen Epidermis und ein Verlust ebenfalls nur selten beobachtet
[256]. Bei Plattenepithelkarzinomen scheint der Verlust des o3f,-Integrins wie im Falle von a,p; ein seltenes
Ereignis zu sein. In einer Studie zum Adenokarzinom des Magens exprimierten demgegeniiber nur etwa 20% der
Fille a3pB;, wobei die Expression des Integrins mit der Invasionstiefe der Tumoren und der Metastasierung in
Leber und Bauchhdhle assoziiert war [255]. So konnte bei einigen Karzinomen die erhaltene bzw. bei
Plattenepithelkarzinomen die gesteigerte Expression von o;f; im Tumorgewebe mit einem aggressiveren
infiltrativen Wachstum assoziiert sein, welches sich u. a. in einem hohen Primartumorstadium duflern wiirde.
Andererseits kann auch die Niederregulation von o;p; den Verlauf maligner Tumorerkrankungen beeinflussen:
Bei der Entwicklung colorektaler Karzinome zeigt sich auf Adenomen zunéchst eine Reduktion der os-
Expression, wéhrend die Mehrzahl der invasiven Karzinome einen vollstindigen Verlust der as;-Untereinheit
aufweist [209]. Beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom und insbesondere bei den Adenokarzinomen der

Lunge ist die Niederregulation von o;; mit einer schlechteren Prognose assoziiert [212].

In den angefiihrten Studien korrelierten invasives Wachstum und Metastasierung sowohl mit einer
Uberexpression als auch mit einer Niederregulation bzw. dem Verlust des Integrins. Damit scheint die
Expression von a3 in vielen Féllen Einfluss auf das infiltrative Wachstum und die Metastasierung von soliden
Tumoren zu nehmen, ohne dass dem Integrin ein einheitlicher Effekt zugeschrieben werden kann.
Moglicherweise spielt die exakte Lokalisierung der alterierten Expression eine entscheidende Rolle dabei, wie

sich eine bestimmte Verdnderung auswirken kann.

Wihrend mit 83% (15/18) im Osophagusepithel der Patienten regelmiBig eine verstirkte Expression auf den
basalstindigen Zelloberflichen (Grenzschicht Epithel/BM) beobachtet wurde, spiegelte sich diese bei nur
25% (9/36) der Patienten am Invasionsrand der Tumoren als Grenzschicht Tumor/ECM wider (p=0,0002). Das
Fehlen einer fokal verstirkten Expression bei 75% (27/36) der Patienten war jedoch mit keinem der
pathohistologischen Parameter assoziiert. Plattenepithelkarzinome der Mundhdhle weisen ebenfalls eine
reduzierte Expression oder den vollstdndige Verlust der Integrine azf3; und o4, am Invasionsrand auf, was im
Fall von o4, mit einer schlechten Differenzierung der Tumoren assoziiert ist [264]. Auch in der vorliegenden
Studie ergab sich ein Zusammenhang zwischen der verminderten Expression der as-Untereinheit am
unmittelbaren Invasionsrand und einer schlechten Differenzierung der Tumoren, ohne jedoch signifikant zu sein
(p=0,083). Obwohl bei 76% (13/17) der Patienten die Niederregulation der a4-Untereinheit an der Grenze vom
Tumor- zum Normalgewebe mit einer verminderten o;-Expression zusammenfiel, ergab sich hier keine

signifikante Ubereinstimmung.
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Die vorliegenden Ergebnisse darauf hin, dass — im Einklang mit Studien zu anderen Tumorentititen —
Verinderungen der os-Expression auch beim Plattenepithelkarzinom des Osophagus das Invasionsverhalten der
Tumoren beeinflussen konnen. Moglicherweise hebt der Verlust der randstéindig betonten az-Expression die
strukturstabilisierende Wirkung von asB; auf, so dass eine Uberexpression im iibrigen Tumorgewebe, die
gegebenenfalls die pro-migratorischen bzw. pro-invasiven Eigenschaften des Integrins herausstellt, zu einem
stirkeren infiltrativen Wachstum beitragen konnte. Auch dies spriache dafiir, dass die exakte Lokalisierung der

verdanderten Expression ein wichtiger Aspekt bei der Bewertung des Expressionsverhalten ist.

4.3.3 Expression der Integrine osp; und o4

Bei soliden Tumoren werden Verdnderungen im Expressionsverhalten der og-Integrine besonders hdufig
beobachtet. ogf3; ist als Lamininrezeptor an der stabilen Verankerung epithelialer Zellen an der ECM beteiligt
und scheint im Zusammenwirken mit o3, auch das Migrationsverhalten von Tumorzellen zu beeinflussen [265].
Untersuchungen zum Mammakarzinom deuten auf eine mogliche Rolle von o¢B; bei Aktivierung des
Transkriptionsfaktors HIF-1 (Hypoxia-inducible factor 1) hin, der eine zentrale Funktion bei der Anpassung von
Tumoren an die hypoxischen Milieubedingungen in ihrem Umfeld zu besitzen scheint [266]. Uber HIF-1 wire
oeP; dariiber hinaus auch an der Expression von Vascular endothelial growth factor (VEGF) beteiligt, der in

Tumoren u. a. Angiogenese induzieren und stimulieren kann [267].

