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1 Einleitung

1.1 Magenkarzinom - ein Uberblick
1.1.1 Epidemiologie, Prognose und Histomorphologie des Magenkarzinoms

Im Jahr 2012 erkrankten weltweit 951.600 Menschen an Magenkrebs [1]; 723.100 starben
daran [2]. Jahrlich erkranken in Westeuropa 8,8 Manner und 4,3 Frauen pro 100 000 Einwohner
an Magenkrebs [2]. Eine weitaus hohere Inzidenz wird in Ostasien, vor allem in Korea, Japan und
China beobachtet. Hier liegt die jahrliche Neuerkrankungsrate bei 35,4 Mdnnern und 13,8
Frauen pro 100.000 Einwohner [2]. Damit ist Magenkrebs insgesamt das flinfthaufigste
Karzinom [2].

Der Haufigkeitsgipfel des Erkrankungsalters liegt jenseits des 50. Lebensjahres [3] - das
mediane Erkrankungsalter liegt bei 72 Jahren fiir Manner und bei 77,5 Jahren fiir Frauen [4]-
doch in 10% der Falle erkranken Patienten auch schon zwischen dem 30. und 40. Lebensjahr [3].

Das Magenkarzinom weist wenige spezifische Frithsymptome auf. Dies hat zur Folge, dass mehr
als die Halfte der Patienten bei Diagnosestellung bereits an einem fortgeschrittenen
Tumorstadium leidet [5], was die Prognose drastisch verschlechtert. Unter Mannern stellt es -
nach Lungen- und Leberkrebs- die dritthdufigste krebsassoziierte Todesursache dar, unter
Frauen die fliinfthaufigste [2].

So haben kleine Karzinome ohne Lymphknoten- und Fernmetastasen (T1 NO MO, UICC IA) eine
5-Jahres-Uberlebensrate von bis zu 90%, wihrend es ab einem UICC Stadium II nur noch knapp
50% sind. Karzinome im UICC Stadium III weisen eine 5-Jahres-Uberlebensrate von rund 30%
auf, im Stadium [V sind es nur noch 5% [1] (Stadieneinteilung vgl. Tabelle 1).

Den wichtigsten Risikofaktor fiir das Magenkarzinom stellt die Infektion mit dem Bakterium
Helicobacter pylori dar. Nach einer Infektion entsteht zunachst eine Gastritis, aus der sich eine
Schleimhaut-Atrophie und schliefilich eine intestinale Metaplasie entwickeln. Aus dieser
wiederum entstehen dysplastische Zellen, welche letztlich zum Karzinom entarten [6]. Das
Bakterium wird als Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung eines Magenkarzinoms angesehen und
istin 77% der nicht in der Kardia lokalisierten Magenkarzinome nachweisbar [7]. Das Risiko der
Entstehung eines Magenkarzinoms ist bei Infektion mit Helicobacter pylori neunfach erhéht [8].

Nach der Lauren-Klassifikation wird der intestinale (50% der Karzinome) vom diffusen Typen
(ca. 40%) unterschieden. Ersterer wachst vornehmlich driisig formiert, wahrend der diffuse Typ
unzusammenhdngend und einzelzellig wachst. Dadurch ist er schlechter begrenzt und neigt
leichter zur Magenwandinfiltration als der intestinale Typ [3].

1.1.2 Stadieneinteilung des Magenkarzinoms- TNM und UICC

In der Onkologie wird grundsatzlich die TNM-Klassifikation verwendet. Aus den T-, N- und M-
Kategorien nach der TNM-Klassifikation ergibt sich das UICC-Stadium. Die T-Kategorie gibt
Informationen iiber die Gréfde des Primartumors, die N-Kategorie liber die Anzahl der
Lymphknotenmetastasen und die M-Kategorie iiber das Vorhandensein von Fernmetastasen.
Flir das Magenkarzinom hat sich zusatzlich das UICC-Stadium etabliert. Es stellt eine klinisch-
pathologische Einteilung dar, welche zusatzliche Hinweise fiir die Therapieplanung und die
Prognose gibt. Die nachfolgende Tabelle gibt einen kurzen Uberblick iiber die Einteilungen.



