Aus der Abteilung
fur Allgemein- Viszeral- und Geféichirurgie
der chirurgischen Klinik und Poliklinik des Universitatskrankenhauses Diissel dorf

Direktor Prof. Dr. med. W. T. Knoefd

CHARAKTERISIERUNG DES OSOPHAGUSKARZINOMS BEZUGLICH DER
EXPRESSION DES GEFASSWACHSTUMSFAKTORS VEGF UND
KORRELATION DER WIRKUNG AUF DIE GEFASSNEUBILDUNG UND
EINZELZELLDISSEMINATION IN LYMPHKNOTEN UND KNOCHENMARK

Dissertation

Zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
Der Medizinischen Fakultét der Heinrich-Helne-Universitat
Dusseldorf

vorgelegt von
Jana-Christiane Koseki

2006



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen
Fakultat der Heinrich-Heine-Universitéat Dusseldor f

Gez: Prof. Dr. Nurnberg

Dekan

Referent: PD Dr. med. Hosch

Korreferent: PD Dr. med. Erhardt



I nhaltsiiber sicht

1. Einleitung

1.1. Anatomie des Osophagus

1.2. Physiologie des Osophagus

1.3. Das Osophaguskarzinom

1.3.1. Klassifikation und Staging des Osophaguskarzinoms
1.3.2. Therapie des Osophaguskar zinoms

1.4. Aufbau und Funktion der Blutgefalse

1.5. Die Angiogenese

1.6. Die Tumorangiogenese

1.7. Die Struktur und Funktion der VEGF-Familie
1.8. Die Metastasierung und Einzel zelldissemination

1.9. Ziel der Arbeit

2. Material und Methoden

2.1. Charakterisierung der Patienten und der Osophaguskarzinome

2.2. Gewebeprobengewinnung und Asservierung
2.3. Immunhistochemische Farbemethoden

2.3.1. ABC-Féarbemethode fur VEGF-A

2.3.2. APAAP-Farbung fur CD31

2.3.3. APAAP-Farbung fur Ber-Ep4

2.3.4. APAAP-Farbung fur A45-B/B4

2.4. Herstellung von Puffern und L evamisol substrat
2.5. Primérantikorper

2.5.1. VEGF

2.5.2.CD31

11

14

16

17

22

23

25

27

28

28

32

33

35

35

36

36

37

37

37



2.5.3. Ber-Ep4d

2.5.4. AA5-B/B4

2.6. Auswertungskriterien

2.6.1. VEGF

2.6.2. Gefalizahlung [ microvesseldensity(MVD), vessel count (VC)]
2.6.3. Nachweis der disseminierten Einzelzellen in Lymphknoten
2.6.4. Einzelzelldissemination ins Knochenmark

2.6.5. Satistische Auswertung

3. Ergebnisse

3.1. Numerische Datenzusammenstellung
3.1.1. VEGF-Farbung

3.1.2. Geféalizéhlung

3.1.3. Einzelzelldissemination

3.2. Statistische Auswertung

3.2.1. VEGF-Expression in Korrelation zu Tumor spezfischen Daten

3.2.2. VEGF-Expression in Korrelation zur Gefaidichte
3.2.3. VEGF-Expression in Korrelation zur Einzel zelldissemination

3.3 Prognostische Daten

4. Diskussion

4.1. Bedeutung der VEGF-A-Expression und der Gefalidichte beim
Osophaguskarzinom

4.2. Therapeutische Ansétze von Anti-V EGF-Préparaten

4.3. Metastasierung und Einzel zelldissemination

38

38

39

39

41

42

43

43

R

46

48

48

50

51

52

53

59

61



5. Zusammenfassung

6. Literaturverzeichnis

7. Danksagung

8. Lebendauf

9. Erklarung

66

80

81

82



1. Einleitung

Das Osophaguskarzinom hat in Deutschland eine Inzidenz von vier bis finf
Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner pro Jahr. Es reiht sich an die 11. Stelle der
Krebstodesfdlle ein. In der Verbesserung der Prognose ist auch durch viele
therapeutische Versuche noch kein entscheidender Durchbruch erzielt worden. Diese
Arbeit beschéftigt sich mit biologischen Eigenschaften der Tumorzellen und versucht,
einen Zusammenhang von Geféaneubildung mit der Metastasierung des
Osophaguskarzinoms herzustellen. Im Folgenden werde ich zunichst einige
Grundlagen zum Osophaguskarzinom und seiner Therapie erlautern, bevor ich mich
der Gefal3neubildung widme und den untersuchten Gefélwachstumsfaktor VEGF
(vascular endothelial growth factor) vorstelle.

1.1. Anatomie des Osophagus

Der Osophagus ist €in 25 bis 30 cm langer Muskelschlauch, der den Speisebrei durch
Peristaltik aus dem Pharynx in den Magen transportiert. Es wird ein kurzer Halstell,
Pars cervicalis, von einem langeren Brustteil, Pars thoracalis, und dem sehr kurzen
Bauchteil, Pars abdominalis unterschieden. Der Osophagus weist drei physiologische
Engen auf. Diese werden gebildet durch den Kehlkopf, durch den Aortenbogen und als
unterstes durch den Hiatus oesophageus, der den Durchtritt in die Bauchhdhle

markiert.

Der Wandbau des Osophagus unterscheidet sich von dem der intraabdominalen
Organe des Gastrointestinaltrakts nur durch das Fehlen eines Serosalilberzugs. Von
intraluminal beginnend bestehen die Schichten erstens aus der Tunica mucosa mit
einem mehrschichtigen, unverhornten Plattenepithel sowie der Lamina muscularis
mucosae und zweitens aus der Tela submucosa, die die Glandulae oesophagae
beinhaltet. Die Tunica muscularis als dritte Schicht ist fur die peristaltischen
Bewegungen des Osophagus zustandig und wird durch den Plexus oesophageus des
Nervus vagus innerviert. Die Pars cervicalis der Tunica muscularis wird Uberdies
durch Aste aus dem Nervus laryngeus recurrens willkirlich innerviert. Im proximalen
Viertel besteht die Muskelschicht aus quergestreiften, im zweiten Viertel aus glatten
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und quergestreiften, wahrend die distalen zwel Viertel ausschliefdlich aus glatten
Muskelzellen aufgebaut sind. Die Tunica adventitia, welche die aulRere Wandschicht
bildet, besteht aus lockerem Bindegewebe, an welches die Lymphgefal3e und
Nervenfasern direkt angrenzen (Drenckhahn und Zenker 1994).

Der Lymphabfluf3 ist auf Grund der zwei unterschiedlichen embryonalen Urspriinge in
einen kranialen und einen distalen Abschnitt unterteilt und erfolgt nicht segmental wie
in den Ubrigen gastrointestinalen Organen, sondern, wie Sakata im Jahre 1903
herausfand, longitudinal (Sakata 1903). Dieses fihrt frih zu einer weiten Streuung der
Lymphknotenmetastasen. Die Lymphbahnen des zervikalen, mittleren und thorakalen
Osophagus verlaufen nach kranial und ziehen in die tiefen zervikalen Lymphknoten
entlang des Nervus laryngeus recurrens. Der thorakale untere Abschnitt des
Osophagus wird in die perigastralen Lymphknotenstationen drainiert. Im Bereich der
Trachealbifurkation erfolgt der Lymphabflu® sowohl nach kranial als auch nach
kaudal.

Die arterielle Versorgung des zervikalen Osophagus erfolgt in der Regel (ber die
Arteriathyroidea inferior. Die Pars thoracalis des Osophagus wird (iber Aste direkt aus
der Aorta versorgt. Die Arteria gastrica sinistra und Arteriae phrenicae Gbernehmen

die Versorgung des abdominalen Osophagus.

1.2. Physiologie des Osophagus

Die Aufgabe der Speiserdhre ist es, den Speisebrei vom Rachen in den Magen zu
transportieren. Diese Aufgabe wird auch gegen die Schwerkraft geleistet.

Im Zungengrund liegende Mechanosensoren des Nervus glossopharyngeus und des
Nervus vagus l6sen den unwillkurlichen Schluckreflex aus, mit dem der Speisebrei
tiber den gedffneten oberen Osophagussphinkter in die Speiserohre transportiert wird.
Der untere Osophagussphinkter 6ffnet sich kurzzeitig fur den Durchtritt des
Speisebreies und erlangt dann seinen Ruhetonus wieder. Bei Dysfunktion spielt der
untere Osophagussphinkter die entscheidende Rolle fur die Entstehung der
Refluxerkrankung (Schmidt und Thews 1997).

Exogene Faktoren beeinflussen die Funktion des Sphinktertonus steigernd oder
senkend. Ein erhohter (weniger saurer) Magen-pH, proteinreiche Mahlzeiten sowie
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einige intestinale Hormone und Peptide wie Gastrin, Motilin und Substanz P wirken
tonussteigernd. Eine Verminderung des Sphinktertonus wird durch Nahrungs-
bestandteile wie Fett, Schokolade, Pfefferminzdl, Alkohol, Nikotin und Kaffee
erreicht. Durch Hormone wie Cholezystokinin (CCK), Glukagon, VIP und
Progesteron (héufiger Reflux in der Schwangerschaft) wird der Tonus ebenfalls

gesenkt.

1.3. Das Osophaguskarzinom

Das Osophaguskarzinom kann histologisch in zwei Atiologien unterteilt werden, das
Plattenepithel- und das Adenokarzinom. Wahrend noch vor rund zehn Jahren das
Osophaguskarzinom zu Uber 90 % plattenepithelialen Ursprungs war und das
Adenokarzinom weniger als 10 % ausmachte, ist die Verteilung der Karzinome auf die
beiden Zeltypen heutzutage im westlichen Europa und Nordamerika nahezu
ausgeglichen (Daly et a. 1996, Devesa et al. 1998). Die Inzidenz des Adenokarzinoms
hat sich in der westlichen Hemisphdre rasant erhéht, wéhrend das Platten-
epithelkarzinom in unverdnderter Haufigkeit auftritt. In Japan dagegen ist das
Verhdltnis von Plattenepithelkarzinom zu Adenokarzinom fast unverandert geblieben
(Coia et Sauter 1994). Durch ein anderes V orsorgeprogramm in Japan werden dort die
Osophaguskarzinome deutlich frilher erkannt, welches sich in einer Uberlebensrate
von ca. 30 % im Gegensatz zu einer Uberlebensrate von ca. 10 % im westlichen
Europa auswirkt (Schlemper et al. 2000). Das Plattenepithelkarzinom unterscheidet
sich, abgesehen von der Histologie, klinisch relevant in der Atiologie von dem

Adenokarzinom.

Das Plattenepithelkarzinom entsteht haufig bei Patienten mit langjdhrigem Nikotin-
und Alkohol-Abusus. Eine Leberfunktionsstorung und Malnutrition, vor alem ein
Vitaminmangel, begleiten das Plattenepithelkarzinom nicht selten (Blot 1994,
Steinmetz et a. 1991). Die kanzerogene Ursache wird unter anderem auf die Induktion
eines |soenzyms des Zytochrom P450 zurtckgefihrt (Irland et a. 1996, Coia et Sauter
1994). Aber auch diétetische Faktoren spielen eine wichtige Rolle. Das Essen von
salzig eingelegtem Gemuise und nitrosaminhaltigen Lebensmitteln, wie gepdkeltem
Fleisch/Fisch (Raucherwaren), erhbhen das Risiko, ein Osophaguskarzinom zu
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entwickeln (Cheng et al. 1992, Mervish 1992). Da vor alem diéetisch exogene
Faktoren in der Genese eine Rolle spielen, ist die Inzidenz weltweit gesehen regional
sehr unterschiedlich. In westeuropéischen Landern liegt sie mit 2,3 - 10,3 pro 100.000
Einwohner verhdltnisméaldig niedrig im Gegensatz zu 240-310 pro 100.000 in einigen
Provinzen Nord Chinas und Kasachstans (Li et a. 1989). Neben diesen diatetischen
Faktoren kommen auch Verétzungsstrikturen und das Vorkommen einer Achaasie

zum Tragen.

Das Plattenepithelkarzinom kommt in allen Abschnitten der Speiserohre vor (9 %
zervikal, 45 % suprabifurkal, 46 % infrabifurkal; Klinikum Rechts der Isar, TU-
Munchen 1982 - 2000). In den meisten Féllen werden die Tumore als polypos (60 %)
oder ulcerierend (25 %) beschrieben. Als Sonderform gelten verrukos oder papillér

wachsende Tumoren.

Das Adenokarzinom steht dem Plattenepithelkarzinom gegeniiber. Die Atiologie ist
grundsétzlich eine andere und beruht auf der maignen Entartung einer
Refluxtsophagitis. Der duodeno-gastrale Reflux in den Osophagus wird durch eine
Sphinkterinsuffizienz, Osophagusmotilitatsstérungen, Ubergewicht, Alkohol oder
Nikotinkonsum gefordert (Patti et Owen 1997). Entscheidend fir die Entstehung eines
Adenokarzinoms ist nach einer Studie von Irland der alkalische (duodenale, gallische)
Reflux, nicht der saure Magensaft-Reflux (Irland et a. 1996). Allerdings ist klinisch
fur die Beschwerden der letztere verantwortlich. In einer landesweiten Studie in
Schweden konnte ein direkter Zusammenhang zwischen der Schwere der
Refluxbeschwerden und dem Fortschreiten zu einer Barrett-Metaplasie (Norman
Barrett, britischer Chirurg) aus der Refluxdsophagitis dargestellt werden (Lagergren et
al. 1999). Ein Barrett-Osophagus zeigt ein 100fach erhdhtes Risiko, ein
Adenokarzinom zu entwickeln (Spechler et Goya 1996). Somit kann davon
ausgegangen werden, dal3 auch der saure Reflux seinen Anteil an der Entstehung des

Adenokarzinoms hat.

Ein Erkldrungsansatz fir die steigende Inzidenz des Adenokarzinoms der letzten
Jahrzehnte konnte der bessere Ernghrungszustand und die damit erhohte Fettdigestion

mit Folge einer Adipositas sein.

Gastroduodenaler Reflux ist, unabhangig von seiner Ursache, der Entstehungsgrund
fur eine Refluxdsophagitis und damit Grundlage fur die Entstehung eines Adeno-
karzinoms. Ein geringes Mal3 an néchtlichem Reflux ist physiologisch. Besteht jedoch



bspw. eine Sphinkterinsuffizienz, so ist die Refluxzeit besonders nachts deutlich
verlangert, die Folge dieses chronisch vermehrten Refluxes ist die Refluxdsophagitis.
Die Diagnose wird endoskopisch gestellt. Bei Fortbestehen des Refluxes und der
Entziindung kann es zu einer Barrett-Metaplasie kommen, die bereits als Prékanzerose
fir ein Adenokarzinom angesehen wird. Im weiteren Verlauf der Erkrankung kdnnen
sich dysplastische Verdnderungen bilden, die Uber Stufenbiopsien diagnostiziert
werden. In einem schleichenden Ubergang wird aus der Dysplasie durch weitere
Einwirkung der Noxen das Adenokarzinom (Huang et al. 1992, Patti et Owen 1997).
Die Refluxdsophagitis ist endoskopisch regelméaldig zu kontrollieren, da nur durch eine
regelmaRige Uberwachung die Entstehung von Dysplasien registriert und
therapeutisch friihzeitig vor Entstehung eines Karzinoms behandelt werden kann. In
der Ausbildung des Karzinoms aus der Dysplasie spielen unter anderem Mutationen
im p53 und p16 Gen eine Rolle (Schneider et a. 1996). Der Atiologie entsprechend,
tritt das Adenokarzinom meist im distalen Osophagus am Ubergang zum Magen auf.
Es wéchst vor alem ulcerierend mit knotiger Vorwélbung in das Lumen.

Fir beide Osophaguskarzinome gilt, dal3 sie erst in einem fortgeschrittenen Stadium zu
klinisch spezifischen Beschwerden fihren. Zu diesen Beschwerden gehort die
Dysphagie, Schluckstérungen mit Fremdkorpergefihl sowie retrosternales Brennen.
Der Osophagus hat eine hohe Dehnungskapazitdt, so dal Einschrankungen erst
bemerkt werden, wenn zwel Drittel des Lumens verengt sind. In vielen Féllen ist auch
ein Gewichtsverlust oder Nachtschweild das erste Symptom, welche zu den Kriterien
der B-Symptomatik gehtren und ein fortgeschrittenes Tumorleiden andeuten. Zu
Beginn der Schluckbeschwerden bereitet die Stenose nur festen Speisen wie Fleisch
und Vollkornbrot 0.4 en Passagehindernis, im weiteren Verlauf wird auch der
Transport von Brel und Getranken erschwert.