Die Expression des Integrins a4f4 als Bestandteil der Hemidesmosomen ist essentiell fiir eine stabile Anheftung
epithelialer Zellverbande an das Substratum [268]. Mercurio und Rabinovitz haben a4f, als eine ,,funktionale
Anomalie” unter den Integrinen bezeichnet und weisen damit auf die besondere Rolle von agf, als
Signaltransduktor hin. Uber die intrazytoplasmatische Domine der B,-Untereinheit ist agB4 in normalen wie in
neoplastischen epithelialen Zellen an der Regulation von zahlreichen Signalwegen beteiligt — unabhéngig von
einer Adhdsion an Matrixstrukturen. Durch Koexpression mit Rezeptor-Tyrosinkinasen wie den EGF-
Rezeptoren oder dem HGF-Rezeptor Met und die simultane Stimulation der GTPasen Rho und Rac {ibt ogf, tiber
unterschiedliche Signalwege Einfluss auf das Migrations- bzw. Invasionsverhalten dieser Zellen aus [269-271].
Uber die Shc/Grb2/Sos/Ras-Signalkaskade und die Aktivierung des MAPK-Signalwegs ist a4f, auBerdem an der
Regulation des Zellzyklus beteiligt und beeinflusst damit letztendlich auch die Proliferation von Tumorzellen.
Innerhalb dieses Signalnetzwerks nimmt die Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3-K) eine zentrale Position ein
[272]. Uber die Aktivierung des PI3-K/Akt-Signalwegs kann das Expressionsverhalten von agB4 das Uberleben
von Tumorzellen in Stress-Situationen begiinstigen, wie z. B. bei Gewebehypoxie [267]. Somit ist die
Expression des Integrins o, nicht nur von Bedeutung fiir eine stabile Verankerung epithelialer Zellverbande am
Substratum, sondern scheint vielmehr ein Regulator zentraler Zellfunktionen wie Wachstum oder ektopem

Uberleben zu sein.

Die ag-Integrine wurden im Untersuchungskollektiv von allen Primértumoren in sdmtlichen Tumorbereichen
exprimiert und wiesen insgesamt die stirkste Expression aller Untereinheiten auf. Im Gegensatz zur strikt
polarisierten og-Expression im normalen Plattenepithel wiesen die Tumoren mehrheitlich eine homogene,
unpolarisierte Expression der ag-Integrine auf: 83% (30/36) der Primértumoren besafBen im gesamten
Tumorgewebe eine einheitliche Expressionsstirke und mit 72% (26/36) war die Polarisierung der as-Expression

im Tumorgewebe mehrheitlich zugunsten einer homogenen oder heterogenen Expression aufgehoben.
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Da die a4-Untereinheit sowohl mit ; als auch mit B4 ein Heterodimer bilden kann, musste die Expression der
o¢-Integrine voneinander abgegrenzt werden. Die og-Untereinheit wurde wie P; beinahe ubiquitdr exprimiert,
was auf eine basale Expression des of;-Integrins im Tumorgewebe schliefen ldsst [205]. Die B4-Untereinheit
als Marker fiir die Expression des agf4-Heterodimers weist in Epithelien hingegen eine ausgeprigte basale
Betonung der Expression auf und wurde in 28% (10/36) der untersuchten Prédparate ausschlieBlich an den
unmittelbaren Tumorrindern beobachtet. In der hierarchischen Ahnlichkeitsanalyse zeigte insbesondere das
Expressionsverhalten der ag- und der Ps-Untereinheit in den Ubergangsbereichen zur ECM (Grenzschicht
Epithel/ECM und Grenzschicht Tumor/ECM) eine hohe Ubereinstimmung, so dass am unmittelbaren Tumorrand
die Expression von 0P, gegeniiber o¢P; iiberwiegen konnte. Im iibrigen Tumorgewebe grenzten sich die
Expressionsmuster von ag, 3; und B4 nicht deutlich von einander ab, so dass of3; und agf4 dort wahrscheinlich
simultan exprimiert werden. Die Koexpression der beiden Integrine im Tumorgewebe, wie sie auch bei
Plattenepithelkarzinomen im Bereich des Mund- und Rachenraums beobachtet wird, wiirde die insgesamt

stirkere Expression der ag-Untereinheit erklaren [273].