UICC-Stadium TNM-Klassifikation des Magenkarzinoms
Stadium 0 Tis (Carcinoma in situ)
Stadium IA T1NO MO
Stadium IB T1N1 MO
T2 NO MO
Stadium II T1N2 MO
T2 N1 MO
T3 NO MO
Stadium IIIA T2 N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
Stadium IIIB T3 N2 MO
Stadium IV T1-3 N3 MO
T4 N1-3 M0
Tx Nx M1 (jede Fernmetastasierung)

Tab. 1: Zusammenhang von TNM- und UICC-Klassifikation beim Magenkarzinom [1].

1.2 Extrakapsularer Lymphknotenbefall
1.2.1 Der Begriff des extranodalen Wachstums

Unter extranodalem oder extrakapsuldrem Wachstum, kurz ECG, versteht man den Durchbruch
der Lymphknotenkapsel mit nachfolgender Ausbreitung einer Lymphknotenmetastase in das
umgebende Weichgewebe. Bei der Diagnostik eines potentiell extranodalen Lymphknotens ist
vor allem die Unterscheidung wichtig, ob die Tumorzellen vom Weichgewebe aus in den
benachbarten Lymphknoten einwachsen, oder ob das Geschehen primar von innerhalb der
Lymphknotenkapsel ausgeht und sich von dort in das umliegende Weichgewebe ausbreitet. Dies
ist anhand einzelner histologischer Schnittebenen nicht immer eindeutig zu erkennen und muss
dann anhand weiterer Praparate nachvollzogen werden. Auch darf das Vorliegen eines
extranodalen Befalles nicht mit einer Lymphgefafdinvasion gleichgesetzt werden. Bei der
Lymphangiosis carcinomatosa bleiben die Tumorzellen innerhalb der Lymphgefaf3e und sind
somit, anders als bei der extranodalen Ausbreitung, noch durch ein Endothel der Lymphgefafie
vom umliegenden Weichgewebe abgetrennt.

1.2.2 ECG vs. ICG- Indikator flir Prognose und Aggressivitat?

Es gibt bereits Anhaltspunkte dafiir, dass das Vorhandensein eines extrakapsuldren
Lymphknotenbefalls einen Einfluss auf das Uberleben hat und unter anderem auch mit dem
TNM Stadium korreliert:

Eine Gruppe koreanischer Forscher veroffentlichte im November 2014 eine Studie tiber das
extranodale Wachstum beim Lymphknoten-metastasierten Magenkarzinom und dessen
Auswirkung auf die Prognose. Untersucht wurden dabei 1143 Patienten, welche im Rahmen
ihrer Krebserkrankung eine Gastrektomie und Lymphadenektomie erhalten hatten. Sie fanden
einen signifikanten Unterschied in der 5-Jahres-Uberlebensrate (48,1% bei extranodalem
Wachstum vs. 78,2% bei nicht extranodalem Wachstum, p<0,001) und eine Assoziation von
extranodalem Wachstum mit einem fortgeschrittenen T- und N-Stadium, Vorhandensein einer
Lymphangiose und der Tumorgréfie [9].



Das Vorhandensein eines extranodal befallenen Lymphknotens stellt somit einen potentiellen
Prognoseparameter fiir das Magenkarzinom dar.

Beim kolorektalen Karzinom wird dieser Parameter bereits umfassender diskutiert. So
verdffentlichen Veronese et al im Januar 2016 eine Metaanalyse tiber 13 Studien bis
einschliefdlich 7. Januar 2015. Betrachtet wurden insgesamt 1336 Patienten mit kolorektalen
Karzinomen und Lymphknotenbefall. Die Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs sowie die
Gesamtmortalitit waren bei den Fillen mit extranodalem Wachstum signifikant erh6ht [10]. Die
Autoren implizieren die Beriicksichtigung des ECG als wertvollen prognostischen Parameter
beim kolorektalen Karzinom.

Wind et al gehen in ihrer im Jahr 2007 veroffentlichten Rezension noch einen Schritt weiter;
betrachtet wurden insgesamt 14 Studien iiber das Magen-, Osophagus- und Rektumkarzinom.
Sie kamen letztlich zu dem Ergebnis, das ECG fiir Karzinome des gesamten
Gastrointestinaltraktes als Prognoseparameter zu berticksichtigen [11].

Letztlich deutet die Assoziation einer Kapseliiberschreitung mit schlechterem Gesamtiiberleben
und fortgeschrittenem Tumorstadium aber auch darauf hin, dass Tumore mit
kapseliiberschreitendem Wachstum ein deutlich aggressiveres Wachstumsmuster aufweisen als
Karzinome mit kapselrespektierendem Lymphknotenbefall. Es stellt sich folglich die Frage: Ist
der Parameter des extrakapsularen Lymphknotenwachstums ein Indikator fiir die
Tumoraggressivitiat des Magenkarzinoms?