Eine kurative Therapie des Osophaguskarzinoms ist derzeit durch Exstirpation des
Tumors im Gesunden moglich (Lerut et a. 1992, Enzinger et Mayer 2003). Selten
kann auch durch eine Radiochemotherapie eine Kuration erzielt werden. Der
Nutzen einer neoadjuvanten Chemo- oder Radiochemotherapie wird kontrovers
diskutiert. Es hat sich in einigen Studien gezeigt, dald3 eine Tumorverkleinerung in
einigen Fillen auch ein ,,Downstaging”, durch pridoperative Radiochemotherapie
moglich war, dall jedoch nur ein geringer Anteil der Patienten auf diese Therapie
anspricht (Slater at al. 2001). Insgesamt konnte die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate durch

Fortschritte in der operativen Therapie und peri-operativen Betreuung der Patienten
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von 12,6 % 1980 auf Werte Uber 30 % angehoben werden (Isono et a. 1991b,
Forastiere et a. 1993).

Ist der Tumor jedoch fortgeschritten und sind bereits Fernmetastasen in anderen
Organen diagnostiziert, kommen nur palliative Therapieverfahren zur Anwendung. Sie
bestehen aus der limitierten Operation, der Radio- und / oder Chemotherapie. In einer
amerikanischen Studie an 838 Patienten Uber die wichtigsten Préadilektionsstellen von
Fernmetastasen im pr&operativen Staging waren die distalen intraabdominaen
Lymphknoten mit einer Inzidenz von 45 %, gefolgt von der Leber mit 35 %, der
Lunge mit 20 %, den zervikalen und supraklavikuldren Lymphknoten mit 18 % und
den Knochen mit 9 % am haufigsten betroffen (Daly et a. 1996).

Bel einem grof3en Teil der Patienten kommt es bereits vor oder im Anschluf3 an die
Diagnose des Osophaguskarzinoms zur Entstehung eines Zweitkarzinoms. Besonders
haufig handelt es sich hierbel um Hypopharynxkarzinome oder Magenkarzinome, die
durch &hnliche pathophysiologische Prozesse induziert werden wie das
Osophaguskarzinom (Isono et al. 1991b).

1.3.1. Klassifikation und Staging des Osophaguskarzinoms

Das Osophaguskarzinom wird nach dem klassischen TNM-System des American Joint
Committee on Cancer (AJCC) und der Union Internationale Contre Cancer (UICC) in
die Stadien 0-1V eingeteilt. Die Prognose ist stark von den Stadien abhéngig
(Japanese committee 1985). (Siehe nachfolgende Tabelle)
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Stadieneinteilung /TNM (UICC 1997)

Stadium O Tis |Np Mo | T/pTx Priméartumor kann nicht beurteilt werden
T/pTo Es besteht kein Verdacht auf Primértumor
T/pTis Carcinomain situ ohne Infiltration der
Lamina propria muscularis mucosae
Stadium | T1 No Mo | T/pTlalnfiltration der Lamina muscularis propria
T/pT1b Infiltration der Submucosa
Stadium 1A | T, No Mo |T/pT, Infiltration der Muscularis propria
T3 No Mo |T/pTs Infiltration der Adventitia
Stadium1IB | T, N1 Mo |s.o0.
T N1 Mo
Stadium 11 Ts N1 Mo
Ty jedes |Mg |T/pT4 Infiltration von Nachbarstrukturen
N
Stadium 1V |jedes |jedes |M; [Mla
T N zervikaler LK Befal bei Tu oberhalb der

Trachealbifurkation

zOliakaler LK Befall bei Tu unterhalb der
Trachealbifurkation

M1b andere Fernmetastasen

Tabelle 1: TNM-Stadieneinteilung des Osophaguskarzinoms

Die histopathol ogische Klassifizierung der Tumore nach den pT Stadien 1 bis 3 ist nur

unter der Bedingung eines makroskopisch in sano resizierten Tumors moglich. Bei pT4

klassifizierten Tumoren ist es notwendig, die Infiltration in die Nachbarorgane

nachzuweisen.

Das Plattenepithel- sowie Adenokarzinom werden in drel Differenzierungsgrade im

Vergleich zum Normalgewebe eingeteilt.
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Gl gutdifferenziert

G2  maliggradig differenziert

G3  schlecht differenziert

Die Lymphknoten sind gemél3 der UICC in zervikale, thorakale und abdominale
Lymphknotenstationen getrennt. Die Einteilung der Lymphknotenstationen beim
Osophagus erfolgt nach der American Thoracic Society (Casson et al. 1994).
Zusammengefaldt gehoren die regionalen Lymphknoten eines zervikal gelegenen
Karzinoms zu den latera-zervikal, zervikal-paradsophageal, tief-zervikal,
retropharyngeal und supraclaviculdren Stationen. Zu den regionalen Lymphknoten
eines intrathorakal gelegenen Osophaguskarzinoms gehtren sowohl die mediastinalen
as auch die porigastralen Lymphknotenstationen. Zu den intrathorakalen
Lymphknotenstationen gehtren die oberen thorakal paradsophagealen, die thorakal
paratrachealen, solche an der Tracheabifurkation, die mittleren thorakal
paradsophagealen, jene am Hilus, untere thorakal paratsophageale, diaphragmale
sowie im hinteren Mediastinum gelegene Lymphknoten. Zu den porigastraen
Lymphknotenstationen zaéhlt man die kardialen Lymphknoten (rechts und links)
entlang der groféen und kleinen Kurvatur, die am Pylorus (supra- und infrapyloridal)

sowie die entlang der Arteria gastrica sinistra gelegenen Lymphknoten.

Fir das Versténdnis der lymphogenen Metastasierung ist die Entdeckung Sakatas von
1903, dal} der Lymphabflul3 nicht segmental, sondern longitudinal entlang des
Osophagus verlauft, von groRRer Bedeutung gewesen (Sakata 1903). Der embryonalen
Herkunft entsprechend gibt es einen nach kranial und einen nach kaudal gerichteten
Lymphstrom. Die Metastasierung eines infrabifurkal gelegenen Tumors in die
Halslymphknoten oder eines zervikal gelegenen Priméarherdes in porigastralen
Lymphknotenstationen kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. So wiesen 29,4 %
der Patienten mit Tumor im distalen Osophagus einen Befall der cervikalen
Lymphknoten auf (Akiyamaet al. 1993).

Beim Plattenepithelkarzinom treten schon im pT1l Stadium in 50 % der Féle
Lymphknotenmetastasen bzw. Mikrometastasen auf, wahrend im Tla Stadium des
Adenokarzinoms praktisch nie eine Lymphknotenmetastasierung nachzuweisen ist
(Natsugoe et a. 1998).

Das préoperative Staging ist fir die Behandlung des Osophaguskarzinoms von
entscheidender Bedeutung. Es beinhaltet eine Osophagoduodenosskopie mit Entnahme
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von Biopsien zur Dignitatsbestimmung, eine Computer-Tomographie von Thorax und
oberem Abdomen zum Lymphknoten Staging sowie eine Endosonographie des
Osophagus zur Beurteilung der Infiltrationstiefe und GroRe des Tumors. Das CT
zusammen mit der Endosonographie haben eine 86 %ige Ubereinstimmung des
Staging im Vergleich zum postoperativ, pathologischen Befund (Lightdale 1992).
Wenn der Verdacht auf eine tracheale Infiltration oder eine tracheale Fistelung besteht,
sollte das praoperative Staging um eine Bronchoskopie erweitert werden. Fir das
pathologische Staging ist neben der Infiltrationstiefe vor alem die Lokalisation und
die Anzahl der befallenen Lymphknoten wichtig (Ellis et a. 1993, Junginger et
Dutowski 1996). Nach WHO-Richtlinien mussen mindestens sechs Lymphknoten
entnommen und histologisch untersucht werden, um die pathologische Tumorstadien-
Eintellung (pN) vergeben zu kénnen.

1.3.2. Therapie des Osophaguskar zinoms

Die Resektion des Osophaguskarzinoms im Gesunden (RO) ist die haufigste Therapie
in  kurativer Absicht. Fur das operative Vorgehen mussen verschiedene
V oraussetzungen bei den Patienten beachtet werden. Wichtig ist der Allgemeinzustand
und das Alter der Patienten, denn der Eingriff, auch wenn transhiatal operiert wird, ist
sehr belastend und mit einer hohen Morbiditéat behaftet. Beim Plattenepithelkarzinom
ist vor allem der Erndhrungszustand und die Leberfunktion zu berlicksichtigen; beim
Adenokarzinom sind sogenannte Wohlstandskrankheiten wie Arteriosklerose,
Koronare Herzkrankheit und Diabetes Mellitus gehauft zu finden (Siewert 2001).

Es stehen verschiedene operative Methoden zur Verfiigung. Die radikal ste Behandlung
ist die thoraco-abdominale En-Bloc-Resektion nach Skinner (Skinner 1983). Der zwei
Hohleneingriff erlaubt eine radikale Lymphknoten Dissektion im Mediastinum.
Alternativ dazu wurde von Orringer die transhiatale Osophagektomie ohne Eroffnung
des Thorax beschrieben. Der Osophagus wird stumpf durch den Hiatus aus dem
Mediastinum herausgel 6st und zervikal anastomosiert (Orringer 1984, Orringer et al.
1999).

Die komplexen Lymphabflu3wege und friihe Metastasierung haben Isono 1991 in

Japan dazu veranlaft, die ,,Drei-Felder-Lymphadenektomie® zu entwickeln. Durch das
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Entnehmen von Lymphknoten aus allen drel Lymphknotenstationen, also auch aus den
zervikalen, verspricht man sich ein zuverlassigeres Staging und ein langeres
Uberleben zu erreichen (Isono et a. 1991a). Wenn die Lymphknotenratio aus
befallenen zu entfernten Lymphknoten unter 0,2 liegt, soll eine bessere Prognose
abzugeben sein (Roder et al. 1994). Trotz dieser radikalen Verfahren konnte keine
signifikante Verbesserung der Prognose oder Uberlebenszeit erreicht werden, da die
operative Morbiditdt entsprechend hoher war. Damit bleibt die ,,Drei-Felder-

Lymphadenektomie® weiterhin umstritten.

Bei allen Verfahren erfolgt die Rekonstruktion durch die Bildung eines schlanken
Magenschlauches, der an den proximalen Osophagusstumpf anastomosiert wird.

Alternativ kann die Rekonstruktion mit einem Koloninterponat erfolgen.

Neben dem Versuch, die Operationsmethoden und die perioperative Betreuung des
Patienten zu verbessern, wurden adjuvante und neoadjuvante Chemo- und / oder
Radiotherapien untersucht. Von neoadjuvanten Chemo- / Radiotherapien verspricht
man sich eine Verkleinerung oder auch ein Downstaging des Tumors, welcher dann
besser operiert werden konnte. Es hat sich in einigen Studien gezeigt, da3 ein Down-
sizing oder auch -staging moglich ist, jedoch nur eine Subgruppe von Patienten auf die

Therapie anspricht (Slater et al. 2001).

Es bleibt eine kontroverse Diskussion, ob ein multimodales Vorgehen beim
Osophaguskarzinom einen Langzeitiiberlebensvorteil oder positiven EinfuB auf die

Prognose gegeniiber der RO Resektion ohne Zusatztherapie bringt.

Die Prognose und der Verlauf von Patienten mit einem in kurativer Intention
resizierten Osophaguskarzinom wurden von Isono zusammengestellt. Bei 13 % der
Patienten wurde ein Lokalrezidiv als tumorbedingte Todesursache gefunden. Bei
8,7 % der Patienten fiihrte ein Rezidiv im Bereich des residualen Osophagusabschnitts
zum Tode. Bei 43 % der Patienten fanden sich Lymphknotenmetastasen. Die
Lokalisation dieser Lymphknotenmetastasen war abhéingig von der Lage des
Primirtumors. Diese Beobachtung wurde von Akiyama bestétigt (Akiyama et al.
1993). Fernmetastasen konnten in 28,3 % der Félle verifiziert werden. In 6,5 % der
Patienten fand sich eine Pleura- oder Peritonealkarzinose (Isono et al. 1991b).
Pridilektionsstellen der préoperativ festgestellten Fernmetastasen sind die
abdominalen Lymphknoten mit 45 %, die Leber mit 35 % und die Lunge mit 20 %
(Daly et al. 1996).
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Durch Fortschritte in der operativen Therapie des Osophaguskarzinoms und der peri-
operativen Betreuung der Patienten ist es gelungen, die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate
von 12,6 % im Jahre 1980 auf Werte von Uber 30 % anzuheben (Forastiere et 4.
1993).

1.4. Aufbau und Funktion der Blutgefalse

Das Blutgefal3system kann in drei funktionelle Einheiten gegliedert werden:

e Das arterielle Hochdrucksystem, welches zur Aufrechterhaltung des Blutdrucks
und zum Transport des Bluts benétigt wird;

e die terminale Strombahn, in der vor alem der Austausch von Nahrstoffen und
Sauerstoff geschieht
sowie

e dasvendse Niederdrucksystem, welches als ,,Blutdepot™ genutzt wird.

Fir die Versorgung der Organe und entsprechend auch fiir die Versorgung des
Tumorgewebes ist die terminale Strombahn und damit die Mikrozirkulation von
ausschlaggebender Wichtigkeit. Im Folgenden soll der Aufbau der Kapillaren und

Venolen besprochen werden, der fiir die Angiogenese von elementarer Bedeutung ist.

Die Wand der Kapillaren besteht aus drei Schichten. Das Lumen wird von
Endothelzellen ausgekleidet. Diese werden nach auflen von einer Basalmembran
umihiillt, daran schliet sich zur Stabilisierung meist eine Schicht Perizyten an. Je nach
Gewebetyp konnen Kapillaren mit geschlossenen, fenestrierten und Poren
enthaltenden Endothelzellen ausgekleidet sein. Die Wand der Kapillaren der
terminalen Strombahn enthdlt meist flache, fenestrierte Endothelzellen. Vereinzelt
konnen Perizyten nachgewiesen werden. Die daran anschlieBenden postkapillaren
Venolen werden von einer kontinuierlichen Endothelschicht ausgekleidet, sind in der
Regel jedoch nur sternformig von Perizyten umgeben. Von Ihnen geht die

Angiogenese aus (Hanahan et Folkman 1996).
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Die Endothelzellen decken einen Grofdteil der metabolischen Funktionen der Gefél3e
ab. Der Aufgabenbereich betrifft die Blutgerinnung, die Aufnahme und den Abbau der
Blutfette, die Regulierung der Permeabilitdt und die Synthese von Faser- und
Proteoglykankomponenten des umgebenden Bindegewebes. Im Weiteren exprimieren
sie eine Vielzahl von Adhasionsmolekilen, wie ICAM-1 und E-Selektin. Ebenfalls in
den Aufgabenbereich der Endothelzellen féllt die Beeinflussung der Dilatationsweite
durch Synthese von NO und Angiotensinase. Die Gefél3verengung wird durch die
Proteine Endothelin und Angiotensin Converting Enzym (ACE) gesteuert. Die
wichtigste Aufgabe im Zusammenhang mit der hier vorliegenden Arbeit ist die
Synthese von Angiogenesefaktoren und deren Rezeptoren (Drenckhahn 1994). Die
Fahigkeit der Endothelzellen zur Proliferation und Migration ermoglicht die
Aussprossung neuer Gefalde (Senger et al. 1996).

Die Basamembran bildet die Grenzschicht zum Bindegewebe. Sie bildet eine
Trennschicht und Barriere fir Zellen und Botenstoffe ins umgebende Gewebe, hat
aber keine metabolische Funktion.

Perizyten sind a's Stitzzellen der Gefal3e zu betrachten und umgeben die Kapillaren in
unterschiedlicher Dichte. Ubergédnge zu glatten Muskelzellen sind moglich (Nehls et
al. 1990).

1.5. Die Angiogenese

Die Angiogenese ist die Aussprossung neuer Geféal3e aus préexistierenden Kapillaren/
Venolen (Folkman 1971). Sie ist grundlegend von der Vaskulogenese zu
unterscheiden, welche die Neubildung der Gefdl3e im Embryo ist. Im Erwachsenen
findet keine Vaskulogenese mehr statt, sondern es handelt sich immer um
Angiogenese. Sie hat eine grole Bedeutung, nicht nur fir die Tumorentwicklung,
sondern auch bei der Wundheilung (Sandison 1932, Folkman et al. 1995b), der
Ovulation (Folkman et a. 1992a) und der diabetischen Retinopathie (Miller 1994)
sowie der rheumatischen Arthritis (Folkman 1995a).