Das Expressionsverhalten der Untereinheiten og und 4 entlang der Invasionsrander unterschied sich deutlich von
dem der iibrigen Integrine: Nirgends im Epithel oder Tumorgewebe zeigte sich eine stdrkere Integrin-
Expression. Bei 97% (35/36) und 94% (32/34) der Primértumoren zeichnete sich am Invasionsrand eine
verstirkte Expression der og- und P4-Untereinheit ab (Grenzschicht Tumor/ECM), die sich jeweils in allen
analysierten Epithelien (19/19) auf den basalstindigen Zellen des Plattenepithels wieder fand (Grenzschicht
Epithel/Basalmembran). Der Verlust der starken og-Expression (+++) am Tumorrand, wie sie im normalen
Epithel mehrheitlich am Ubergang zur Basalmembran beobachtet wurde, war mit einer signifikant schlechteren
Prognose der Tumorerkrankung verbunden: 47% (17/36) der Patienten besalen mit der Niederregulation ein
signifikant verkiirztes rezidivfreies Uberlebensintervall (p=0,0049). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die
Expression des ogP4-Integrins entlang der Invasionsriinder auch beim Osophagus-Plattenepithelkarzinom einen
starken Einfluss auf die Auspridgung und den Verlauf der Tumorerkrankung besitzt, wie dies bereits fiir das
Mamma-, Magen- und Colonkarzinom und fiir mehrere Plattenepithelkarzinome beschrieben worden ist [274].
Moglicherweise besteht ein Zusammenhang zwischen der Expression von ogf3; entlang der Tumorrdnder und
dem Grading (G) der untersuchten Tumoren: Primédrtumoren mit einer geringen Differenzierung (G3—4) zeigten
hiufiger eine Niederregulation der o4-Expression entlang der Tumorrdnder als Patienten mit besser
differenzierten Tumoren (G1-2) (p=0,083). Lediglich bei Tumoren mit einer schlechten Differenzierung (G3—4)
wurde eine Niederregulation der B4-Expression am direkten Invasionsrand (2/9) beobachtet, wihrend sdmtliche
Tumoren mit einer besseren Differenzierung (G1-2) eine fokal verstirkte Expression an den Tumorrdndern
aufwiesen (p=0,037), welche in 41% der Félle (11/27) die im normalen Epithel vorherrschende
Expressionsstirke iibertraf (p=0,046). Auch der Nachweis eines polarisierten Expressionsmusters tritt in diesem
Zusammenhang als potentielles Differenzierungsmerkmal in Erscheinung: 80% (8/10) der Primirtumoren mit
polarisierte Expression der ag-Untereinheit wiesen gleichzeitig eine starke ag-Expression am unmittelbaren
Invasionsrand auf, wohingegen lediglich 42% (11/26) der nicht-polarisiert exprimierenden Tumoren an gleicher

Stelle eine starke ag-Expression besafien (p=0,047).

Chemotaktische Stimuli, z. B. EGF, bewirken in kultivierten Tumorzellen eine rasche Auflosung der

Hemidesmosomen und gehen mit der Ausbildung von Lamellipodien und Auffaltungen der Zellmembran
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(engl. ,,membrane ruffles*) einher, die asf4 inkorporieren und besonders auf motilen Tumorzellen zu finden sind
[272]. Moglicherweise vermittelt aqB4 auch in vivo eine pro-invasive Wirkung, wenn es unabhingig von den
Hemidesmosomen exprimiert wird — beispielsweise in Tumorbereichen ohne Kontakt zur ECM. Die Aufhebung
der polarisierten Expression von a4, im Tumorgewebe und der Verlust der verstirkten Expression des Integrins
am Invasionsrand konnten mit einer Auflésung der Hemidesmosomen einhergehen, so dass — wie in funktionalen
Untersuchungen demonstriert — eine persistierende Expression bzw. Uberexpression von o4B, im Tumorgewebe

zu einem pro-migratorischen Verhalten der Tumorzellen beitragen konnte.

Das UICC-Stadium hatte sich in der vorliegenden Studie als prognostisch relevante Einflussgrofle erwiesen
(p=0,0228). Eine ausgepriagte Expression der ;- und B4-Untereinheiten an den Invasionsrandern der Tumoren
war hiufig mit einem niedrigen Krankheitsstadium (UICC I-II) assoziiert (p=0,086 und p=0,071).
Interessanterweise war die verstirkte Expression der ;-Untereinheit an den Tumorréndern aullerdem signifikant
seltener mit einer Lymphknotenmetastasierung (pN1) assoziiert: Wiesen 55% (6/11) der Patienten ohne
Lymphknotenbefall (pNO) eine stirkere B;-Expression als im Epithel auf, zeigte sich dies bei lediglich 12%
(2/17) der mit pNI1 eingestuften Tumoren (p=0,018). Auch Takayama et al. beschrieben eine Korrelation
zwischen der geringen pB;-Expression beim Osophagus-Plattenepithelkarzinom und der Entwicklung von
Lymphknotenmetastasen (p<0,01) [223]. In der Untersuchung von 71 Primartumoren war die Expression von B,
auflerdem mit dem Primirtumorstadium und der Infiltration von Blut- und Lymphgefa3en assoziiert (p<0,05).
Dariiber hinaus zeigte sich in den korrespondierenden Lymphknotenmetastasen eine im Vergleich zu den

Primértumoren signifikant reduzierte §;-Expression (p<0,05).

In der vorliegenden Arbeit wiesen Tumoren mit einer hohen Anzahl befallener Lymphknoten (pLK>3) weder
eine polarisierte Expression der B;- noch der og-Untereinheit auf, wobei lediglich die Polarisierung der os-
Expression signifikant mit einer geringeren Anzahl oder dem Ausbleiben von Lymphknotenmetastasen (pLK<3)
korrelierte (p=0,033). Die Auspridgung eines polarisierten Expressionsmusters impliziert, dass auf den
randsténdigen Zellen der Tumoren eine stirkere Expression der og-Untereinheit vorliegt. Da fiir o, und a; als
potentielle Partner der B;-Untereinheit keine vergleichbaren Beobachtungen vorliegen, besitzt die Expression
von oeP; moglicherweise einen spezifischen Einfluss auf die Ausbreitung der Tumoren in das lymphatische

System.