1.3 Biomarker

1.3.1 Diskutierte Mechanismen der Zellproliferations-Beeinflussung beim
Gastrointestinalen Tumor

Die Einteilung des Magenkarzinoms nach morphologischen Parametern ist iiber die TNM-
Einteilung hinaus mittels der Lauren-Klassifikation gegeben und im klinischen Alltag etabliert.
Die Frage nach Unterschieden der Tumore auf zelluldrer und molekularer Ebene ist Gegenstand
der aktuellen Forschung.

Multiple genetische und epigenetische Alterationen von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen
werden diskutiert, aber auch Zellzyklus-regulierenden Proteine, Zelladhdsionsmolekiile, DNA-
Reparatur Gene, genetische Instabilitit oder Telomeraseaktivierung kdnnen zur Entstehung
eines Magenkarzinoms fiihren.

Einen Einblick in aktuelle Forschungsergebnisse gibt das 2014 im Nature verdffentlichte ,TCGA*-
Projekt (,The Cancer Genome Atlas Project’). Zur molekularen Differenzierung der Magentumore
wurden insgesamt 295 Patienten mit Adenokarzinom des Magens auf diverse genetische
Alterationen untersucht. Letztlich kamen die Autoren zu folgender Einteilung der
Magenkarzinome: Karzinome mit positivem Nachweis von Epstein-Barr-Virus (EBV) (n=26),
Mikrosatelliten-instabile Tumoren (MSI) (n=64), genetisch stabile Tumoren (GS) (n=58) und
Karzinome mit chromosomaler Instabilitat (CIN) (n=147) [12].

In den vier Gruppen fanden die Forscher unterschiedliche vorherrschende Mutationen und
Alterationen. Die Darstellung gibt nur ansatzweise wieder, wie viele diverse Mechanismen an
der Entstehung eines Magenkarzinoms beteiligt sein kénnen.



Typ | Vorherrschende Verdnderungen Anmerkung zum verdnderten Mechanismus
EBV | PIK3CA-Mutationen, Phosphatidylinositol-3-Kinase,

DNA-Hypermethylierung (CIMP) | CpG Island Methylator Phenotype

JAK2-Amplifikation Tyrosin-Kinase, ist in einen Teil der Zytokin-
Rezeptor-Signalwege involviert [13]

PD-L1/PD-L2 Amplifikation Die Liganden inhibieren bei Rezeptorbindung
die T-Zellaktivierung und Zytokinproduktion.
Tumorzellen verhindern dadurch eine
korpereigene Immunantwort [14].

CDKNZ2A (=p16) Tumorsuppressorgen, welches durch
Inhibition von CDKs den Zellzyklus am G1-
oder G2- Kontrollpunkt arretiert

MSI | Mutationen in onkogenen Mutationen wurden u.a. in folgenden Genen

Signalwegen nachgewiesen: PIK3CA, ERBB2/3, EGFR,
PTEN

MLH1-Silencing DNA-Mismatch-Reparatur-Protein, eine
Mutation oder epigenetische Alteration hat
eine Mikrosatelliteninstabilitiat zur Folge

GS Diffuser Typ n. Lauren

RHOA-Mutationen Ras homolog familiy member A; fungiert als
GTPase, reguliert die Zellform, -ahadsion und -
motilitdt [15]

CDH1- Mutationen (=E-Cadherin) | Transmembranes Glykoprotein, an Epithelien
exprimiert, wichtig fiir die Zell-Zell-Adhasion.

CIN | RTK-Amplifikation Rezeptor-Tyrosin-Kinasen

TP53 Mutation Tumorsuppressorprotein, reagiert auf
diverse zelluldre Stressoren durch
Expressionsregulation zahlreicher Zielgene,
induziert dadurch den Zell Zyklus Arrest,
Apoptose, Zellalterung und die DNA-
Reparatur. [16].