Unter physiologischen Bedingungen ist nur jede 10.000ste, also 0,01% der
Endothelzellen, im Zelltellungszyklus (Hobson et Denekamp 1984, Hanahan et
Folkman 1996). Die Gefdl3e haben einen ausgeprégten Schutz vor Neubildung, der
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durch vielfétige Mechanismen scharf kontrolliert wird und nur unter besonderen

Bedingungen durchbrochen wird.

Um den Organismus vor ungehemmter Angiogenese zu schitzen, gibt es drei
grundlegende Mechanismen, die Endothelzelle in ihrer ruhenden Position zu halten.
Die extrazelluldare Matrix spielt durch Abfangen angiogenetischer Wachstumsfaktoren
eine Rolle und stabilisiert damit die Geféal3e in lhrer Umgebung (Vlodansky et
al. 1990). Die Perizyten bilden einen stabilisierenden Wall um die Gefal3e und halten
die Endothelzellen durch Zell-Zell Kontakte in einem nicht-proliferativen Stadium
(Folkman et Shing 1992b). Auf molekularer Ebene wirkt Angiostatin am starksten
gefaiBwachstumshemmend (O’Reilly et al. 1994), daneben wirken jedoch auch
Thrombospondin (Dameron et al. 1994) und das Tumorsuppresorgen p53 (Kang et al.
1997, Takahashi et al. 1998b) als antiangiogenetische Faktoren.

Die obengenannten Barrieren konnen unter besonderen Bedingungen durchbrochen
werden. Wihrend der Wundheilung kommt es bspw. zu einer Erhohung der
Zellteilungsrate der Endothelzellen, die jene der Knochenmarkszellen erreichen kann

(Folkman 1995b).

Die Angiogenese beginnt mit einer Vasodilatation, durch welche die Endothelzellen
empfindlicher fiir Wachstumsfaktoren werden (Folkman et Shing 1992b, Folkman et
al. 1995b). 1932 entdeckte Sandison, daf3 die Zellform mit dem Aktivitdtszustand der
Zellen zusammenhédngt (Sandison 1932). Auf dieser Idee aufbauend fand 1990
Ingberg heraus, daB3 durch Dehnung von Endothelzellen die DNA-Synthese deutlich
erhoht werden konnte. Bei Zugabe von basischem Fibroblasten Wachstumsfaktor
(bFGF) wuchsen die Endothelzellen in ein wesentlich groBeres Gewebeareal ein
(Ingberg 1990). Hypoxie ist ein weiterer aktivierender Parameter fiir die Angiogenese.
Bei diesem Weg der Aktivierung spielt vor allem VEGF als Mediator eine wichtige
Rolle (Keshet in Ischemia driven Angiogenese).

Die aufeinanderfolgenden Schritte der Angiogenese werden von verschiedenen
Wachstumsfaktoren gesteuert. Die VEGF-Proteinfamilie kann jedoch alle Schritte der
Angiogenese induzieren (Dvorak et al. 1995, Ergiin 1998, Millauer et al. 1993).

Wenn der angiogenetische Ansto gegeben wird, lost sich die Integritit der
Basallamina auf. Der Kontaktverlust zur Umgebung wirkt auf die Endothelzellen als
Proliferationsreiz. Verstirkt wird dieser Einflul durch Gefaliwachstumsfaktoren, z.B.

bFGF und VEGF. Ebenfalls iiber diesen Weg wird die Migration der Endothelzellen
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angeregt (sehe Abb.: 1 S.18). Wenn die entsprechenden angiogenetischen Faktoren
auf die Zellen einwirken, sprossen die Zellen aus und bilden eine Rohre. Die Fahigkeit
dazu ist genetisch determiniert (Folkman et Shing 1992b). Die Spitzen zweier Rohre
verbinden sich zu einer Gefél3schlaufe. Die Schlaufe ist fur die Durchblutung und die
Bildung eines neuen Gefél3netzes von Bedeutung (siehe Abb.: 2 S.19). Wenn die
Gefal3schlaufe entstanden ist, bildet sich die Basalmembran um das Endothel, und
Perizyten wandern ein (Hanahan et Folkman 1996, Folkman 1986). Teile der VEGF-
Proteinfamilie sind an diesem Reifungsprozel? maligeblich  beteiligt.
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Abbildung 1

a) normales stabiles Blutgefi b) Destabilisierung der
Gn:ml.‘;'aa‘r{l
¢) Proliferation von d) AussproBung
Endothelzellen neuer Gefibe

el

e) Swubilisierung der neuformierten
Bluigefibe

Abb. 1: Normales Blutgefald mit Endothel und einer dichten, das Endothel und die
Perizyten einschlief3enden Basallamina. Dieses zeigt einen stabilen Wandaufbau (a).
Wandaufbau mit der Destabilisierung der GefélRwand in Form von Fenestrierung (f),
Offnung der Tight junctions (tj) und Induzierung von transendothelialen Gaps (g)
sowie Lockerung der Basalamina (bl) mit der Folge von Kontaktverlust zwischen
dem Endothel und seiner Umgebung. Hiermit wird die Angiogenese eingeleitet (b). In
diesen Prozel} ist die Interaktion von VEGF mit seinem Rezeptor KDR mal3geblich
beteiligt. Es ist zu vermuten, dal3 Endothelzellen, die nun keinen Zellverband mehr
darstellen, sich wie Einzelzellen verhalten. Durch die zusétzliche Stimulation von
angiogenetischen Faktoren (z.B. VEGF) werden sie zur Mitose, also zur
Endothelzellproliferation angeregt (c). Die neu entstandenen Endothelzellen werden
ebenfalls unter Wirkung von angiogenetischen Faktoren zur
Migration angeregt, so dal? die ersten Schritte zu Formierung neuer Lumina erfolgen.
Hierin ist wahrscheinlich die Interaktion von VEGF mit seinem Rezeptor Flt-1
involviert (d). Als letzter Schritt setzt die Stabilisierung der neuformierten Blutgefalie
ein, an der offensichtlich Angiogeneseinhibitoren, hier Endostatin, mal3geblich
beteiligt sind (e) (Ergiin 1998).

Habilitation von Prof. Dr. S. Ergiin am Institut fir Anatomie Universitétskrankenhaus
Hamburg-Eppendorf
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Abbildung 2

A '} B
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,Ischemia driven Angiogenesis’, Keshet 2000
Abb. 2: Durch Hypoxie initiierte Angiogenese
A: durch Hypoxie angestoBene Neoangiogenese
B: neugebildeter Gefalplexus
C: durch Hyperoxie bedingte Reduktion der GefaB3plexus
D: Gefafreifung
Das Schaubild zeigt die positive und negative Riickkopplung in der Feinabstimmung
der Gefilineubildung durch die Sauerstoffmenge im Gewebe. Ebenfalls werden die

Reifungsprozesse durch die Perizyten gezeigt, welche bei gleichbleibendem

Sauerstoffniveau beginnen (Keshet 2000).
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1.6. Die Tumorangiogenese

Fir Tumoren ist es von besonderer Bedeutung, die Endothelzellen aus ihrer runenden
Position zur Proliferation anstof3en zu konnen, da ihre Progression ab einer Grole von
zwel bis vier Millimeter abhangig ist von der Einsprossung neuer Gefél3e. Die
Versorgung mit Sauerstoff und Na&hrstoffen ist sonst nicht mehr gewdhrleistet
(Folkman 1971, Hanahan et Folkman 1996). Um den Transport von Nahrstoffen zu
optimieren, sind die Tumorgefél3e besonders permeabel (Dvorak et ad 1979, Senger et
al. 1986). In pB-Zelltumoren des Pankreas bel Ratten konnte zum Beispiel Folkman
1989 nachweisen, dal3 die gleichmaliige Gefélwandstruktur aufgehoben war. Die
Basalmembran war unterbrochen und der Durchmesser des Lumens variierte stark.
Die Bildung dieser abnormen GefaRe konnte mit dem Ubergang von Hyperplasie zu
Neoplasie in Verbindung gebracht werden (Folkman et al. 1989). Die Stabilisierung ist
bei Tumorgeféen nicht von ausschlaggebender Bedeutung. So konnten sich in
Tumorgewebe nur vereinzelt Perizyten nachweisen lassen (Ergun 1998). Die
Hypothese ist, dal3, je schneller der Tumor wéchst, desto unreifer und damit
permeabler bleiben die Geféle. Von innen nach auflen veringert sich die
Schutzfunktion. Die Endothelzellen sind kurz nach dem neugebildeten Lumen noch
nicht so fest miteinander verbunden. Die Basalmembran weist noch keine
geschlossene Schicht auf und die Perizyten sind noch nicht in ausreichender Zahl
vorhanden, um lhre Schutzfunktion in vollem Umfang wahrnehmen zu kdnnen. Die
Hypothese ist, dal3 einer Tumorzellabsiedlung durch neugebildete Tumorgefalie
Vorschub geleistet werden konnte.

Tumore haben zum ersten Ma auf nicht vaskularisierter Kornea von Kaninchen
gezeigt, dal3 sie in der Lage dazu sind, Gefél3e aussprossen zu lassen (Folkman 1986).
Als angiogenetisches Mitogen wurde der basische Fibroblasten Wachstumsfaktor
(bFGF) nachgewiesen (Shing et al. 1984). Kurz darauf wurde der saure Fibroblasten
Wachstumsfaktor (aFGF) entdeckt. Beide gehéren zu einer Familie von Heparin
bindenden Faktoren ebenso wie VEGF, welches zunédchst durch seine permeabilitéts-
steigernde Funktion auf sich aufmerksam machte. Alle drei Faktoren kommen in
normalem sowie in Tumorgewebe vor und haben eine starke angiogenetische Potenz.
Die VEGF-Proteinfamilie ist jedoch die enzige, welche ene vollstandige
Geféaineubildung induzieren kann. Dieses ist fur den Progress maligner Tumore von
besonderer Bedeutung.
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Fir die Steuerung der Neoangiogenese ist neben der Steigerung der
proangiogenetischen Faktoren die Unterdriickung der inhibitorischen Seite wichtig.
o-Interferon war die erste Substanz, bei der festgestellt wurde, da3 se die
Zellmigration hemmt und so hemmenden Einflul auf die Angiogenese hat (Brouty-
Boye et Zetter 1980). Unter einer Vielzahl von inhibitorischen Proteinen ist
Angiostatin eines der am starksten wirksamen Proteine (O’Reilly et al. 1994).

Die biologische Relevanz der Neoangiogenese bei malignen Tumoren wird durch die
signifikante Korrelation der Gefdf3dichte mit klinisch pathologischen Parametern wie
dem Tumorstadium und der Prognose verdeutlicht (Weidner et al. 1991, Horak et al.

1992, Macchiarini et al. 1992, Takahashi et al. 1997).

Fiir viele Karzinome konnte bereits ein Zusammenhang von der Gefdf3dichte mit dem
Fortschreiten der Erkrankung dargelegt werden. Sie korreliert mit einem
fortgeschrittenen Tumorstadium bspw. in Lungenzellkarzinomen (Macchiarini et al.
1992). Ebenso konnte bei Mamma-Karzinomen die GefiaBdichte als unabhingiges
Kriterium beziiglich des Lymphknotenstatus sowie der Mikrometastasierung ins
Knochenmark beschrieben werden (Horak et al. 1992). Bei Osophaguskarzinomen
korrelierte eine vermehrte Infiltrationstiefe mit einer erhdhten Gefdfizahl (Tanigawa et

al. 1997).

1.7. Die Struktur und Funktion der VEGF-Familie

VEGEF ist eine Familie von endothelspezifischen Wachstumsfaktoren und hat eine
Schliisselposition in angiogenetischen Prozessen (Ferarra et Davis-Smith 1997). 1979
wurde von Dvorak eine Hyperpermeabilitit von TumorgefdBen fiir Albumin
nachgewiesen, nachdem Fibrin auBBerhalb des GefaBlumens, also im Tumorgewebe,
gefunden worden war (Dvorak et al. 1979). Aus Zellen eines hepatozelluldren
Karzinoms konnte Senger 1983 den Gefdl3-Permeabilitits-Faktor VPF (vascular
permeability factor) isolieren, welchen man fiir die Hyperpermeabilitit verantwortlich

machte (Senger et al. 1983).

1989 wurde von Leung erstmals VEGF (vascular endothelial growth factor) als

endothelspezifischer Wachstumsfaktor beschriecben und aus bovinen pituitar
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follikuld&ren Zellen isoliert. Durch die paralele Verdffentlichung der
Aminosauresequenz von VPF (Keck et a. 1989) und VEGF (Leung et a. 1989) stellte
sich heraus, dal3 beide von demselben Gen kodiert werden. Im Folgenden werde ich
nur noch von VEGF schreiben. In der weiteren Forschung fand sich eine ganze VEGF-
Proteinfamilie. Sie umfaldt bis heute eine Anzahl von funf Proteinen, die mit den
Buchstaben A-E versehen wurden.

VEGF-A ig ein ca 46 kDa groles homodimeres Glykoprotein, welches sich durch
aternatives Splicing in sechs Isoformen mit unterschiedlicher Wirkung und Funktion
aufteilt. Die kurzen Splicingvarianten VEGF121 145 165 SiNd 16dlich, werden von den
Zellen sezerniert und binden Heparinsulfate weniger fest, wahrend die langeren
Formen VEGF g3 189206 fester an die extrazellulére Matrix gebunden sind und nicht als
frele Mitogene wirken kdnnen (Ferrara 1999).

VEGF-B hat ein Molekulargewicht von 23 und 34 kDa. Es kann mit VEGF-A ein
Heterodimer bilden und wird in Herz- und Skelettmuskulatur, Pankreas- und
Prostatagewebe exprimiert. Beide kommen haufig gemeinsam vor und sind
endothel zellspezifisch (Salven 1998).

VEGF-C bildet aus seinen Polypeptiden von 29 und 31 kDa ein Homodimer, welches
die Endothelzellmigration der LymphgefaRie veranlat. Uber den VEGF-Rezeptor 3
(FLT-4) wirkt es lymphgefa3spezifisch (Salven et a. 1998, Jeltsch et al. 1997).

Die Funktion des VEGF-D wird dhnlich der von VEGF-C auf die Lymphangiogenese
gesehen, von dieser aber als unabhangig bewertet (Onogawa et al. 2004).

VEGF-E hat seine angiogenetische Wirkung Uber den VEGF-Rezeptor 2. Die
Forschungen zeigen eine hohe Potenz und lassen auf einen guten klinischen Einsatz
hoffen (Shibuya 2003).

VEGF-A und B wirken Uber die Rezeptoren VEGFR-1 (Flt-1, fms like tyrosinkinase)
und VEGFR-2 (FIk-1, fetal liver kinase, KDR) spezifisch auf Endothelzellen (Millauer
et al. 1993). Es handelt sich um Rezeptoren mit einer sieben Immunglobulin Domane
extrazelluldr und einer tyrosinkinase Domaéne intrazellular zur Signaltransduktion
(DeVrieset a. 1992, Kanno et a. 2000).

In den meisten Tumoren konnte in Studien mit In-situ-Hybridisierung eine
Hochregulierung von VEGF mRNA gezeigt werden. Dazu gehéren beispielsweise
Brust-, Blasen-, Nieren- und Ovarid-Karzinome sowie Tumore des Gastro-
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intestinaltrakts (Ferrara et Keyt 1997). In alen Féllen war die mRNA von VEGF nur
in Tumorzellen, nicht jedoch in Endothelzellen nachweisbar. Das VEGF-Protein
dagegen it ds Ligand gebunden auf Endothelzellen detektierbar (Plate et a. 1992).
Dieses &3t den Schlul? nach einer parakrinen Wirkung von VEGF zu (Ferrara et al.
1992).

Bel vielen Tumoren kann eine erhdhte Expression von VEGF detektiert werden.
Beispiele dafir sind die oralen Plattenepithelzell-Karzinome (Maeda et al. 1998,
Eisma et a. 1997), das Osophaguskarzinom (Uchida et al. 1998, Inoue et a. 1997),
das Magen- (Takahashi et a. 1996, Saito et a. 1999) und Colon- bzw. Colorektale-
Karzinom

(Takahashi et al. 1997, Landriscina et a. 1998). Im Welteren ist das Glioblastom (Kim
et al. 1993, Moriyamaet al. 1998), das Mammakarzinom (Anan et a. 1998), Lindholm
et a. 1998), das hepatozellulare Karzinom (Yamaguchi et al. 1998), das Prostata-
(Ferrer et al. 1998) und Lungenkarzinom (Ohta et al. 2000) zu erwahnen, die in der
Literatur ds VEGF positiv beschrieben werden. Die Expression von VEGF hat jeweils
eine prognostische Relevanz.