Wie bei 0,8, und asB; scheint auch die Uberexpression der og-Integrine tendenziell mit einem hoheren
Primédrtumorstadium (pT3-4) assoziiert zu sein. Lediglich 25% (3/12) der Tumoren im Stadium pT1-2 wiesen
eine Uberexpression der a¢-Integrine auf, wohingegen 54% (13/24) der Tumoren im Stadium pT3—4 eine
gegeniiber dem Epithel verstirkte og-Expression zeigten. Der Zusammenhang war jedoch nicht signifikant
(p=0,095). Tumoren mit einer verstirkten Expression des agf4-Integrins in Arealen ohne direkten Kontakt zur
ECM besitzen moglicherweise ein gesteigertes proliferatives Potential: Bei der Psoriasis ist die erhdhte
Zellumsatzrate in der Epidermis mit einer suprabasalen Expression des ogfs-Integrins assoziiert [275].
Umgekehrt konnten Tumoren mit Betonung der basalstindigen ogfs-Expression an der Grenze zur ECM ein
Teilungsverhalten aufweisen, welches eher der Proliferation im gesunden Epithel entspriche. Obwohl die B;-
Expression in den zentraleren Tumoranteilen im Vergleich zur zumeist polarisierten P4-Expression stidrker
ausgepragt war, wire der mogliche proliferatives Aspekt einer verstirkten og-Expression im Tumorgewebe eher

auf eine Uberexpression von ogf, zuriickzufiihren: Die Wirkung des ogf,-Integrins auf die Zellzyklus-
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Progression in epithelialen Zellen konnte in den Untersuchungen von Maniero et al. nicht von B;-Integrinen
ausgelost werden [276]. Beispielsweise sind Tumorzellen, die iiber kein funktionsfahiges p53-Protein verfiigen,
in der Lage, durch og¢fs-vermittelte Aktivierung des PKB/Akt-Signalwegs der Apoptose zu entgehen und zu
proliferieren [277, 278]. Es ist vorstellbar, dass die alterierte Expression von ogf4 gemeinsam mit der bei soliden
Tumoren hdufig beobachteten Mutation von p53 in einem ungehemmten und starken Tumorzellwachstum

miinden konnte.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass die Expression der os-Integrine von allen
untersuchten Integrinen den bedeutendsten Einfluss auf die phinotypische Ausprigung der Osophagustumoren
besitzt. Insbesondere das Expressionsverhalten von ogfs entlang der Tumorrinder und die erhaltene
Polarisierung des Integrins im Tumorgewebe scheinen im untersuchten Kollektiv mit einer lokalen Begrenzung
der OSCC verkniipft gewesen zu sein. Damit konnte die polarisierte Expression der ag-Integrine und
insbesondere die geordnete Expression von ogB, nicht nur einen zusétzlichen Marker fiir die phénotypischen
Charakterisierung der Tumoren darstellen, sondern dariiber hinaus auch zur Bemessung der Prognose der

Tumorerkrankung beitragen.

4.3.4 Alterationen im Expressionsmuster der Integrine

In seiner Ubersichtsarbeit zur Rolle der Integrine beim Mammakarzinom hat Mizejeweski anhand von
immunhistochemischen Untersuchungen die Muster der Integrin-Expression bei unterschiedlichen Karzinomen
analysiert [20]. Er beobachtete, dass anstelle der geordneten Expression im epithelialen Ursprungsgewebe im
Tumorgewebe hiufig eine heterogene, ungeordnete Expression tritt. Untersuchungen an kultivierten
Tumorzellen sprechen fiir einen wesentlichen Zusammenhang zwischen dem Muster der Integrin-Expression und
der Differenzierung von Karzinomen: Die Gruppe von Bosman fand heraus, dass sich das Expressionsverhalten
von oy, o3f; und oefy zwischen differenzierten und undifferenzierten Tumorzellen der
Kolonkarzinomzelllinien Caco-2 und HT29 nicht so sehr in der Stirke der Expression unterscheidet als vielmehr
in der Verteilung der exprimierten Integrine. Wiahrend in undifferenzierten Zellverbénden eine gleichformige
Integrinexpression beobachtet werden kann, zeigt sich mit zunehmender Differenzierung der Tumorzellen eine

polarisierte Verteilung der Integrine [186].

Bei den untersuchten Primirtumoren zeigte sich im Tumorgewebe mehrheitlich eine ungeordnete, heterogene
Integrin-Expression. Jedoch wurde die physiologische Polarisierung, wie sie im mehrschichtigen Plattenepithel
des Osophagus auftritt, bei einem Teil der Patienten auch im Tumorgewebe beobachtet. Am hiufigsten war die
Polarisierung der az-Untereinheit erhalten: 39% (14/36) der Tumoren besallen ein polarisiertes
Expressionsmuster. Lediglich 14% (5/36) der Tumoren zeigten eine polarisierte o,-Expression und 20% (6/30)
eine polarisierte B;-Expression. Mit 28% (10/36) und 26% (9/34) wies etwa der gleiche Prozentsatz der Patienten

eine Polarisierung der o¢- bzw. B4-Expression im Tumorgewebe auf.