Intestinaler Typ n. Lauren

Tab. 2: Uberblick iiber die im TGCA-Projekt untersuchten Mutationen, sortiert nach den vier Subtypen

des Magenkarzinoms




GE
Junction

CIN
« Intestinal histology
« TP53 mutation
* RTK-RAS activation

EBV
*PIK3CA mutation
*PD-L1/2 overexpression
« EBV-CIMP
* CDKN2A silencing
« Immune cell signalling

MSI
« Hypermutation
* Gastric-CIMP
* MLH1 silencing
« Mitotic pathways

GS
» Diffuse histology
*CDH1, RHOA mutations
*CLDN18-ARHGAP fusion
» Cell adhesion

2

Abb. 1 [12]: Besonderheiten der Magenkarzinom-Subtypen. Das Schema stellt die wichtigsten
Merkmale der vier molekularen Subtypen nach dem TCGA-Projekt dar. Die Verteilung der Subtypen
nach der Lokalisation im Magen ist anhand der Kreisdiagramme dargestellt.

1.3.2 Einfiihrung in die verwendeten Marker

Die im Rahmen des TCGA-Projektes verdffentlichte molekulare Unterteilung zieht seither
weitere Forschungsarbeiten in Anlehnung an die Gruppierung nach sich [17] und ist daher auch
eine gute Basis fiir die Auswahl einiger Marker fiir diese Studie. Drei der sechs ausgewéhlten
Marker wurden in Anlehnung daran ausgewahlt: MLH1, MSH2 und 3-Catenin. Unabhangig vom
TCGA-Projekt wurden weitere drei Marker fiir diese Studie ausgewdhlt: CD133, SOX2 und SOX9.
Sie wurden ebenfalls bereits im Rahmen gastrointestinaler Tumore untersucht und dienen zur
Identifikation tumorinitiierender Zellen. Diese sogenannten ,Krebsstammzellen‘(CSC) sind
charakterisiert durch eine ausgiebige Fahigkeit zur Selbsterneuerung, weisen dadurch ein hohes
Entartungs-Potential auf [18] und sind daher ein wichtiger Mittelpunkt der Krebsforschung [19].
Ein hoher Anteil an Krebsstammzellen im Primdrtumor ist mit einer vermehrten
Chemotherapie-Resistenz [20, 21], schlechterer Prognose [22] und fortgeschrittenem
Tumorstadium[23] assoziiert, was darauf hinweist, dass Krebsstammzellen ein Zeichen fiir
einen aggressiv wachsenden Tumor-Subtyp darstellen.

Auch beim Magenkarzinom wird die Rolle der ,Krebsstammzellen’, kurz CSC, bei der
Tumorentstehung weiterhin untersucht und als mogliches Therapieziel angesehen [24]. Die CSC-
Population wird auch bei Patienten mit Magenkarzinom oftmals fiir die hohe Rezidivrate und
subsequente Therapieresistenz verantwortlich gemacht [25].

Alle hier untersuchten Marker besitzen somit die Eigenschaft, aggressive Karzinom-Subgruppen
zu demaskieren.
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Marker Funktion Rolle beim Magenkarzinom

MLH]1, Proteine der DNA-Mismatch- Magenkarzinome mit nachgewiesener

MSH2 Reparatur (MMR), Mutationen mit Mikrosatelliteninstabilitat sind haufiger
Verlust der Reparaturfunktion bei alteren Patienten. Sie weisen weniger
fithren zur haufig Lymphknotenmetastasen auf [26].
Mikrosatelliteninstabiltiat (MSI). MLH1 wurde im TCGA-Projekt vermehrt

in der MSI-Gruppe nachgewiesen [12].

B-Catenin Proto-Onkogen, als Teil des Wnt- Eine geringe 3-Catenin Expression ist mit
Signalwegs Vermittlung der geringer Tumorzellinvasion und weniger
Genexpression Lymphknotenmetastasen assoziiert [27].
proliferationsfordernder Gene.

CDh133 Genaue Funktion unbekannt, Die CD133 Uberexpression korreliert
vermehrt exprimiert in Tumor- beim Magenkarzinom unter anderem mit
initilerenden Zellen einer schlechteren Prognose und

vermehrtem Auftreten von Lymphknoten-
und Fernmetastasen [18].

SO0X2 Transkriptionsfaktoren, die die Eine hohe SOX2-Expression bei Patienten
embryonale Entwicklung regulieren | mit Magenkarzinom geht mit einem
und das Zellschicksal bestimmen. besseren Behandlungsergebnis und mit
Die Genprodukte sind wichtig fiir geringeren Lymphknotenmetastasen
die Aufrechterhaltung von einher. Auf3erdem inhibiert SOX2 die
Stammzellen im ZNS und fiir die Tumorzellinvasion durch Vermehrung der
Genexpression im Magen [28]. p21 Expression [29].