1.8. Die Metastasierung und Einzel zelldissemination

Die Idee der Einzelzelldissemination wurde 1889 von Paget aufgebracht (Paget 1889).
Die Theorie war, dal3 sich einzelne Zellen aus dem Tumorverband l6sen und an
anderer Stelle einnisten. Es sind verschiedene Verfahren entwickelt worden, in
Lymphknoten oder im Knochenmark einzelne Tumorzellen nachzuweisen (Pantel et
al. 19933, Torban et a. 1996, Izbicki et a. 1997).

Trotz operativer Therapie maligner Tumore in kurativer Intention mufd davon
ausgegangen werden, dal3 es in vielen Fdlen bereits zum OP-Zeitpunkt zu einer
Tumorzelldissemination gekommen ist, die mit den konventionellen Staging
Verfahren jedoch nicht nachweisbar ist. Die Entwicklung immunhistochemischer
Detektionsverfahren mit monoklonalen Antikérpern hat in jungster Zeit den Nachweis
isolierter Tumorzellen in mesenchymalen Geweben erméglicht (Pantel et al. 1993b,
Fidler et Ellis 1994, Izbicki et a. 1997).
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In der hier vorliegenden Studie wurde der monoklonale Antikorper Ber-EP4
verwendet, um die Einzelzelldissemination in Lymphknoten zu erfassen (Gaffey et al.
1992, Izbicki et a.1997). Fur die Detektion von Einzelzellen im Knochenmark wurde
der panzytokeratin Antikdrper A45 von Micromet Minchen verwendet (Torban et al.
1996). In einer friheren Studie dieses Instituts korrelierte die Einzelzelldissemination
signifikant mit einer verringerten Uberlebensrate und einem verkiirzten rezidivireien
Intervall (I1zbicki et al.1997).

Bel Patienten mit Mammakarzinomen wurde von der Ludwig-Breast-Cancer-Study-
Group gezeigt, dal? sich die Prognose bel Patientinnen mit einem pNo eingestuften
Tumor deutlich verschlechterte und das rezidivfreie Intervall wesentlich verkirzt war,
wenn immunhistochemisch einzelne Tumorzellen in Lymphknoten gefunden werden
konnten (Ludwig-Breast-Cancer-Study-Group 1990). Bei Patienten mit Osophagus-
karzinomen und Bronchialkarzinomen konnte die prognostische Bedeutung von
Mikrometastasen in regionalen Lymphknoten von Izbicki 1997 nachgewiesen werden
(Pantel et al. 19934, Izbicki et al. 1997). Eine Verschlechterung der Prognose konnte
bei einer zusdtzlich hohen VEGF-Expression festgestellt werden (Ohta et al. 2000).

In das Knochenmark disseminierte Tumorzellen wurden unter anderem von Thorban
1996 detektiert und konnten wie die disseminierten Einzelzellen in Lymphknoten, mit
einem friheren Rezidiv und einer verkirzten Uberlebenszeit korreliert werden
(Thorban et a. 1996).

Bezlglich der Einzelzelldissemination maligner Tumore wurde von verschiedenen
Arbeitsgruppen postuliert, dal3 zwischen der Neoangiogenese maligner Tumore und
der Tumorzelldissemination ein Zusammenhang besteht. Inhibierende VEGF-
Antikorper konnten an einem Maus-Modell zeigen, dal3 die Tumorzelldissemination
verringert war. Nacktmausen wurden Zellen eines Epidermoidzellkarzinoms subkutan
gespritzt und die Einzelzelldissemination in den inneren Organen immunhisto-
chemisch nach sechs Wochen beurtellt. Mé&use, die mit Anti-VEGF-Antikdrpern
behandelt wurden, hatten deutlich kleinere Tumoren und signifikant weniger
Metastasen (Melnyk et al. 1996).

Im Umkehrschlul3 haben wir die Hypothese aufgestellt, dal3d mit einer vermehrten
VEGF-Expression im Tumor nicht nur die Angiogenese angeregt, sondern auch die
Permeabilitdt der Gefél3e erhoht sein kdonnte und damit die Dissemination der
Tumorzellen in das Gefélisystem erleichtert sein konnte. Um dieses experimentell

nachweisen zu kdnnen, haben wir in unserem Institut ein immunhistochemisches

26



Verfahren etabliert, um die VEGF Expression auf Osophagus Priméartumoren
darzustellen. Diese Ergebnisse wurden dann mit dem immunhistochemischen
Nachweis von Einzelzellen in Lymphknoten und Knochenmark korreliert. Des
Weiteren haben wir durch immunhistochemische Geféimarkierung den Zusammen-
hang der Gefadichte mit der VEGF-Expression und der Einzelzell-dissemination
anaysiert. Eine Arbeit von Ohta aus dem Jahre 2000 bestétigte unser Interesse, denn
er konnte den Zusammenhang der VEGF-Expression mit nodaler Mikrometastasierung
am Bronchialkarzinom nachweisen (Ohta et al. 2000).

1.9. Ziel der Arbeit

Die Prognose des Osophaguskarzinoms ist trotz verbesserter Operationstechniken und
intensivierter peri-operativer Betreuung der Patienten weiterhin schlecht. Auch durch
adjuvante und neoadjuvante Therapien konnte die Fiinf-Jahres-Uberlebens-Rate in den
vergangenen Jahrzehnten nicht entscheidend verbessert werden. In  diesem
Zusammenhang hat uns die okkulte Einzelzelldissemination von Tumorzellen in
Lymphknoten und Knochenmark interessiert. Bereits zum Zeitpunkt der Operation
finden sich bel einer Gruppe von Patienten einzelne Tumorzellen, die nicht mit den
konventionellen histopathologischen Methoden detektiert werden kénnen. Um der
Genese dieser Frihdissemination nachzugehen, haben wir neben der Detektion der
Tumoreinzelzellen in Lymphknoten und im Knochenmark, das angiogenetisch
hochpotente Protein VEGF untersucht. Die Protein-Familie, als deren erstes Protein
VEGF-A entdeckt wurde, initiiert die Angiogenese und ist fir den Abschluld der
Gefdlbildung verantwortlich. Die neu gebildeten Gefél3e sind noch unreif und die
Permeabilitét ist erhoht. Dieses kdnnte einer Tumoreinzel zelldissemination Vorschub
leisten. Es soll in dieser Arbeit der Frage nachgegangen werden, welcher
Zusammenhang zwischen der VEGF-Expression und der Gefélneubildung besteht
sowie die Auswirkung auf den Tumorprogress beurteilt werden. Ebenfalls wird die
Frage ertrtert, ob der Gefalneubildung ein direkter Einfluld auf die

Einzel zel | di ssemination nachzuweisen ist.
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2. Material und Methoden

2.1. Charakterisierung der Patienten und der Osophaguskarzinome

Im Zeitraum von 1992 bis 1999 wurden 183 Patienten mit Osophaguskarzinom im
Universitatskrankenhaus Hamburg-Eppendorf  operiert. Wie von der Ethik-
Kommission der Arztekammer Hamburg genehmigt, wurden bei allen Patienten, die
nach ausfuhrlicher Aufklérung ihr schriftliches Einverstandnis gegeben hatten,
systematisch intraoperativ Gewebeproben asserviert. Von diesen war bel 78 Patienten
ausreichendes Gewebe vorhanden, um in die Studie eingeschlossen zu werden. Die
Primértumoren wurden bezlglich ihrer VEGF-Expression und der Gefdldichte in

,,Hot-Spot“-Regionen immunhistochemisch untersucht.

Im Rahmen der Lymphadenektomie wurden insgesamt 1428 Lymphknoten zur
konventionellen histopathologischen Untersuchung entnommen und eingeschickt.
Dieses entspricht im Mittel ca. 18 Lymphknoten pro Patient. 437 Lymphknoten
wurden histopathologisch tumorfrei eingestuft. Diese wurden in unserem Labor unter
Verwendung eines verfeinerten immunhistochemischen Verfahrens mit dem
monoklonalen Antikorper BerEP-4 auf das Vorhandensein disseminierter epithelialer
Tumorzellen analysiert. Von 62 Patienten wurde ein Knochenmarkaspirat entnommen,
welches immunhistochemisch mit dem Panzytokeratin Antikdrper A45 (Micromet,

Miinchen) auf Tumoreinzelzellen untersucht wurde.

Uber die Operationsmethode zur Resektion des Osophaguskarzinoms wurde in-
dividuell entschieden. Insgesamt erhielten 28 Patienten (36,8%) eine En-bloc-
Resektion nach Skinner und 50 (63,2 %) wurden transhiatal nach Orringer reseziert

(Skinner 1983, Orringer 1984).

An der Studie nahmen 78 Patienten teil. Davon waren 22 (28,2 %) Frauen und 56
(71,8 %) Ménner. Das entspricht einem Verhéltnis Frauen zu Méanner von 1 : 2,5 .

Zum Zeitpunkt der Operation lag das Alter der Patienten zwischen 34 und 77 Jahren.
das mittlere Alter betrug 60,6 Jahre (Grafik 1 Seite 27).
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Grafik 1: Altersverteilung
Patientencharakteristika (n = 78)

Geschlecht Patientenzahl gesamt (n = 78) Prozent (%)
Mannlich 50 71,8 %
Weiblich 22 28,2 %
Zdltyp
Plattenepithelkarzinom 50 64,1 %
Adenokarzinom 28 35,9 %
Differenzierungsgrad
G | 0 0,0 %
Gl 47 60,3 %
Gl 31 39,7 %
Tumorlokalisation
oberes  Drittel 10 12,8 %
mittleres Drittel 27 34,6 %
unteres Drittel 41 52,6 %

Tabelle 1: Patientencharakteristika
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Einen plattenepithelialen Ursprung wiesen 50 (64,1 %) der Karzinome auf, wahrend es
sich bel 28 (35,9 %) um Adenokarzinome handelte. Im oberen Drittel der Speiserthre
waren 12,8 % (10/78) lokalisiert, 34,6 % (27/78) sal3en im mittleren Drittel wahrend
52,6 % (41/78) im unteren Drittel des Osophagus lokalisiert waren.

Die Patienten wurden postoperativ gemal3 der 5. Auflage der TNM-Klassifikation und
der ,,Union International Contre Cancer (UICC)* eingestuft. 12 Patienten (15,4 %)
hatten ein T; gestagten Tumor, bel 18 (23,1 %) Patienten wurde der Tumor T, ein-
gestuft; wahrend 47 (60,3 %) Tumore as T3 beschrieben wurden. 1 Patient (1,3 %)
hatte ein T, eingestuftes Osophaguskarzinom. 49 (62,8 %) der Karzinome hatten
histopathologisch eine regionale Lymphknoten-Metastasierung, 29 (37,2%) der

Tumore wurden als N eingestuft.

TNM-Stadien
TNM-Stadium Patienten gesamt 78 (100 %)
pT1 12 (15,4 %)
pT2 18 (23,1 %)
pTs 47 (60,3 %)
pTa 1(1,3%)
No 29 (37,2 %)
N 49 (62,8 %)

Tabelle 2: TNM-Stadien
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UICC-Stadien

Tumorstadium Patientenzahl Prozent
Stadium | 9 11,5%
Stadium Ila 20 25,6 %
Stadium 11b 15 19,2 %
Stadium 111 34 43,7 %
78 100,0 %

Tabelle 3: UICC-Stadien

Einen maliggradig differenzierten Tumor (G2) hatten 47 Patienten (60,3 %), wahrend
sich bel 31 Patienten (39,7 %) ein gering differenzierter Tumor (Gg) zeigte.

Peri-operativ, d.h. innerhadb der ersten 30 Tage postoperativ, verstarben auf der
Intensivstation 7 Patienten (9 %).

Die Nachuntersuchung der operierten Patienten erfolgte regelméidig alle drel Monate
in den ersten zwel Jahren, wobei sie im ersten Jahr vom Universitétskrankenhaus
Hamburg-Eppendorf und im weiteren Verlauf von den behandelnden Hausdrzten
durchgefiihrt wurde. Nach dem dritten Jahr verlangerte sich das Intervall auf sechs
Monate. Die Befunde wurden in regelméfdigen Abstéanden schriftlich von unserem
Labor bei den Hausérzten erfragt, soweit die Untersuchung nicht im Universitéts-
krankenhaus Hamburg-Eppendorf durchgefihrt wurde. Die Nachuntersuchung
beinhaltete eine koérperliche Untersuchung, eine Rontgenuntersuchung des Thorax,
eine Osophagogastroskopie mit Endosonographie, eine abdominelle Ultraschall-
untersuchung, eine Computertomographie des Thorax und Abdomen sowie eine
Knochenszintigraphie. Zudem wurden die Serumspiegel der Tumormarker CEA, SCC,
CA-19-9 bel den Patienten, bel denen diese préoperativ erhdht waren, bei jeder
Nachuntersuchung kontrolliert.

Die mittlere Beobachtungszeit betrug 17,4 Monate (1 bis 101). Tumorbedingt starben
25 Patienten (34,7 %), wahrend 13 Patienten (16,7 %) nicht-tumor-bedingt im Be-
obachtungszeitraum verstarben. Bei 30 Patienten (38,4%) wurde ein Rezidiv
nachgewiesen, wovon 21 Patienten ein Lokalrezidiv hatten, wéhrend 22 Patienten

(28,20 %) eine Fernmetastase im Laufe der Beobachtungszeit entwickelten. Das
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Auftreten von einem Lokalrezidiv mit Fernmetastasen wurde in 12,8 % (10/78) der
Fale festgestellt.

2.2. Gewebeprobengewinnung und Asservierung

Intraoperativ wurden représentative Proben des Primértumors enthommen, in Tissue
Tek (Miles Inc. Code 4583) gebettet und vor Ort in flussigem Stickstoff
schockgefroren. Die anschlief3ende Lagerung bis zum Schneiden der Prdparate im
Kryotom erfolgte bei —80°C. Geschnittene Praparate wurden kurzzeitig bei —20°C bis

zur immunhistochemischen Untersuchung verwahrt.

Mindestens ein Lymphknoten wurde aus jeder der sechs definierten
Lymphknotenstationen vom Operateur entnommen und geteilt. Die Lymphknoten
wurden nach dem von Casson modifizierten Schema der ,,American Thoracic Society*
den anatomischen Regionen zugeordnet (Casson et al.1994). Die eine Hilfte des
Lymphknotens wurde in fliissigem Stickstoff flir die immunhistochemische Analyse
schockgefroren, wéhrend die andere Hélfte auf Formalin der konventionellen

histopathologischen Untersuchung zugefiihrt wurde.

Folgende Lymphknotenstationen wurden definiert :

e mediastina: Tumor nah, crania und distal des Tumors,
e abdominell: perigastral, an der Arteria hepatica communis sowie am Truncus
coeliacus.

Fir die immunhistochemische Verarbeitung wurden die Gewebeblocke in einem
Kryotom ca 5-7 m dick geschnitten und auf Haftobjekttrager (Histobond
Marienfeld Cat. No. 901236) aufgetragen. Von den Lymphknoten wurden 6
Serienschnitte in der Dicke 6-8um in je drel Ebenen angefertigt und auf die
Haftobjekttrager aufgebracht.

Zur Beurteilung des Knochenmarks wurde intraoperativ ein Knochenmarkaspirat
(10mL) aus dem Beckenkamm (Spina iliaca anterior superior) entnommen.

Das Knochenmark wurde mit 1ImL Heparin versetzt und unmittelbar im chirurgischen
Forschungslabor weliter bearbeitet.
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Zunéchst folgte eine Entfettung mit Hanks Solution (1:1). Nach 10 Minuten
zentrifugieren bei 850n wurde der Uberstand sorgfaltig abpipettiert und verworfen.

Das Zellpellet wurde mit 20mL PBS Puffer aufgeschwemmt und mit 20mL Ficoll
Uberschichtet. Nach 35 Minuten zentrifugieren bel 1500n wurde die mittlere Phase
abpipettiert und in ein sauberes 50mL Rohrchen Gberfihrt.

Die obere Phase ist fettig, die mittlere und gewilinschte Phase enthdlt die Leukozyten,
wéhrend die untere Phase vor dlem aus Erytrozyten und grofderen korpuskuléren
Anteilen besteht.