Obgleich lediglich die B4-Expression signifikant mit der Entwicklung eines Rezidivs assoziiert gewesen ist,
konnte das Expressionsverhalten der Integrine ogBs; und ogP; iiber ihren potentiellen Einfluss auf die
lymphatische Ausbreitung der Tumoren hinaus auch bei der Entstehung von Tumorrezidiven eine Rolle zu

spielen: Die polarisierte a4, Pi- und Ps-Expression im Tumorgewebe war jeweils mit einem verldngerten
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rezidivfreien Uberlebensintervall assoziiert (p=0,0504; p=0,0700; p=0,0225). Mit im Mittel 59+10 Monaten
iiberlebten Patienten mit polarisierter B4-Expression deutlich ldnger rezidivfrei als Patienten ohne Polarisierung,
bei denen nach durchschnittlich 1946 Monaten ein Tumorrezidiv festgestellt wurde (p=0,0225). Auch
Rabinovitz und Mercurio haben einen Zusammenhang zwischen dem Verlust der polarisierten Expression des

aeP4-Integrins und der Auspragung eines aggressiven Tumorphinotyps bei Plattenepithelkarzinomen beschrieben

[274].

Anhand der Expressionsmuster der Tumoren konnte mithilfe der hierarchischen Ahnlichkeitsanalyse eine
Subgruppe von 10 Patienten identifiziert werden, deren Tumoren fiir die meisten Integrin-Untereinheiten ein
polarisiertes Expressionsmuster mit einheitlichen Expressionsstirken im gesamten Tumorgewebe aufwiesen. Die
durchschnittlich postoperative Uberlebenszeit ohne Rezidiv bei Patienten der Subgruppe lag iiber dem
rezidivfreien Uberlebensintervall im Restkollektiv (p=0,0785). Die 10 Patienten der Subgruppe teilten mehrere
Merkmale, die in der vorliegenden Studie mit einer giinstigen Prognose assoziiert waren. Im Gegensatz zum
tibrigen Kollektiv zeigte sich in der Subgruppe fast ausschlieBlich (9/10) eine gute bis méBige Differenzierung
der Tumoren (G1-2). 8 der 10 Tumoren wiesen eine verstirkte  Expression der
a¢-Untereinheit entlang der Tumorrdnder auf (p=0,047). Des Weiteren waren bei den Patienten entweder keine
oder nur einzelne Lymphknotenmetastasen (pLK<3) histopathologisch nachgewiesen worden (p=0,033).
Uberraschenderweise zeigten sich bei simtlichen Patienten der Subgruppe, deren histopathologisch als
Htumorfrei”“ eingestufte Lymphknoten im Rahmen einer parallel laufenden Studie mit einem
immunhistochemischen Assay auf Zellen epithelialer Herkunft untersucht worden waren (n=9), in diesen
isolierte Tumorzellen (p=0,021). Obgleich der immunpathologische Nachweis von isolierten Tumorzellen in den
Lymphknoten in der vorliegenden Studie nicht als Prognosefaktor in Erscheinung getreten ist (p=0,6471) und
mit 70% (23/33) im untersuchten Kollektiv ein hdufig beobachtetes Phdnomen war, ist dieser Befund

erstaunlich.

Hosch et al. demonstrierten das maligne Potential lymphatisch disseminierter Tumorzellen und konnten in
mehreren Arbeiten zeigen, dass der Nachweis von isolierten Tumorzellen in Lymphknoten beim
Osophaguskarzinom insgesamt einen unabhingigen Prognosefaktor darstellt [158, 159, 225]. Moglicherweise
wird die lymphogene Ausbreitung von Plattenepithelkarzinomen im Osophagus gegeniiber der lymphatischen
Metastasierung von Adenokarzinomen von zusétzlichen Faktoren beeinflusst [279]. In diesem Fall miisste ein
Nachweis von isolierten Tumorzellen in Lymphknoten nicht notwendigerweise eine ungiinstige Prognose nach
sich ziehen. Wie bei anderen epithelialen Zellen wirkt sich die Integrin-Expression wahrscheinlich auch bei den
disseminierten Tumorzellen auf deren Migrations- und Proliferationsverhalten aus und konnte auf diesem Wege
insbesondere den lymphatischen Schenkel der systemischen Ausbreitung der Tumoren beeinflussen. Es wurde
bereits erwidhnt, dass die Expression einzelner Integrine auf histopathologisch detektierten
Lymphknotenmetastasen signifikant herabreguliert ist [223]. Erste Hinweise zu den Hintergriinden dieses
iiberraschenden Befundes konnte die Charakterisierung der Integrin-Expression auf den disseminierten

Tumorzellen selbst liefern.

Festzuhalten ist, dass die Mitglieder einer Patientensubgruppe, die anhand der polarisierten Integrin-Expression
in ihren Tumoren identifiziert werden konnten, fiir mindestens eine (10/10) und in der Mehrzahl (8/10) fiir zwei

unabhingige Prognosefaktoren eine giinstige Merkmalsauspriagung besaflen. Somit scheint der Erhalt einer
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einheitlichen und polarisierten Integrin-Expression im Tumorgewebe — moglicherweise Ausdruck einer
erhaltenen Differenzierung der Tumoren — beim Plattenepithelkarzinom des Osophagus mit einem giinstigeren
Krankheitsverlauf und dariiber hinaus auch mit einer limitierten lymphatischen Ausbreitung der
Tumorerkrankung assoziiert zu sein. Patienten, deren Tumoren eine ungeordnete, heterogene Integrin-
Expression besitzen, wiirden dementsprechend haufiger einen aggressiven Krankheitsverlauf mit einer
schlechteren Prognose aufweisen. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung sprechen dafiir, dass die
qualitative Beurteilung des Expressionsmusters im Tumorgewebe besser zur Klassifizierung der untersuchten

Patienten geeignet ist als die alleinige quantitative Analyse der Expressionsstérken.

4.4  Evaluierung der Immunfluoreszenzfirbung

Zur immunhistochemischen Untersuchung der Integrin-Expression in Schnittpraparaten aus kryoasserviertem
Tumorgewebe wurde eine Immunfluoreszenzfirbung etabliert, die es gestattet, die Intensitit der Immunfiarbung
nicht nur qualitativ zu bewerten. Im Vergleich zu konventionellen immunhistochemischen Farbeverfahren, in
denen die Antikorper-markierten Epitope der Zielstrukturen mit Chromogenen visualisiert werden, kdnnen bei
der verwendeten Farbemethode mithilfe eines Rechner-gestiitzten Fluoreszenzmikroskops und dem EDV-
Programm Leica-QFISH die Farbeintensitaten im Gewebe mit metrischem Skalenniveau quantifiziert werden.
Trotz der Standardisierung von Féarbemethode und Auswertungsprozess und trotz Einbindung eines zweiten
Auswerters bleiben bei immunhistochemischen Farbeassays stets Unwégbarkeiten, die sich nicht vollstindig
ausschlieBen lassen. So konnen beispielsweise bei regelméBiger Durchfiihrung eines weitestgehend
standardisierten Farbeassays interindividuelle Unterschiede in der Probenaufbereitung und die Verwendung
verschiedener Antikdrperchargen oder unterschiedlicher Lichtquellen nicht vermieden werden. Um den Einfluss
dieser GroBen gering zu halten, wurde eine einfache ordinale Skalierung zur Bewertung der Férbeintensitaten
verwendet. Neben den Positivkontrollen aus Colonmukosa bot die Verwendung von autologem Osophagus-
Plattenepithel als Referenz die Moglichkeit, im Tumorgewebe ermittelte Intensititswerte anhand der gefarbten
Mukosapréparate zu objektivieren. Die Farbeintensitdten innerhalb eines Préparats oder zwischen verschiedenen
Integrin-Untereinheiten unterschieden sich z. T. nur geringfiigig. So war es nicht immer moglich,
Féarbegradienten, die mit dem Auge als solche wahrgenommen wurden, mithilfe der Bewertungsskala durch
unterschiedliche Expressionsstirken abzubilden. Hier wurde die Sensitivitidt des menschlichen Sehapparates dem
Bewertungsschema iibergeordnet. Bei zukiinftigen Anwendungen der Methode sollte daher gegebenenfalls eine

hohere Aufldsung der Bewertungskategorien in Betracht gezogen werden.

Der zur Darstellung der Zielstrukturen verwendete Antikorper-gekoppelte  Fluoreszenzfarbstoff
Rhodamin Red-X (RRX) erwies sich als sehr stabil und lieferte auch nach lédngerer Belichtungs- und/oder
Lagerungsdauer gute Leuchtintensitdten. In der Regel konnten mit RRX markierte Gewebestrukturen sicher von
der Autofluoreszenz des Gewebehintergrunds abgegrenzt werden, die dariiber hinaus im entsprechenden

Emissionsfilter vergleichsweise gering zur Geltung kam.

Insgesamt scheint die vorliegende Immunfluoreszenzfarbung gut geeignet, in kryoasserviertem Gewebe neben
Expressionsstirken auch Expressionsgradienten und Expressionsmuster von Zelloberflaichenmarkern

darzustellen. Damit bietet sich die verwendete Fluoreszenzfarbemethode insbesondere fiir den Nachweis von
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sehr variabel exprimierten Molekiilen an und stellt hier eine Alternative zu den konventionellen
immunhistochemischen Férbeverfahren dar. Das Moglichkeit, eine Hintergrund- oder Gegenfirbung
auszublenden, vereinfachen das Aufspiiren geringgradig exprimierter Antigene und erleichtern ihre Abgrenzung
vom Gewebehintergrund. Die Maoglichkeit zur isolierten Betrachtung mehrerer unterschiedlich markierter
Zielstrukturen im selben Schnittpriparat macht die Immunfluoreszenzfiarbung dariiber hinaus fiir Doppel- oder

Mehrfachmarkierungen attraktiv.

4.5 Resiimee

In vergleichbaren immunhistochemischen Studien zur Integrin-Expression bei anderen Karzinomen hatte sich
gezeigt, dass sowohl die Uberexpression als auch die Niederregulation einzelner Integrine mit einem
ausgepriagten invasiven Wachstum und der Metastasierung von Tumoren korrelieren kann. Bei
Adenokarzinomen wurde die Progression von der pri-malignen Hyperplasie zum invasiven Karzinom héufig
von einem Verlust der untersuchten Integrine begleitet. Bei Plattenepithelkarzinomen hingegen zeigte sich nur
selten der vollstindige Verlust einzelner Integrine, der dann jedoch in der Regel mit einem aggressiveren
Krankheitsverlauf verbunden war. Damit besitzt die Integrin-Expression insgesamt einen signifikanten Einfluss
auf das Invasions- und Metastasierungsverhalten von Karzinomen, ohne jedoch einzelnen Integrinen einen

einheitlichen Effekt zuschreiben zu konnen.