Das Zdllpellet der mittleren Phase wurde dreimalig mit 20mL PBS Puffer gewaschen
(Zentrifugation jeweils 10 Minuten bei 680n).

Der letzte Uberstand wurde dekantiert und 10 L Zellsuspension wurden mit 10 L
Trypanblau gemischt. In der Neubauer-Zahlkammer wurde die Anzahl der Leukozyten

bestimmit.

Die Zellsuspension wurde auf 100.000 Zellen/100 L verdiinnt. Pro Zytospine-
Objekttrager wurden 500.000 Zellen zentrifugiert (2x250.000). Der Objekttrager
wurde fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur luftgetrocknet und anschlieBend bei —20°C

bis zur immunhistochemischen Farbung gelagert.

2.3. Immunhistochemische Farbemethoden

Fir die Fiarbung des VEGF-Antigens wurde die Avidin-Biotinkomplex-Methode
gewihlt, da sie ein sehr sensitives und gewebeschonendes Verfahren ist. Es besteht
kaum eine Gefahr der Denaturierung durch Enzymreaktion, da es nicht zu einer
kovalenten Bindung kommt, sondern sich ein Komplex zwischen Avidin bzw.
Streptavidin und Biotin ausbildet. Auf Grund der hohen Affinitét von Avidin zu Biotin
eignete sich dieses Verfahren besonders gut flir den Nachweis von gering exprimierten

Antigenen.

Demgegeniiber war die bessere Detektierbarkeit der GefdBle ausschlaggebend fiir die
Entscheidung, die APAAP-Methode fiir CD31 als GefdBmarker zu nutzen. Die

leuchtend rote Farbe des verwendeten Neufuchsin konnte auch in niedrigeren
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Intensitdten noch eindeutig erkannt werden. Es ist ebenfals ein schonendes
Farbeverfahren, da es auf die chemische Konjugation verzichtet und allein auf einer
Antigen-Antikorper-Reaktion beruht.

2.3.1. ABC-Férbung fur VEGF-A

Fur die immunhistochemische Darstellung wurde ein aufeinander abgestimmtes
Komplettprotokoll von Dako (Dako detection kit; Code Nr. K5001) verwendet.

Die Praparate wurden fir 30 Minuten be Raumtemperatur luftgetrocknet und
anschlief3end fur 10 Sekunden in Aceton fixiert.

Ein dreimaliges Waschen erfolgte mit PBS-Puffer bei pH 7,4.

Zur Reduzierung von unspezifischen Peroxidasen des Gewebes wurden die Schnitte in
4°C kaltem, 1,2 %igem H,0, (Merk)/Methanol (Merk)-Gemisch 5 Minuten oxidiert.
Das folgende Waschen wurde mit einmaligem Spulen in destilliertem Wasser
begonnen. Die weiteren Spulungen wurden mit dem PBS-Puffer durchgefihrt, um das

Ausgangsmilieu von pH 7,4 wieder zu erreichen.
Die Antikorper-Inkubationen erfolgten immer in einer feuchten Kammer.

Mit Avidin und Biotin (blocking kit; Dako) wurde jewells fir 20 Minuten inkubiert,
um eine Abséttigung der endogenen Biotine zu erreichen. Zwischen diesen beiden

Schritten wurde nur einmalig gewaschen.

Zur Senkung der Hintergrundfarbung wurden die Proben 30 Minuten mit 1:10
verdinntem AB-Serum (Biotest, Cat. No. 805135, Germany) behandelt. Nach diesem
Schritt wurde nicht gewaschen, sondern nach dem Abklopfen des Objekttragers direkt
der VEGF Primérantikorper (Santa Cruz Biothechnology cat#sc 507, polyklonal) mit
einer Verdinnung 1:125 (1,6 g/mL) in PBS aufgetragen und {iber Nacht bei 4°C im
Kiihlschrank inkubiert.

Es folgte die Anwendung des Dako Detection Kit’s, welches aus einem biotinylierten
Sekundarantikorper gegen Maus und Kaninchen, Streptavidin sowie einem DAB
Substrat und der entsprechenden  Verdiinnungsfliissigkeit besteht.  Der
Sekundérantikorper sowie das Streptavidin hatten eine Einwirkzeit von 30 Minuten

mit jeweils dreimaligem Waschen in PBS zwischen den Arbeitsschritten.
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Die Reaktionszeit fur das DAB betrug 5 Minuten. An diese Prozedur schlofd sich die

Kerngegenfiarbung mit Meyer’s Hdmalaun und das Eindeckeln mit Deckgldsern an.

2.3.2. APAAP-Farbung fir CD31

Die Objekttrager wurden 30 Minuten luftgetrocknet und 10 Sekunden in Aceton
fixiert. Ein dreimaliger Waschvorgang erfolgte mit Tris-Puffer bel einem pH von 7,4.

Zur Reduktion des Hintergrundes wurden die Préparate mit verdinntem AB-Serum
(Biotest, 1:10 in Tris-Puffer) fur 30 Minuten unspezifisch gebl ockt.

Nach Abklopfen des AB-Serums von den Objekttragern wurde der Primérantikorper
CD31 (DAKO Code M 0823, clone JC70A) in einer Verdiunnung 1:1500 (0,27ug/mL)
in Tris-Puffer fur 75 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen mit Tris-Puffer (pH 7,4) wurde mit dem Kaninchen-Anti-
Maus Bruckenantikorper (Dako Code Z 259) in einer Verdinnung 1:50 (64ug/mL) for
30 Minuten inkubiert. Es folgte ein einmaliger Waschgang.

Anschlief3end wurde das APAAP-Substrat (Dako Code D 651 Clone AP7/6/7) in einer
Verdinnung 1:100 (1pg/mL) fur 30 Minuten inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
erfolgte die Farbentwicklung mit Levamisol (Sigma-Aldrich Chemie L-9756)
Neufuchsin-Substrat (Sigma N 0638, 59 in 100mL 2N HCI) bei Raumtemperatur fur
30 Minuten im Dunkeln.

2.3.3. APAAP-Farbung fur Ber-Ep4

Es wurde das gleiche Protokoll wie fir CD31 verwendet. Die Inkubationszeit fur den
Primérantikorper betrug jedoch nur 45 Minuten. Der Ber-Ep4 Antikorper (DAKO
Code M 804) wurde mit einer Verdinnung von 1:400 (0,625ug/mL) eingesetzt.

Als Positivkontrolle zum Ausschluld falsch negativer Ergebnisse diente Kolonmukosa,
welche Ber-Ep4 positiv ist. Be jedem Farbedurchgang wurde deshalb ein
Kolonmukosa Préparat mitgefuhrt. Alle Primartumoren wurden auf Ber-EP4
Positivitét kontrolliert (Latza et a. 1990).
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2.3.4. APAAP-Farbung fur A45-B/B4

Der verwendete panzytokeratin Antikorper A45-B/B3 von Micromet Munchen,
Deutschland, ist ein 1gG1l Immunglobulin. Es wurde in einer Konzentration von
(5ug/mL) verwendet. Die Primdarantikorper-Inkubationszeit betrug 45 Minuten bei
Raumtemperatur (Thorban et al. 1996).

Bel dlen Farbemethoden, die fur diese Arbeit durchgefihrt wurden, verwendeten wir
als Kern-Gegenfarbung Meyer’s Hamalaun fiir 5-10 Minuten. Es wurde dreimalig mit
destilliertem Wasser gewaschen, ehe die Blduung durch Einwirkung von flieBendem

Leitungswasser nach ca. 10 Minuten erreicht wurde.

Alle Préparate wurden mit Kaisers Glyceringelatine (Merck) eingedeckelt.

2.4. Herstellung von den Puffern und Levamisol-Substrat

PBS-Puffer

17,8g NapHPO, (Binatriumhydrigenphosphat) und 16,0g NaCl (Natriumchlorid)
werden in 2L Aquadest. aufgel6st und der pH auf 7,4 mit verdiinnter HCI (Salzséure)
bzw. NaOH (Natronlauge) eingestellt.

Tris-Puffer
12,1g Tris und 17,0g NaCl werden in 2L Aqua dest. aufgel 6st, anschlief3end wird der
pH-Wert mit verdinnter HCl auf 7,4 eingestellt.

L evamisol/Neufuchsin-Substrat

Fur die Herstellung des Substrats fur eine Kivette werden 150mL Tris-Puffer (1,21g
Tris, 1,70g NaCl in 200mL Aqua dest.) mit einem pH 8,24 benttigt. In diesem Puffer
werden 0,06g Levamisol gelost. Parallel dazu werden 0,025g Naphthol-bi-Phosphat
(Sigma N 2250) in 0,75mL Dimethylformamid (Sigma D 4254) gelost. In einem
weiteren Gefal3 wurden 0,3g Natriumnitrit (Sigma S 2252) in 7,5mL Aqua dest. gel0st.
Zu dieser Losung wurden 300 L Neufuchsin-Losung (5g Neufuchsin in 100mL 2N
HCI gelost) gegeben. Alle drei Losungen werden zusammengegeben und im Dunkeln
durch einen Papierfilter filtriert. AnschlieBend werden die Praparate fiir 30 Minuten in

einer Kivette im Dunkeln inkubiert.
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Zur lichtmikroskopischen Auswertung der Préparate und zur Erstellung der
histol ogischen Fotos wurde ein Mikroskop der Firma Olympus (BH>) verwendet.

2.5. Primérantikorper

25.1. VEGF

Fur die Darstellung von VEGF wurde der polyklonale Kaninchen-Antikorper VEGF
(147) (Santa Cruz Biotechnologie Code SC 507) verwendet. Die Aminosduren 1-140
des menschlichen Proteins werden erkannt, so dal3 auch die Splicing-Varianten mit
einer Lange von 121, 165 und 189 Aminosauren erkannt werden. Es handelt sich um
einen 1gG Antikdrper. Die Splicing Varianten 121, 147, 165 und 189 gehdren der
Familie des VEGF-A an.

Die Verdinnung von 1:125 (1,6 g/mL) wurde mit Hilfe einer Verdiinnungsreihe an
15 Osophagus-Primirtumoren in einer Verdiinnung von 1:10-1:300 ermittelt. Als
interne  Positivkontrolle wurde endogene glatte Muskulatur verwendet. Als
Negativkontrolle wurde die Firbung ohne Verwendung des Primérantikorpers

durchgefiihrt.

2.5.2.CD31

Zur Darstellung der Gefdlle wurde der monoklonale CD31-Antikérper von DAKO
Déanemark (Code M 0823 clone JC/70A) verwendet.

CD3L1 ist mit PECAM-1 sowie dem JC70-Antikorper identisch (Parums et al. 1990,
Buckley et a. 1996, Horak et a. 1992). Es gehtrt zur Superfamilie der
Immunglobuline mit Zelladhdsionseigenschaften. Es handelt sich um ein
transmembranes Glykoprotein des Isotypen 1gG: kappa, mit einem Molekilgewicht
von 130kDa, welches spezifisch auf Endothelzellen exprimiert wird. CD31 ist ein
Adhasionsmolekiil, welches aus drei funktionell wichtigen Untereinheiten besteht.
Diese sind aufgetellt in enen cytoplasmatischen, transmembrantsen und
extrazelluldren Anteil. Nur gemeinsam haben sie eine Signalwirkung (Sun et al. 2000).
Sowohl in normalen als auch tumorassoziierten Gefdllen ist es mit Beginn der
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Neoangiogenese reprasentiert. Neben der Endothelzell-Adhasion spielt CD31 eine
wichtige Rolle bei Leukozyten-Endothel-Adh&sion und daraus folgend der
transendothelialen Migration (Buckley et al. 1996).

Fur die Gefaidichtezdhlung wurde eine Verdinnung von 1:1500 (0,27ug/mL) durch
eine  Vedinnungsrethe mit  ener Spanne von  1:50-1:2000 an 5

Kolonmukosapraparaten ermittelt.

2.5.3. Ber-Ep4d

Ber-Ep4 ist ein monoklonaler Antikérper (DAKO M 0804) gegen ein epitheliaes
Glykoprotein von 34 und 49 kD (Kato et a. 1991). Er gehdrt zu der 1gG; kappa
Immunglobulinfamilie. Das Glykoprotein ist représentiert auf der Oberflache und im
Zytoplasma aler Zellen epithelialen Ursprungs, mit Ausnahme von Parietalzellen,
Hepatozyten und epidermalen Keratinozyten der apikalen Plattenepithelschicht (Latza
et al. 1990, Kato et a. 1991). Die Funktion ist bis jetzt noch nicht geklart. Das ubi-
quitdre Vorkommen auf epithelialen Zellen, auch bel entdifferenzierten Karzinomen,
macht das Glykoprotein fur die Detektion von Mikrometastasen in Lymphknoten
besonders geeignet (Pantel et al. 1995, Latza et al. 1990). Erkannt werden von BER-
Ep4 auch Zellen von Adenokarzinomen und teilweise malignen Melanomen (Gaffey et
a. 1992), nicht jedoch das lymphatische Gewebe (Pantel et al. 1993b, Pasdslick et al.
1994).

2.5.4. AA5-B/B4

Der Antikorper A45-B/B3 von Micromet Munchen, Deutschland ist ein 1gG1
Immunglobulin, welches die Zytokeratine 8, 18 und 19 erkennt. Es reagiert mit
56000 kD groféen Panzytokeratin-Komponenten (Thorban et al. 1996). Keratin ist nur
auf Zellen exprimiert, welche epithelialen Ursprungs sind. Es treten keine
Wechselwirkungen mit blutbildenden Stammzellen des Knochenmarkes auf, wie

dieses in Versuchen mit Ber-EP4 Antikorper festzustellen war.
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2.6 Auswertungskriterien

2.6.1. VEGF

Die Expression von VEGF wurde im Hinblick auf drei verschiedene
Expressionscharakteristika untersucht. Dazu gehorte der Prozentsatz der VEGF
exprimierenden Zellen im Tumorstroma, die Intensitét der VEGF-Expression und die
sich durch starke VEGF-Expression demarkierende Invasionszone. Der prozentuale
Anteil der VEGF positiven Zellen wurde als Grundlage fir die Bewertung verwendet.
Der Anteil der VEGF positiv geféarbten Zellen wurde in 10 %-Schritten erfafdt (0 %-
10 %-20 %...100 %). Gemal3 dem ermittelten Vertellungsmuster erfolgte zunéchst eine
grobe Einteillung in drei Gruppen (0-33 %, 34-66 %, 67-100 %). Weitere Kriterien,
die flir die Bewertung herangezogen wurden, waren die Firbeintensitit im Vergleich
zur glatten Muskulatur, die auf allen Tumorproben mit angeschnitten war, sowie das
Vorhandensein einer stark VEGF gefirbten Invasionszone an der Grenze zu noch
nicht infiltriertem Gewebe. Die beiden zuletzt genannten Kriterien wurden nur
gewichtend in die Beurteilung aufgenommen. Bei Tumorproben, deren prozentualer
Anteil an VEGF positiven Zellen eine Zuordnung in eine der jeweiligen Gruppen nicht
eindeutig zulieB, wurden die Kriterien Intensitit und Invasionszone als

Gewichtungsfaktor miteinbezogen.
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Abbildung 3

Abb. 3: VEGF-Expressions Gruppe 3 (90 % positive Zellen, Intensitét Gruppe 3,
Invasionszone negativ)

Abbildung 4

Abb. 4: VEGF-Expressions Gruppe 3 (90 % positive Zellen, Intensitétsgruppe 2,
Invasionszone positiv)



2.6.2. Gefalizahlung [ mikrovesseldensity (MVD), vessal count (VC)]

Die Gefalizahlung erfolgte in Anlehnung an das von Vermeulen 1996 publizierte
System zur Auszéhlung von GefélRen (Vermeulen et al. 1996). Mit einer 100fachen
Vergrof3erung wurden die Regionen mit der grofdten Geféalddichte ermittelt. Die Gefélle
dieser ,,Hot-Spot“-Regionen wurden dann bei einer 200fachen Vergroferung in einem
Blickfeld des Mikroskops (0,7386 mm® Gesamtflache) ausgezahlt. Jede Anfarbung,
soweit nicht aus der Morphologie geschlossen werden konnte, das es sich um
Makrophagen oder Artefakte handelte, wurde a's eigenes Gefal3 gezahlt. Gefaldlumen
oder das Vorhandensein von Erythrozyten ist auf Grund der Spezifitét der Farbung zur
Definition eines Mikrogefalies nicht von N6ten (Macchiarini et a. 1992, Vermeulen et
al. 1996).