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass die Expression der Integrine o,f;, asf;, ogB; und ogfs die
Ausprigung und der Verlauf der Tumorerkrankung beim Plattenepithel des Osophagus signifikant beeinflussen
konnen. Wie bei der Genese und Progression von soliden Tumoren insgesamt scheint auch bei der Entwicklung
und Ausprigung des Plattenepithelkarzinoms des Osophagus dem Integrin agB; eine besondere Rolle
zuzukommen. Die Expression von ogf4 am unmittelbaren Invasionsrand der Tumoren kdnnte beim OSCC einen
unabhéngigen Prognosemarker darstellen. Da es sich bei der Entstehung und Progression von malignen Tumoren
um ein multifaktorielles Geschehen handelt [10, 280], erscheint es jedoch unwahrscheinlich, dass die
umschriebene Expression eines einzelnen Integrins die Aggressivitdt und damit die Prognose eines malignen
Tumors pragen konnte. Dennoch sind Subgruppen von Tumoren denkbar, deren Integrin-Expressionsprofile
charakteristische ~Verdnderungen aufweisen, in denen das dysregulierte Differenzierungs- und

Wachstumsverhalten invasiver Karzinome zum Ausdruck kommt.

Mithilfe der hierarchischen Ahnlichkeitsanalyse war es moglich, die Tumoren hinsichtlich ihres
Expressionsverhalten fiir alle Integrin-Untereinheiten gleichzeitig auf gemeinsame Merkmale zu priifen, die sich
unter Umstdnden zu einer kennzeichnenden Expressionssignatur zusammenfassen lassen. Anhand der
Expressionsstirken konnte keine Subgruppe identifiziert werden, die sich hinsichtlich ihrer
Merkmalsausprégung signifikant von den verbliebenen Patienten des Kollektivs unterschied. Indes gelang dies
modellhaft in der Clusteranalyse der Tumoren anhand ihrer Expressionsmuster: Die Primirtumoren von
10 Patienten unterschieden sich mit ihrer iiberwiegend erhaltenen Polarisierung der Integrin-Expression im
Tumorgewebe in der hierarchischen Ahnlichkeitsanalyse deutlich erkennbar von den iibrigen Tumoren. Die
Patienten der Subgruppe teilten eine starke Expression der as-Integrine am Invasionsrand und eine fehlende oder

begrenzte Lymphknotenmetastasierung. Beide Merkmalsausprdgungen waren signifikant mit einer verldngerten
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4 Diskussion

rezidivfreien Uberlebenszeit assoziiert und stellten gleichzeitig zwei unabhingigen Prognosefaktoren fiir das
untersuchte Patientenkollektiv dar. Die Uberpriifung der in der vorliegenden Studie gefundenen Korrelationen an
einem umfangreicheren Patientenkollektiv kdnnte nicht nur signifikante Zusammenhénge bestitigen, sondern
wiirde moglicherweise auch eine ausgeprigtere Kohdrenz der Integrin-Expression mit dem Invasionsverhalten
und der Prognose der Tumoren offenbaren, die in der vorliegenden Untersuchung mit ihrer begrenzten

Patientenzahl (n=36) lediglich tendenziell zu erkennen war.

Bei der pathologischen Begutachtung von Tumoren nimmt der immunhistochemische Nachweis von
Oberflichenmarkern nach wie vor eine zentrale Stellung ein. Die vorliegende Untersuchung hat — trotz einer
limitierten Fallzahl — gezeigt, dass die Bestimmung eines Integrin-Expressionsprofils zusétzliche Informationen
zur Beurteilung der Aggressivitit und Prognose von Tumoren liefern kann. Dies konnte die Stratifizierung von
Tumorpatienten erleichtern und somit einen Beitrag zur besseren Adaption der verfiigbaren Therapiemodalititen

an die individuelle Tumorerkrankung fithren.

Therapieansitze, welche die Wirkung und Funktion von Integrinen beeinflussen, befinden sich seit einigen
Jahren in der Erprobung. Mithilfe von monoklonalen Antikdrpern gegen die extrazelluldren Rezeptordoménen,
der Blockade von Proteinkinasen mit Peptidantagonisten und dem Einsatz von Apoptosepromotoren und
Antisense-Oligonukleotiden wird versucht, den pro-malignen Wirkungen der Integrine auf die Invasivitét,
Metastasierungsfahigkeit und Angiogenese von Tumoren entgegenzusteuern [20, 281]. Voraussetzung flir die
Identifikation geeigneter Therapieangriffspunkte sind Studien, die zu einem besseren Verstidndnis der Funktion
und Wirkungsweise der einzelnen Integrine beitragen. Da sich die Expression der Integrine von Tumortyp zu
Tumortyp z. T. deutlich unterscheidet, ist es erforderlich, das Expressionsverhalten der Integrine und ihre
Bedeutung fiir jeden Tumortyp bzw. jede Tumorentitdt einzeln zu bestimmen. Beispielsweise wiirde die Analyse
der Expression der untersuchten Integrine beim Adenokarzinom des Osophagus und seinen Vorliuferstufen
(Metaplasie-Dysplasie-Karzinom-Sequenz) — moglicherweise mit einem Fokus auf die Expression des ogf4-
Integrins — eine interessante Ergénzung zur vorliegenden Studie darstellen. Die haufig beobachtete Koexpression
von Integrinen und Wachstumsfaktor-Rezeptoren, die engen Verflechtungen ihrer intrazelluldren
Signaliibertragungswege und die sich daraus ableitende gemeinsame Beeinflussung von Differenzierung und
Proliferation lassen die simultane Untersuchung dieser Oberflichenrezeptoren im Tumorgewebe als eine weitere
interessante Perspektive erscheinen. Mit dem etablierten Immunfluoreszenzfarbeverfahren steht dazu eine
sensitive Untersuchungsmethode zur Verfiigung, die sich ziigig auf eine Doppel- oder Mehrfach-

Fluoreszenzmarkierung erweitern lief3e.
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8 Zusammenfassung

Zusammenfassung

Untersuchung zur Expression der Integrin-Untereinheiten

a3, 03, 0, P1 und B beim Plattenepithelkarzinom des Osophagus

Christian Vay

Einleitung: Integrine sind heterodimere Adhisionsmolekiile, die sich aus einer o.- und einer f-Untereinheit
zusammensetzen. Sie tragen als Zell-Zell-Adhisionsmolekiile zur Stabilitit von Zellverbinden bei, ermdglichen
durch dynamische Zell-Matrix-Interaktion die Zellmigration und beeinflussen als Signaltransduktoren die
Zelldifferenzierung und -proliferation. Verinderungen der Integrinexpression konnen bei vielen soliden
Tumoren nachgewiesen werden, wobei aberrante Integrin-Expressionsmuster hiufig mit einer schlechten
Prognose assoziiert sind. Zur Integrin-Expression beim Osophaguskarzinom ist bislang nur wenig bekannt.
Material und Methoden: Die Primirtumoren von 36 Patienten mit einem Osophagus-Plattenepithelkarzinom
(OSCC) wurden mittels Immunfluoreszenz-Firbung auf die Expression der Integrin-Untereinheiten o, o, o, B
und B, untersucht. Dabei wurde sowoh! die Expressionsstirke als auch das Expressionsmuster beriicksichtigt und
mit der Integrin-Expression der normalen Osophagusmukosa verglichen. Die Expressionsprofile der einzelnen
Tumoren wurden eciner hierarchischen Ahnlichkeitsanalyse unterzogen und daraus hervorgegangene
Patientensubgruppen mit hnlichem Integrin-Expressionsverhalten auf gemeinsame pathohistologische und
prognostische Merkmale untersucht. Ergebnisse: Die Uberexpression der Integrin-Untereinheiten oz, o3 und ot
im Tumorgewebe insgesamt war tendenziell mit einem hohen Primartumorstadium (pT3-4) assoziiert(p<0,05,
p<0,07; p<0,1). Die og- und Ps-Expression am unmittelbaren Invasionsrand hob sich bei iiber 90% der Tumoren
mit einer verstiarkten Expression vom iibrigen Tumorgewebe ab. Dabei korrelierte die Stirke der ous-Expression
auf den Tumorzellen mit dircktem Kontakt zum umgebenden Stroma mit dem rezidivfreien Uberleben der
Patienten (p<0,005). Patienten mit einer verstirkten Expression der B,-Untereinheit am Invasionsrand wiesen nur
selten eine Lymphknotenmetastasierung (pN1) auf (p<0,02). Des Weiteren iiberlebten Patienten, die im
Primiirtumorgewebe ein polarisiertes Expressionsmuster aufwiesen, wie es in der Normalmukosa beobachtet
wurde, tendenziell linger rezidivfrei als Patienten, deren Tumoren eine ungeordnete Integrin-Expression
aufwiesen. Insbesondere die polarisierte Expression der Untereinheiten o, und B4 zeigte hier einen prognostisch
giinstigen Einfluss (p<0,06; p<0,03). Kein Tumor mit einer polarisierten os-Expression wies mehr als 3
Lymphknotenmetastasen (pLK<3) auf: Der Nachweis von mehr als 3 Lymphknotenmetastasen (pLK>3) war
signifikant mit einem verkiirzten rezidivfreien Uberlebensintervall assoziiert und stellte gemeinsam mit der o=
Expression am unmittelbaren Invasionsrand einen unabhiingigen Prognosefaktor dar (p<0,001; p<0,02).
Schlussfolgerung: Der Nachweis eines aberranten Integrin-Expressionsmusters scheint beim OSCC mit dem
raschen Progress der Tumorerkrankung zu korrelieren, wohingegen die erhaltene Polarisierung der Integrin-
Expression insgesamt mit einer giinstigeren Prognose einhergeht — méglicherweise Ausdruck einer starkeren
Differenzierung der Tumoren. Wie bei anderen Karzinomen konnte insbesondere die Expression des osfs-
Integrins am unmittelbaren Invasio?s;-and — Schnittstelle zwischen primérem Tumorzellverband und der ECM
des infiltrierten Normalgewebes — ‘einen potentiellen Indikator zur Beurteilung der Aggressivitit von Osophagus-
Plattenepithelkarzinomen da.rstellén.
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