Eine ,,Hot-Spot“-Region wird definiert als ein Ort an der Invasionsfront des Tumors
oder einiger Tumorzapfen mit einer intensiven Neovaskularisation (Vermeulen et al.
1996) (Abbildung 5 Seite 40). Die GefiBle miissen in dem Tumorgewebe selbst
lokalisiert sein. Bei Gefdflen, die einen Durchmesser von mehr als acht Erythrozyten
aufweisen und eine dicke Wandschichtung haben, kann davon ausgegangen werden,
dal sie schon vor dem Tumor existierten und von daher nicht durch

Neovaskularisation des Tumors entstanden sind (Weidner et al. 1991).

Die Gefdflzdhlung wurde doppelblind von zwei unabhidngigen Untersuchern
durchgefiihrt. Pro Préparat wurden drei ,,Hot-Spot“-Regionen ausgezdhlt. Die Region

mit den meisten Gefdlen gab dann den Ausschlag.
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Abbildung 5

Abb. 5: Darstellung einer ,,Hot-Spot“-Region mit CD31 (Gruppe3 >99 Gefilie)

2.6.3. Nachweis der disseminierten Einzelzellen in Lymphknoten

Histopathol ogisch tumorfreie Lymphknoten wurden unter Verwendung der APAAP-
Methode und dem Ber-Ep4-Antikorper auf Tumoreinzelzellen untersucht. Die kryo-
asservierten Lymphknoten wurden mit drei seriellen Schnitten mit einer Dicke von 6-

8um in drei Ebenen gefarbt.

Mikrometastasen wurden als einzelne Zellen oder as eine kleine Gruppe von nicht
mehr als 3 Ber-Ep4-positiven Zellen definiert. Die Morphologie und die Kern-Plasma-
Relation sowie die Lokalisation waren weitere Kriterien, die bei der Bewertung eine
Rolle spielten. Bevorzugte Orte der lymphogen disseminierten Einzelzellen sind der
Randsinus und von Lymphkapillaren gebildete Intermediarsinus (Allison et a. 1994).

Zum Ausschlul3 unspezifischer Farbungen wurde zu jedem Praparat eine
Negativkontrolle mitgefuhrt. Dabei wurde statt des Primérantikorpers, der Maus-
Antikdrper MOPC-21 (Sigma, Code M-9269) verwendet, welcher ein Non-
Immunserum ist. Dieses Immunserum weist keine spezifische Reaktion mit
Antigenen auf. Es gehort der 1gG; Subklasse an und wurde jeweils in der Verdinnung

des spezifischen Priméar-antikorpers verwendet.
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Die Auswertung erfolgte doppelblind von zwei unabhdngigen Beobachtern ohne
Kenntnis der Patientendaten. Bel nicht Ubereinstimmenden Ergebnissen erfolgte eine

erneute Begutachtung der Préparate, und ein Konsens wurde hergestellt.

2.6.4. Einzel zelldissemination ins Knochenmark

Auf den Objekttrégern waren 500.000 Zellen zytogespinnt. Diese Zellen wurden
immunhistochemisch mit dem A45 Zytokeratin Antikorper geféarbt und nachfolgend
auf positive Einzelzellen untersucht. Die Negativkontrolle erfolgte wie bei der
Lymphknoten Beurteilung. Die Auswertung erfolgte doppelblind von zwei

unabhéngigen Untersuchern ohne Kenntnis der Patientendaten.

2.6.5. Satistische Analysen

Fir die statistischen Analysen wurden die nominalen und ordinalen Parameter mit
Hilfe von Kontingenztafeln beschrieben und anhand des Chi-Quadrat-Tests bzw. mit
dem Fisher’s Exakt Test auf Abhédngigkeiten gepriift.

Das lokalrezidivfreie Intervall, das fernmetastasenfreic Intervall und die
Gesamtiiberlebenszeit sowie der Zeitraum des rezidivfreien Uberlebens wurden zur
Beriicksichtigung von Zensierungen nach der Methode von Kaplan und Meier

berechnet.

Die statistische Signifikanz wurde mit dem Logrank-Test ermittelt. Das

Signifikanzniveau wurde auf den Korrelationskoeffizienten (p) p=0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1. Numerische Datenzusammenstellung
3.1.1. VEGF-Farbung

Es wurden 78 Tumoren mit dem polyklonalen VEGF-Antikorper 147 untersucht. Das
VEGF-Antigen war infauf den Tumorzellen deutlich darstellbar und mit wenig
Hintergrundférbung maoglich. Die einzeln aufgeschllisselten Bewertungskriterien der
VEGF-Farbung wurden zu VEGF-Expressions-Gruppen zusammengefaldt. Drel

Stérkegrade wurden unterschieden:
(1) geringe Expression, (2) méldige Expression und (3) starke VEGF-Expression.

Zu den Einzelauswertungskriterien gehdren der prozentuale Antell der VEGF
exprimierenden Zellen im Tumorstroma, die Intensitdt der Expression im Vergleich
zur endogenen, glatten Muskulatur und die Abgrenzbarkeit einer Invasionszone durch

demarkierende VEGF-Expression.

Bel 60,3 % der Tumoren waren 70 % bis 100 % der Tumorzellen im Stroma VEGF
positiv geférbt, wahrend sich bel nur knapp 17,9 % die Expression VEGF auf weniger
als 30 % der Zellen erstreckte. Eine positive Invasionszone zeigte sich bei einem
Drittel der untersuchten Tumoren. Die Farbeintensitét von VEGF im Tumorstroma im
Vergleich zur endogenen Muskulatur war bel 61,5 % der Tumore schwécher (siehe
Tabelle 4 Seite 43).

Ein Tumor zeigte keine VEGF-Expression wahrend 50 Osophaguskarzinome (64,1 %)
eine starke VEGF-Expression aufwiesen. 16 der Tumore (20,5 %) exprimierten VEGF
in geringem Mal3e (siehe Tabelle 5 Seite 43).



Auswertungskriterien

Anzahl Prozent gesamt
Prozent der VEGF positiven Zellen :

0 - 30% 14 17,9 %

40 - 60% 17 21,8 % 78 (100 %)

70 - 100 % 47 60,3 %

Intensitét im Verhaltnis zur endogenen Muskulatur
1 (schwécher) 48 61,5 %
2 (vergleichbar) 14 18,0 % 78 (100 %)
3 (stérker) 6 7,7%
nicht bestimmbar 10 12,8 %
Invasionszone
positiv 26 33,3% 78 (100 %)
negativ 52 66,7 %
Tabelle 4: VEGF-Einzelbewertungskriterien
Expressionsgr uppen

Expressionsgrupppen 1 2 3 gesamt
Anzahl 16 12 50 78

Prozentzahl 20,5 % 15,4 % 64,1 % 100 %

Tabelle 5. VEGF-Expressions-Gruppen
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3.1.2. Geféalizéhlung

Die Geféfe wurden mit dem monoklonalen CD31 Antikérper dargestellt. Bei 78
Tumoren wurde die Gefal3zéhlung durchgefihrt. Hierbel wurden zunéchst bei jedem
Tumor drei ,,Hot-Spot“-Regionen bestimmt. Innerhalb dieser Regionen wurde in
einem definierten Gesichtsfeld eine Gefd3zdhlung durchgefiihrt und fiir jeden
Patienten ein Mittelwert gebildet. Die Mittelwerte wurden zu vier Gruppen zusammen
gefafit, damit eine statistische Bearbeitung moglich war. Gruppe 1 erhielt Tumore mit
0-49 GefaBen pro ,,Hot-Spot“-Region. Gruppe 2 wurde definiert als ein Tumor der
zwischen 50-74 Gefal3e pro ,,Hot-Spot“-Region aufwies. Mit 75 bis 99 Gefallen
wurden die Tumoren in Gruppe 3 und mit 100 oder mehr Gefallen wurde der Tumor in

die Gruppe 4 eingeteilt.

CD 31-Gruppeneinteilung

CD31-Gruppen 1 2 3 4 gesamt
Anzahl der Gefalie 0-49 50 - 74 75-99 > 100
Zahl der Patienten | 16 (20,5 %) | 23 (29,5 %) | 26 (33,3 %) |13 (16,7 %) | 78 (100 %)

Tabelle 6: Gruppeneinteilung der Gefaf3zahlung in den ,,Hot-Spot“-Regionen

3.1.3. Einzd zelldissemination

Fur die Beurteilung der Einzelzelldissemination in Lymphknoten wurden je drei
Serienschnitte von jedem der pathologisch als tumorfrei beurteilten Lymphknoten
angefertigt und immunhistochemisch mit Ber-EP4 gefarbt.

Von 78 untersuchten Tumoren wiesen 52 eine Tumoreinzelzelldissemination in

Lymphknoten auf. Das entspricht 66,6 %.

Die Untersuchung wurde doppelblind von zwe unabhangigen Untersuchern
durchgefihrt.
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Lymphknotenbefunde

T-Stadium positiver negativer Anzahl gesamt
LK Befund LK Befund
pT 1 6 6 12
pT 2 11 7 18
pT 3 34 13 47
pT 4 1 0 1
52 (66,7 %) 26 (33,3 %) 78 (100 %)

Tabelle 7: Lymphknoten Einzelzelldissemination

Die Beurteilung der Knochenmarkaspirate erfolgte anhand von 500.000 Lymphozyten,
die sich auf zwei zellzentrifugierten Arealen des Objekttragers befanden (s.0.Kap.2).
Die Farbung mit dem Antikorper A45B/B3 war spezifisch fur die epithelialen
Ursprungszellen der Karzinome und wurde von zwei unabhéngigen Untersuchern
durchgefuhrt.  Knochenmarkaspirate von 60  Patienten  wurden  auf
Einzelzelldissemination untersucht. Bel 24 Patienten wurde eine positive
Knochenmark Einzelzelldissemination nachgewiesen, wahrend sich bei 36 Patienten
keine Tumorzellen im Knochenmarkaspirat zeigten.
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K nochenmarksbefunde

T-Stadium Nachweis kein Nachweis Anzahl gesamt
epithelidler Zellen | epithelialer Zellen
pT 1 1 6 7
pT 2 5 10 15
pT 3 19 18 37
pT 4 1 0 1
26 (43,3 %) 34 (56,7 %) 60 (100 %)

Tabelle 8: Tumoreinzelzelldissemination ins Knochenmark

3.2. Statistische Auswertung der Daten

3.2.1. VEGF-Expression in Korrelation zu den Tumor spezifischen Daten

Die VEGF-Expressionsgruppen konnten mit dem T-Stadium der Tumore signifikant
korreliert werden. Die Chi-Quadrat-Analyse ergab einen Wert von p=0,004.
Tabelle ist die Anzahl der VEGF-Gruppen gegen das T-Stadium

In der folgenden

aufgetragen.
VEGF-Expressionsgruppen / TNM
VEGF- Gesamtzahl
Expressions pT 1 T2 T3 pT 4 der Patienten
Gruppe
1 1 6 0 16
2 6 2 4 0 12
3 5 10 34 1 50
Gesamt 12 18 47 1 78

Tabelle 9: VEGF-Expressionsgruppe / T-Stadium
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Neben dem TNM-Stadium konnte auch das UICC-Stadium mit der

VEGF-

Intensitatsgruppierung signifikant korreliert werden (p=0,034). Einzelaufstellung der

Daten erfolgt in der nachfolgenden Tabelle 10.

VEGF-Expressiongruppen / UICC

UICC Stadien gesamt
VEGF- Ila b [l
ExpressionsGru
ppe

1 0 3 5 16

2 5 12

3 4 16 7 23 50
gesamt 9 21 14 34 78

Tabelle 10: VEGF-Expressionsgruppe / UICC-Stadien

Das Plattenepithelkarzinom exprimiert

VEGF-Expressionsgruppen / Zelltyp

VEGF signifikant
Adenokarzinom. Der Chi-Quadrat-Test nach Pearson ergibt p=0,019.

stérker as das

\/EGF-ExgrrF? Q | P a;;regﬁémd Adenokarzinom Anzahl
1 7 (137 %) 9 (333%) 16
2 6 (11,8%) 6 (22.2%) 12
3 38 (74,5 %) 12 (44,5 %) 50
gesamt 51 (65,4 %) 27 (34,6 %) 78 (100 %)

Tabelle 11: VEGF-Expressionsgruppen / Zelltyp des Karzinoms
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3.2.2. VEGF-Expression in Korrelation zur Gefaidichte

Eine stérkere VEGF-Expression konnte mit der durch CD31-Markierung bestimmten
Gefalkdichte signifikant korreliert werden, p=0,001.

VEGF-Expressionsgruppen / Mikrogefél3dichte

CD31 Expression Gruppen VEGF-
Gruppierung 1 5 3 gesamt
1 7 2 7 16
2 7 6 10 23
3 2 3 21 26
4 0 1 13 13
gesamt 16 12 50 78

Tabelle 12: VEGF-Expressionsgruppen / Mikrogefalidichte
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3.2.3. VEGF-Expression in Korrelation zur Einzel zelldissemination

In der  Satistischen  Auswertung der  VEGF-Expressionsstérke  zur
Einzelzelldissemination ins Knochenmark konnte keine Signifikanz, aber eine
statistische Tendenz erkannt werden. Der Chi-Quadrat-Test ergab einen Wert von p=
0,064.

VEGF-Expressionsgruppen / Tumor einzel zelldissemination ins Knochenmar k

VEGF- Tumor Tumor ¢
Expressions- Einzelzellen Einzelzellen gesam
Gruppen im KM positiv im KM negativ
(%) von + KM (%) von - KM
1 7 (27,0%) 5 (14,7 %) 12
2 7 (27,0%) 15 (44,1 %) 22
3 12 (46,0 %) 14 (41,2 %) 26
gesamt 26 (43,3 %) 34 (56,7 %) 60 (100 %)

Tabelle 13: VEGF-Expressionsgruppen / Tumoreinzelzelldissemination ins
Knochenmark

Weitere Korrelationen mit klinisch-pathologischen Parametern fanden sich nicht. Zu
der Stérke der VEGF-Expression korrelierte weder das Grading der Tumore noch die
Uberlebenszeit. Ebenfalls konnte die GefaRdichte nicht in einen Zusammenhang mit
dem Uberleben oder der Metastasierungsrate gebracht werden. Die VEGF-
Einzelauswertungen mit den Tumorparametern oder der Gefal3dichte zu korrelieren,
was jedoch zu keinem statistisch signifikanten Ergebnis fihrte. In der qualitativen
Auswertung der VEGF-Farbung zeigte sich bei 26 Tumoren eine positive
Invasionszone (sieche Tabelle 4). Von diesen Patienten wiesen 18 einen
histopathologisch positiven Lymphknotenstatus auf. Es konnte jedoch keine

signifikante Korrelation gezeigt werden.
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pN- Stadium / I nvasionszone

pN-Stadium positive negative Anzahl gesamt
Invasionzone Invasionzone
pN 1 18 (69,2 %) 31 (59,6 %) 49
pN O 8 (30,8 %) 21 (40,4 %) 29
26 52 78

Tabelle 14: pN-Stadium / Invasionszone

3.3. Prognostische Daten

Der mittlere Beobachtungszeitraum  des
Patientenkollektivs betrug 17,4 Monate (3 bis 101 Monate). Ein Lokalrezidiv bekamen
52,3 % Patienten in einem mittleren Zeitraum von 9 Monaten. Im selben Zeitraum
(9 Monate) wurde bel 37 Patienten ein Rezidiv-Tumor mit anderer Lokalisation
festgestellt. Bel 35 Patienten fand sich eine Lymphknoten- oder Fernmetastasierung
im Zeitraum von 9 Monaten. Die mittlere Uberlebenszeit verkiirzte sich mit
vermehrter VEGF-Expression. Es konnte jedoch keine signifikante Korrelation

berechnet werden.

in dieser Studie

mittler e Uberlebenszeit nach VEGF-Expr essionsgruppen

untersuchten

VEGF-Expressions-

mittlere Uber-

mittlere Uberlebenszeit gesamt

Gruppe lebenszeit (Monate) (Monate)
1 19,6
2 17,4 17,2
3 14,5

52

Tabelle 15: mittlere Uberlebenszeit nach VEGF-Expressionsgruppen aufgeteilt




4. Diskussion

Die hier vorgelegte Arbeit behandelt die VEGF-Expression auf priméaren
Osophaguskarzinomen in Hinblick auf den Tumorprogress, insbesondere unter
Berucksichtigung der Tumoreinzel zelldissemination und der Gefal3neubildung.

Das Osophaguskarzinom ist, unabhangig von seiner Atiologie, ein aggressiv
wachsender Tumor, der frihzeitig lymphogen metastasiert. Verbesserte perioperative
Betreuung der Patienten und chirurgische Operationstechniken brachten nur einen
geringen Fortschritt fur das Uberleben der Patienten. In klinischen Studien konnte
trotz vielfdtiger Behandlungsansitze mit adjuvanten und neoadjuvanten Radio- und
Radiochemotherapieverfahren keine signifikante Verbesserung der Prognose
herbeigefihrt werden (McConnel et a. 2003, Rice et a. 2003, Enzinger et Mayer
2003).

In die hier vorliegende Studie wurden nur Patienten eingeschlossen, die keine
adjuvante oder neoadjuvante Therapie erhaten haben, da die biologischen
Eigenschaften der Tumore durch neoadjuvante Therapie veréndert werden (McConnel
et a. 2003). Wir hatten so die Chance, an einem homogenen Patientenklientel die

unbeeinflufdten Tumore zu untersuchen.

Die VEGF-Expression ist Ausdruck der Kapazitdt des Tumors, die Gefél3neubildung
zu initiieren und voranzutreiben. Des Weiteren entstehen durch die Uberexpression
von VEGF Gefél3e, welche eine deutlich portésere und permeablere Gefaldwand
aufweisen. Neben der semiquantitativen Bestimmung der VEGF-Expression sollte die
Gefardichtebestimmung einen Ruckschlul® auf die tatséchliche biologische Wirkung

von VEGF zulassen.

Abhangig vom Zelltyp kommt es bereits im T1 Stadium bel einem kleinen Teil der
Patienten zum Auftreten von Lymphknotenmetastasen (Siewert 2001). Bei Patienten
mit einem T1 Tumor, stellen wir in dieser Arbeit eine lymphogene Metastasierung von
25% (3/12) fest. Es zeigte sich zudem, dal’3 be 30 % der histopathologisch NO
eingestuften Patienten mit der immunhistochemischen Methode eine nodale
Einzelzelldissemination nachgewiesen werden konnte. Dieser Befund erwies sich in
einer friheren Studie aus unserem Forschungslabor as unabhangiger Parameter fir

eine signifikant schlechtere Prognose (Izbicki et al. 1997).
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Die Einzelzelldissemination ist ein wichtiger Faktor in der Erforschung des
Metastasierungsverhaltens des Osophaguskarzinoms und vieler anderer maligner
Tumoren. In Zusammenarbeit und aufbauend auf Arbeiten von Professor Pantel aus
Hamburg wurden in unserem Labor ein immunhistochemisches Verfahren zum
Screening von epithelialen Einzelzellen im Knochenmark und Lymphknoten etabliert.
Die Fragestellung und Untersuchungskriterien der vorliegenden Studie wurden in
Anlehnung an die Publikation von Ohta aus dem Jahre 2000 entwickelt. Hierin zeigte
Ohta bei nicht-kleinzelligen Bronchial Karzinomen einen Zusammenhang zwischen
der VEGF-Expression und der Tumoreinzelzelldissemination in Lymphknoten (Ohta
et a. 2000). Wir haben neben der VEGF-Expression und der Gefélidichte auf den
Osophagus Priméartumoren, die Einzelzelldissemination in Lymphknoten und das

Knochenmark untersucht.

Mit dieser Arbeit mochten wir die tumorbiologischen Ursachen fur die frihe
Metastasierung bzw. die Einzelzelldissemination néher untersuchen. Eine
entscheidende Grundlage dieser Arbeit bildeten dabel die Erkenntnisse Uber den
Gefalwachstums- und Permeabilitétsfaktor VEGF. Eine gesteigerte Permeabilitét von
Gefalen und deren vermehrte Neubildung konnte die Durchwanderung der
Gefal3wand durch Tumorzellen erleichtern und so einer Tumorzelldissemination
Vorschub leisten. Beim Magenkarzinom konnte der Nachweis von Mikrometastasen
mit einer erhdhten Expression von VEGF signifikant korreliert werden und
gleichzeitig eine Bedeutung fur die Prognose gezeigt werden (Kakeji et al. 1999). Eine
Untersuchung zur nodalen Mikrodissemi-nation beim Osophaguskarzinom in
Abhangigkeit von der VEGF-Expression liegt bislang nicht vor, so dald3 wir unter
Verwendung eines polyklonalen VEGF-Antikdrpers die Primartumoren von 78
Patienten mit Osophaguskarzinom charakterisiert, die GefaRdichte bestimmt und mit
der Tumoreinzelzelldissemination in Lymphknoten und im Knochenmark korreliert
haben.

4.1. Bedeutung der VEGF-Expression und der Gefafldichte beim Osophaguskarzinom
Die VEGF-Expression konnte auf vielen Tumoren als ein Prognose beeinflussender
Faktor identifiziert werden (s.0. Kap.1.7). Es zeigte sich, da nahezu alle Osophagus
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Primartumore (98,7 %) in unserem Patientenkollektiv eine Positivitdt fur VEGF
aufwiesen. Es fielen jedoch signifikante Unterschiede der VEGF-Expression im
Hinblick auf den Zelltyp auf. Die statistische Analyse ergab, dal3 im Vergleich zum
Adenokarzinom VEGF vermehrt auf Plattenepithelkarzinomen exprimiert wurde
(p<0,019). Dies konnte ene prognostische Bedeutung haben. Dem Platten-
epithelkarzinom wird ein aggressiveres Wachstums- und Metastasierungsverhalten
zugeschrieben, so dal3 die vermehrte Expression einen Hinwels auf die hohere
Aggressivitat des Tumors liefern konnte. Die VEGF-Expression korreliert signifikant

mit dem Fortschreiten des Osophaguskarzinoms.

Da das VEGF-Expressionsmuster auf den Kryostatschnitten der einzelnen Tumore
sehr stark variierte, wurde neben der semiquantitativen Auswertung auch eine
qualitative Beurteilung durchgefuihrt. In der Literatur variiert die Beurteilung des
Farbeergebnisses auf den histologischen Schnitten stark. Wir sind hierbel nach der
Methode von Takahashi vorgegangen (Takahashi et al. 1997). Ein deutliches und
zellspezifisches VEGF-Farbesigna wurde von uns als positiv interpretiert, auch wenn
die Intensitét geringer war as die der endogenen glatten Muskulatur desselben
Praparats. Die endogene glatte Muskulatur diente uns als interne Positivkontrolle. Auf
diese Weise zeigte sich eine VEGF-Positivitdt von 98,7 % (77/78). In der Literatur
finden sich jedoch auch andere Auswertungskriterien. Inoue kam nach seinen
Kriterien 1997 auf eine Rate von 46,6 % VEGF positiver Osophaguskarzinome (Inoue
et a. 1997). Er konnte die VEGF-Expression jedoch nicht signifikant mit klinisch
pathol ogischen Parametern korrelieren.

In der qualitativen Betrachtung der VEGF-Expression konnten wir bel 26 von 78
Tumoren (33,3 %) eine verstarkte Expression im Randzonenbereich des Tumors
feststellen. Die aufgefallene erhdhte Expressionsdichte des VEGF in  der
Invasionszone, konnte verschiedene Grunde bzw. Ursachen haben. So wird VEGF
betont in Zellen produziert, die vital und beispielsweise im Randgebiet einer Nekrose
liegen (Weidner et al. 1991, Plate et al. 1992, Yamaguchi et a. 1998). Dieses konnte
auch fur den Tumor gelten, da sein Zentrum die geringste Sauerstoffversorgung zeigt.
Die vitalen Zellen kdnnten eine erhdhte Fahigkeit haben, VEGF zu produzieren oder
aber durch besondere Umstande stérker stimuliert werden. Die Geféle des sie
umgebenden Stromas werden besser und Uber kirzere Wege erreicht. Hierdurch
konnte dem Tumor, durch eine bessere Gefélversorgung ein schnelleres Wachstum

ermoglicht werden. Die ,,Hot-Spot“-Regionen liegen ebenfalls betont in der Peripherie
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des Tumors, so da3 sich ein Zusammenhang der VEGF-Expresson mit der

Gefalineubildung erklaren konnte.

Die datistische Auswertung unserer Daten zeigte, dald die VEGF-Expression
signifikant mit einem hoheren T-Stadium korrelierte (p<0,004). In gleicher Weise
konnte das UICC-Stadium positiv mit der Expression des VEGF (p<0,034) korreliert
werden. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Resultaten von Takahashi aus
dem Jahre 1996 und Saito von 1999 und unterstitzen die Hypothese, dal3 VEGF ein
Marker fUr den Tumor-Progress ist (Takahashi et a. 1996, Saito et a. 1999). Die
Notwendigkeit der Neoangiogenese scheint mit dem Fortschreiten der Erkrankung
zuzunehmen. Mit der GroélRenzunahme des Tumors steigt das Sauerstoff- und
Nahrstoffdefizit, so dal’ es notig wird, mit einer erhdhten VEGF-Expression und damit
verbundener Gefal3neubildung dem Absterben der Zellen entgegenzuwirken. Je grof3er
der Tumor wird, desto stérker ist er von einem intakten eigenen Gefal3netz abhangig,

welches unter anderem durch die VEGF-Proteinfamilie initiiert und erhalten wird.

Die VEGF-Expression konnte nicht nur mit dem Stadium der Osophagus
Primértumore korreliert werden, sondern zeigte auch ene hochsignifikante
Korrelation zur Mikrogefélidichte der Tumoren.

Wie in Kapitedd 2 erwahnt und beschrieben, stellten wir mit dem spezifischen
Endothelmarker CD31 immunhistochemisch die Mikrogefél3e im Tumorstroma dar.
Durch Auszéhlung von drei ,,Hot-Spot“-Regionen erfolgte die Beurteilung nach der
von Weidner 1991 etablierten Methode. Hierbei wird das angiogenetische Potential
des Tumors reprasentativ widergespiegelt (Weidner et al. 1991). Die ,,Hot-Spot*“-
Regionen sind hdufig in der Peripherie, der Invasionszone des Tumors lokalisiert
(Kilic et al. 1997, Connolly et Rose 1998, Takahashi et al. 1998a). Die Auszihlung der
,,Hot-Spot“-Regionen erfolgte doppelblind von zwei unabhéngigen Untersuchern ohne
Wissen um das Tumorstadium oder anderer Daten der Patienten. Der von uns
erwartete Zusammenhang der VEGF-Expression mit der Geféd3dichte konnte durch die
hoch signifikante Korrelation der beiden Parameter dargestellt werden. Die Chi-
Quadrat Analyse ergab ein p<0,001. In der Literatur finden sich Studien, die zeigen,
daf auch bei anderen Tumorentititen ein Zusammenhang der VEGF-Expression mit
der Gefdlldichte besteht (Takahashi et al. 1996, Kang et al. 1997, Ohta et al. 1997,
Nakata et al. 1998).
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Durch schnelles Tumorwachstum entsteht im Zentrum ein Sauerstoffmangel, durch
welchen eine VEGF-Expression angeregt wird. Vorhandene Geféf3e werden
permeabler fur Nahrstoffe und Sauerstoff, neues Gefélwachstum wird initiiert. Die
VEGF-Proteinfamilie besetzt eine Schltsselposition in der Gefél3neubildung und
besitzt damit eine der strategisch wichtigsten Fahigkeiten fur die Ausbreitung des
Tumors auf lokaler, aber auch metastatischer Ebene. Die Mikrogefalddichte konnte mit
dem Fortschreiten des Tumors und einer tieferen Invasion sowie einer
Lymphknotenmetastasierung bei  Zervixkarzinomen und dem Osophaguskarzinom
signifikant korreliert werden (Smith-McCune et Weidner 1994, Tanigawa et al. 1997).

Trotz einer Korrelation zwischen der VEGF-Expression, der Gefaidichte und dem T-
Stadium fand sich kein Zusammenhang mit klinisch-pathologischen Parametern wie
der Entstehung von Fernmetastasen. Ebenfalls lief?en unsere Ergebnisse keinen
Zusammenhang zwischen der VEGF-Expresson und dem Ausmald der
Tumoreinzelzelldissemination erkennen. Wir haben daher den Einfluld typischer
Merkmale des VEGF-Expressionsmusters auf den  histopathologischen
Lymphknotenbefall untersucht. Hierbel berlicksichtigten wir insbesondere das
Vorhandensein einer besonders hohen Farbeintensitét bzw. einer deutlich durch VEGF
demarkierten Tumorinvasionszone in das umgebende Bindegewebe. So wiesen
Tumore mit einer positiven Invasionszone zu fast 70% (18/26) eine positive
Lymphknoten Metastasierung (pN1) auf. Die oben genannte These, dal3 VEGF Uber
eine vermehrte Gefal3permeabilitét die Metastasierung erleichtern konnte, findet in
diesem Befund eine Bestatigung. Es ergab sich statistisch jedoch keine signifikante
Korrelation mit dem immunhistochemischen Nachweis einzelner
nodaler Tumorzellen. Prognostische Einfllisse waren nicht erkennbar.

Zusammenfassend kann Uber die hier erarbeiteten Ergebnisse der VEGF-Expression
auf Osophaguskarzinomen gesagt werden, dal’ VEGF eine tragende Bedeutung fiir die
Entwicklung und Progredienz des Tumorwachstums des Osophaguskarzinoms hat. Es
korreliert signifikant mit den Tumorstadien und weist enen signifikanten
Zusammenhang mit der Geféalkdichte auf. Der Einflul3 auf die Metastasierung mul3 in
weiteren

Arbeiten verstarkt untersucht werden, um eine klarere Aussage treffen zu konnen.
Nach den Ergebnissen dieser Untersuchung scheint die VEGF-Expression, trotz der
damit verbundenen Permeabilitétssteigerung und vermehrte Gefaltbildung, keinen
ausgepragten Einflul? auf die Dissemination einzelner Tumorzellen zu haben. Es
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scheint sich eher um einen Parameter des lokalen Tumorprogresses zu handeln. Die
VEGF-Expression scheint einen geringen Einfluf3 auf die lymphogene Metastasierung
zu haben. In wie weit eine Fernmetastasenbildung durch die Expression von VEGF
beeinflusst wird, ist nicht abschlief?end zu beurteilen. Sicher ist VEGF jedoch ein
Protein/Faktor mit viel-versprechendem Ansatzpunkt fir die Entwicklung neuer

individualisierter Strategien in der Krebstherapie.

Die Gefddichte kann unabhéngig von der VEGF-Expression betrachtet werden. Sie
stellt einen Prognose beeinflussenden Faktor in der Literatur dar. 1996 veroffentlichte
Tanigawa eine Studie, die die Invasionstiefe des Osophaguskarzinoms mit der Anzahl
der Gefidlle in den ,,Hot-Spot“-Regionen signifikant korrelieren konnte (Tanigawa et
al. 1997). Es finden sich mehrere Studien, die die Gefafldichte als Parameter fiir den
Tumorprogress sehen (Anan et al. 1998, Otha et al. 1997). Es gibt aber auch ein
Gegenbeispiel von Lindmark aus dem Jahre 1996, in welchem eine vermehrte
GefiBdichte mit einem lingeren Uberleben signifikant korreliert werden konnte. Es
wird darin argumentiert, da3 durch eine bessere Blutversorgung des Tumors die
korpereigene Immunabwehr das Gewebe besser erreichen und so das Tumorwachstum
besser bekdmpfen konnte (Lindmark et al. 1996). In der Literatur findet sich jedoch

keine Bestitigung dieser Studie.

In der vorliegenden Arbeit konnten wir keine signifikante Korrelation der Gefa3dichte
zu klinisch-pathologischen Parametern des Tumors feststellen. Die geringen
Fallzahlen dieser Studie konnten ein Grund fiir das Ausbleiben einer statistischen
Signifikanz sein. Ein anderer Grund konnte in der Tatsache liegen, dass das von uns
untersuchte Osophaguskarzinom klinisch relevant vor allen Dingen lymphogen
metastasiert und das GefaBwachstum nur einen lokalen FEinflul auf den
Tumorprogress hat. Die GefdBdichte scheint damit eher Ausdruck des lokalen

Wachstums zu sein, als dass sie sich statistisch signifikant auf die Prognose auswirkt.

Im Folgenden mochte ich einen Ausblick iiber die therapeutischen
Anwendungsmoglichkeiten und ersten Studien in der klinischen Testphase von Anti-
VEGF-Praparaten und anderen anti-angiogenetisch wirksamen Therapieansdtzen

geben.
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4.2. Therapeutische Ansétze von Anti-V EGF-Préparaten

Die therapeutischen Ansédtze im Wirkungsbereich des VEGF sind sehr vielseitig. Die
Wirkung des VEGF-Proteins kann Uber Antikorper neutralisiert werden. Lodliche,
genetisch veradnderte Rezeptoren kénnen Uber kompetetive Bindung die Wirkung des
exprimierten VEGF-Proteins herabsetzen. Neue Molekile as Inhibitoren fur die
Rezeptoren werden kreiert und es wird versucht, die Gen-Expression von antiangioge-
netischen Molekllen zu beeinflussen (Machein et Plate 2000, Oehler et al. 2000,
Ponnazhagen et a. 2004, Underinger et al. 2004).

1995 beschrieb Asano, da in einer Zellkultur durch Zugabe von Anti-VEGF-
Antikdrpern das Wachstum der Endothelzellen verlangsamt bzw. gestoppt werden
konnte (Asano et a. 1995). Von Kanai wurden 1998 humane Tumoren orthotop in
Nacktméuse implantiert und vergleichend mit und ohne Anti-VEGF-Antikorper
behandelt. Das Ergebnis bel unbehandelten Tieren war ein deutlich hoheres
Tumorgewicht und eine signifikant hdhere Lebermetastasierung (Kana et al. 1998).
Ahnliche Daten konnte Melnyk 1996 an Nacktmé&usen zeigen, bel denen sich eine
geringere Metastasierungsrate nach Gabe von Anti-VEGF-Antikorper zeigte (Melnyk
et al. 1996).

Auf diesen Ergebnissen aufbauend, gingen im Jahr 2000 Anti-VEGF-Antikorper in die
Phase 11/111 der klinischen Testung (Kirsch et a. 2000, Harris 1998). Bel 25 in
Houston/Texas (USA) getesteten Patienten fuhrte das Anti-VEGF-Protein, in einem
Fal zu einer Verringerung des Tumorvolumens und bel 13 zu einem Erhalt des
Tumorstatus, bel den restlichen 11 Patienten zeigte sich kein Unterschied zur

Kontrollgruppe.

Es wird an vielen von der VEGF-Protein-Familie initiierten Zwischenschritten der
Kaskade der Blut- und Lymphgeféal3neubildung gearbeitet, um Erkenntnisse tber den
Mechanismus des Fortschreitens der Tumorerkrankungen zu erlangen. Im Besonderen
geht es dabei um die Frage nach gezielten Therapien, die das Wachstum verlangsamen
bzw. stoppen (Underinger et a. 2004). Verstarkt wird an der exakten Wirkweise und
Struktur der VEGF-Familien-Mitglieder geforscht, da es sich um eine Proteinfamilie
handelt welche auf verschiedenen Ebenen und dadurch sehr effektiv sowohl die Blut
as auch die Lymphgefaineubildung beeinfluldt. Versuche mit Substanzen, die die
Signaltransduktion von VEGF reduzieren, sind von Kirsch beschrieben worden. In

seinem Rattenmodell verlangerte sich die Uberlebenszeit bei multiblen Gliomen
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signifikant, wenn der Gentransfer erfolgreich war (Kirsch et al. 2000). Weitere
klinische Studien mit therapeutischen Ansatzen am Patienten sind jedoch noch nicht

veroffentlicht worden.

Neben den therapeutischen Mdglichkeiten konnte sich auch eine diagnostische
Anwendbarkeit fir die VEGF-Proteinfamilie ergeben, denn das im Blut befindliche
VEGF (Serum-VEGF) konnte von Shimada im Jahr 2001 mit der Gefal3dichte des
Tumors korreliert werden (Shimada et al. 2001). Patienten, bel denen sich eine erhdhte
VEGF-Proteinkonzentration im Blut nachweisen lief3e, kdnnten besonders von einer
Anti-VEGF-Therapie profitieren oder einer anderen adjuvanten Therapie zugefihrt

werden.

Neben VEGF gibt es diverse Angiogenese Faktoren bzw. Angiogenese Inhibitoren,
welche in der Forschung untersucht werden, um eine gezielte Therapie gegen das
Wachstum von malignen Tumoren zu finden. Die Forschung im Bereich der
Angiogenese und Inhibition der Gefal3neubildung verlief parallel. Denn nur Uber eine
Verbindung beider Wissensgebiete ergibt sich das Verstandnis fir die Steuerung der
Geféneubildung (Oehler et a. 2000).

Angiostatin wurde als erstes als Gefaldwachstum hemmendes beziehungsweise
Metastasen- und Tumorwachstum hemmendes Substrat von O’Reilly 1994
beschrieben. Seine Erkenntnisse basieren auf der Hemmung von Tumorwachstum und
Metastasenbildung beim Lewis-Lungen-Karzinom durch Angiostatin im Tiermodell

(O’Reilly et al. 1994).

Im Laufe der Forschungen an der Angiogenese sind verschiedenste
proangiogenetische sowie antiangiogenetische Faktoren entdeckt worden (Folkman et
al. 1995b). Zu einem durchschlagenden Erfolg in der tatsdchlichen klinischen
Anwendung ist es jedoch noch nicht gekommen. Dieses konnte an den sehr
vielfdltigen Faktoren der Angiogenese liegen, was bei Verhinderung der einen
Kaskade, zu einer Gefédfneubildung {iber einen anderen Faktor und Kaskadeweg fiihrt.
Von Folkman ver6ffentlichte Daten beziiglich der antiangiogenetischen Wirkung von
Endostatin erzeugten in der Offentlichkeit, vor allem in Amerika, eine Euphorie
beziiglich der Heilbarkeit von Tumoren (Wadman 1998, Harris 1998). Leider muf3ten
diese Hoffnungen geddmpft werden, denn es bestehen noch erhebliche Probleme bei
der Anwendung auf den Menschen und die Umsetzung als Medikament (Drixler et al.

2000, Barinaga 1999, Philips 1998).
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In den Verdffentlichungen von Harris und Philips aus dem Jahr 1998 sind diverse
Proteine fur die Inhibition der Angiogenese beschrieben worden. Im Prinzip kann man
sich bel jedem dieser Proteine theoretische Therapieansdtze vorstellen (Harris 1998,
Philips 1998). Hierbel ist vor allem die Potenz und Position des Proteins in der
Angiogenesekaskade zu beachten, um eine therapeutische Relevanz abschétzen zu
konnen. Aus diesem Grund wurden Endostatin, Angiostatin und VEGF bevorzugt in
die Forschung aufgenommen. Sie besetzen SchlUsselpositionen in  der
Angiogenesekaskade bzw. beeinflussen diese auf mehreren Ebenen gleichzeitig.

Im Allgemeinen sind die Forschungsergebnisse im Bereich der Angio- und
Antiangiogenese vielversprechend. Bis sie jedoch in der klinischen Therapie

Anwendung finden kénnen, wird noch einige Zeit vergehen.

4.3 Metastasierung und Einzelzell dissemination beim Osophaguskarzinom

Die Metastasierung in Lymphknoten und/oder andere Organe ist von fundamentaler
Bedeutung fiir die Prognose jedes malignen Tumors. Das Osophaguskarzinom, sowohl
das Adeno- als auch das Plattenepithelkarzinom metastasieren sehr frihzeitig und
bevorzugt lymphogen. Durch verfeinerte Detektionsmethoden konnten einzelnen
Tumorzellen in Lymphknoten, Knochenmark und im Blut nachgewiesen werden,

bevor sie histopathol ogisch auffallig wurden.

Eine signifikante Korrelation der Tumoreinzelzelldissemination in Lymphknoten
bezogen auf den Tumorprogress konnte in dieser Arbeit nicht gezeigt werden. Die
Einzelzelldissemination korrelierte weder mit einer erhéhten VEGF-Expression noch
mit der Gefardichte. Nun metastasiert das Osophaguskarzinom primér lymphogen, so
dass es sain konnte, dass wir zwar eine erhohte Tumoreinzel zelldissemination in das
Blutgefal3system haben, diese sich jedoch nicht in einer vermehrten lymphogenen
Metastasierung nieder schldgt. Bei anderen Tumoren wie beispielsweise dem nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinom konnte eine lymphogene Einzel zelldissemination mit
der VEGF-Expression signifikant korreliert werden (Ohta et al. 2000). Das in dieser
Arbeit untersuchte VEGF ist betont fur die Blutgefal3neubildung verantwortlich, was
sich in der Korrelation mit erhohter Geféaiidichte nachweisen 1&sst. In einer Studie von
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1997 zeigte Jeltsch, dass eine genetische Uberexpression von VEGF-C mit einer
Hyperplasie von Lymphgefal3en bei Mausen einherging, alerdings beinhaltete die
Studie keine Untersuchung zur Metastasierung (Jeltsch et al. 1997). Uchida korrelierte
1998 die vermehrte V EGF-Expression beim Osophaguskarzinom mit einer vermehrten
Lymphknoten-metastasierung sowie einer tieferen Invasion (Uchida et al. 1998). Es
wird nicht spezifiziert um welchen polyklonalen VEGF-Antikorper es sich handelt, so
dass es mdglich ware, dass auch teilweise das VEGF-C Protein erkannt wird und sich
damit ein Einflufd auf die lymphogene Metastasierung erkléren kénnte.

Im Knochenmark zeigte sich bei VEGF-Uberexpression eine vermehrte Rate
disseminierter Tumorzellen. Eine statistische Signifikanz gab es nicht, jedoch zeigte
sich eine Tendenz (p<0,06). Die oben aufgestellte Hypothese, dal3 es unter VEGF
Einflud zu einer Erleichterung der hamatogenen Tumorzelldissemination kommit,
findet hierin Unterstiitzung. In einer Studie am Magenkarzinom wurde das Phanomen
der hdmatogenen aber nicht lymphogenen Metastasierung bei vermehrter VEGF-
Expression 1999 von Saito beschrieben (Saito et a. 1999). Der hédmatogenen
Zelldissemination wird, bel vermehrter VEGF-Expression, Vorschub geleistet, so dass
vermehrt endotheliale Zellen im Knochenmark gefunden werden konnen. Welches
metastatische Potenzial diese Zellen aufweisen, ist damit nicht gekléart, aber mit
erhohter Anzahl an Zellen, steigt potenziell auch das Risiko, dass sich hieraus
manifeste Metastasen bilden. Fir das Osophaguskarzinom wird eine hamatogene
Metastasierung erst in einem spaten Stadium klinisch relevant, héufig erst mit
Ausbildung von Fernmetastasen. Es liegt dann in der Regel keine Operabilitdt mehr
vor, so dass dieser Umstand den geringen Einflul3 der Tumoreinzel zelldissemination
bezogen auf die VEGF-Expression in dieser Studie erklaren kdonnte. Wenn das
Osophaguskarzinom noch eine Operabilitdt aufweist, metastasiert es vor alem
lymphogen. Damit konnte der geringe Einflu? der VEGF-Expression bei unserem
Patientenkollektiv erkléart werden. Welche klinisch, prognostische Bedeutung die
hamatogene Einzelzelldissemination ins Knochenmark fur das Osophaguskarzinom
hat, kann im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit nicht endguiltig geklart werden, denn
TNM und UICC-Stadien korrellieren nicht signifikant mit der Einzelzelldissemination

ins Knochenmark.

Im Laufe der Forschungen an VEGF haben sich die verschiedenen Proteine der
Familie heraus kristalisiert. Insgesamt scheinen sich die Daten zu verdichten, daf3
VEGF-A spezifisch Uber seine Rezeptoren Wirkung fur die Blutgeféineubildung hat
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(Kanno et a. 2000), warend VEGF-C direkt im Zusammenhang mit der
Lymphgefal3neubildung steht (Jeltsch et al. 1997, Mandriota et al. 2001, Onogawa et
al. 2004). Mit diesem Unterschied der VEGF-Proteine kénnten sich die divergierenden
Ergebnisse bezlglich der VEGF-Expression und der Tumoreinzel zelldissemination

erkléren lassen.

Es ware fur zukiinftige Studien am Osophaguskarzinom interessant zu untersuchen, ob
die Expression des Subtypen VEGF-C mit einer vermehrten Dissemination in die
Lymphknoten einher geht und ob sich eine Korrelation zu klinisch pathologischen

Parametern wie den TNM- und UICC-Stadien nachweisen 14Bt.

Des Weiteren ist es von Interesse, ob eine Co-Expression der beiden VEGF Subtypen
A und C existiert und welche Bedeutung dies fiir den Tumorprogress hat. Besonders
relevant wird dieser Aspekt vor dem Hintergrund moglicher neuer individualisierter
Therapieansidtze im Bereich der Anti-VEGF-Antikorper, welche ja spezifisch fiir die

einzelnen Subgruppen sein werden.
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5. Zusammenfassung

Das Osophaguskarzinom ist ein friih lymphogen und hédmatogen metastasierendes
Karzinom, welches trotz intensiver perioperativer Therapie sowie adjuvanter und
neoadjuvanter Therapienversuche weiterhin eine schlechte Prognose hat. Es ist daher
davon auszugehen, dass sich bel vielen Patienten bereits bel Diagnosestellung eine
okkulte Tumorzelldissemination ereignet hat. Mittlerweile ist es mdglich diese
minimale  Tumorzelldissemination ~ mit  immunhistochemischen ~ Methoden
nachzuweisen. Beim Osophaguskarzinom ist die lymphogene Dissemination von
Tumoreinzelzellen signifikant mit einer schlechteren Prognose korreliert. Die
biologischen Veranderungen im Primértumor, die zur Tumorzelldissemination fihren
sind dagegen weiterhin unklar. Die VEGF vermittelte Einsprossung von neuen
Gefél3en in das Tumorstroma ist ein zentraler Punkt im Fortschreiten der Erkrankung.
Die neu gebildeten Gefdlle weisen eine vermehrte Fenestrierung und porosere
Basallamina auf, die einer Durchwanderung des Endothels von Tumorzellen Vorschub
leisten konnte.

Wir haben die Expression des Gefé3wachstumsfaktors VEGF mit dem polyklonalen
VEGF-Antikorper (Santa Cruz Biotechnology, CA USA) immunhistochemisch auf 78
Primérkarzinomen untersucht. Auf den mit VEGF-charakterisierten Tumoren haben
wir die Mikrogeféal3dichte immunhistochemisch mit dem monoklonalen Antikorper
CD3L1 bestimmt und nach der von Weidner 1991 etablierten Methode ausgezahlt. Die
Einzelzelldissemination wurde in alen histopathologisch negativen Lymphknoten
sowie in Knochenmarksaspiraten untersucht. FUr die immunhistochemische
Darstellung der epithelialen Zellen in Lymphknoten wurde der spezifische Marker
Ber-EP4 (Dako, Hamburg) verwendet, wéhrend das Knochenmark mit dem
Panzytokeratinantikorper A45 (Micromet, Minchen) auf epitheliale Tumor-
einzelzellen gescreent wurde.

Es zeigte sich, dass das Plattenepithelkarzinom eine signifikant hthere Expressions-
intensitét des VEGF-Proteins aufwies as das Adenokarzinom. Im Weliteren korrelierte
die VEGF-Expression mit dem T-Stadium und der Gefédichte signifikant. In den
Unter-suchungen zur Tumoreinzelzelldissemination konnte keine signifikante
Korrelation einer vermehrten VEGF-Expression mit der lymphogenen Dissemination
festgestellt werden, wahrend der Nachweis epithelidler Zellen im Knochenmark bel
vermehrter VEGF-Expression gehauft festgestellt wurde. Dies war jedoch lediglich ein
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Trend und nicht statistisch signifikant. Wir folgern daraus, dass die VEGF-Expression
as Marker fur den lokalen Tumorprogress und eine aggressivere Tumorentitat
angesehen werden kann. Der Einflul? auf die vermehrte Gefél3neubildung zeigt sich
ebenfalls eindeutig. Im Zusammenhang mit der Metastasierung bzw. Einzelzell-
dissemination bleibt die Wirkung des VEGF-Proteins noch uneindeutig Hier sollte
differenziert werden zwischen dem lymphogenen und hamatogenen Metastasierungs-
weg. Verschiedene VEGF-Proteine, die entweder die Proliferation von Blut- oder
Lymphkapillaren stimulieren, konnten abhangig von lhrem Wirkungsfeld die
unterschiedlichen Metastasi erungswege beeinflussen. Dies stellt moglicherweise einen
versprechenden Ansatzpunkt fir neue individualisierte Strategien in der Krebstherapie
dar.
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