S0X9 Transkriptionsfaktor, physiologisch | Die SOX9-Expression ist beim
u.a. wichtig fiir die Magenkarzinom unter anderem mit
Chondrozytendifferenzierung und vermehrten Lymphknoten- und
die Differenzierung der mannlichen | Fernmetastasen, fortgeschrittenem
Geschlechtsorgane, indem es die Tumorstadium und mit schlechterem
Transkription des Anti-Miiller- Uberleben assoziiert [31].

Hormons reguliert [30].

Tab. 3: Uberblick iiber die in dieser Studie untersuchten Alterationen mit zelluldrer Funktion und Rolle
beim Magenkarzinom

a. MLH1 und MSH2

Die beiden Marker MLH1 und MSH2 sind Mikrosatelliteninstabilitats-Marker und physiologisch
ein Teil der DNA-Reparatur. Mikrosatelliteninstabilitidt bezeichnet eine Langenveranderung der
kurzen, repetitiven DNA-Sequenzen als Folge der Replikation. Normalerweise wird eine solche
Veranderung durch DNA-Reparaturmechanismen wéhrend der Replikation verhindert. Ein
bedeutender Reparaturmechanismus, der dabei eine Rolle spielt, ist die DNA-Mismatch-
Reparatur (MMR). Ist eine Mutation im Bereich der MMR-Gene vorhanden, hat dies eine
geringere Expression der daraus entstehenden MMR-Proteine zur Folge; die DNA-Reparatur ist
defekt und die Mikrosatelliteninstabilitdt kann nicht mehr suffizient repariert werden.

Ziel der MMR-Proteine ist es, wahrend der DNA-Replikation eine Fehlpaarung in DNA-
Doppelstrangen zu erkennen und zu entfernen. Die Mismatch-Proteine sind hierbei fiir das
Erkennen und die Inzision der falschen Basen verantwortlich, das eigentliche Herausschneiden
wird von speziellen Exonukleasen (EX01) iibernommen (vgl. hierzu auch Abbildung 2 mit
Bildunterschrift). Bei den humanen MMR-Proteinen unterscheidet man fiinf MutS-Homologe,
darunter auch MSH2, und drei MutL-Homologe, zu welchen MLH1 z&hlt [32].
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Die beiden Mikrosatelliteninstabilitats-Marker MLH1 und MSH2 wurden in Anlehnung an das
TCGA-Projekt ausgewahlt. In der MSI-Gruppe wurde dort neben diversen vorherrschenden
Mutationen in onkogenen Signalwegen auch ein Verlust der MLH1-Expression festgestellt [12].
Ein MSH2-Verlust dufiert sich ebenfalls in einer Mikrosatelliteninstabilitat. Ein MLH1- bzw.
MSH2-Verlust ist vor allem bei hereditdren Formen des Magenkarzinoms im Rahmen eines
HNPCC-Syndroms nachweisbar [33]. Im Rahmen von epigenetischen Alterationen kann der

Verlust der MLH1- bzw. MSH2-Expression aber auch bei sporadischen Karzinomen vorkommen
[12].
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Abb. 2 [34]: MSH2 bildet zusammen mit MSH6 den Mismatch-Erkennungskomplex. Dieser bindet am
Fehlpaar und rekrutiert MLH1 und PMS2. Der Komplex wandert dann an der DNA entlang, bis er eine
Strangdiskontinuitdt im neu-synthetisierten Tochterstrang erkennt. EXO1 wird rekrutiert,
anschliefSend wird der Tochterstrang bis nach dem falsch eingebauten Nukleotid abgebaut. Die Liicke
wird anschliefSend reguldir von der DNA-Polymerase 6 aufgefiillt und die Enden durch die DNA-Ligase
verkniipft.

b. Beta-Catenin

B-Catenin ist ein intrazelluldres Protein und ein Proto-Onkogen. Neben seiner Funktion als
Zelladhasionsmolekiil ist 3-Catenin aufierdem ein wichtiger Bestandteil des Wnt-Signalwegs
[35].

Wnt ist ein extrazellularer Wachstumsfaktor, welcher physiologisch vor allem in der
Embryogenese, dort unter anderem in der Bildung der Kérperachse oder bestimmter
Organanlagen eine Rolle spielt [36].

Der Wnt-Signalweg wirkt letztlich iiber die Stabilisierung bzw. Anreicherung von
intrazellularem (3-Catenin. Ist kein Wnt-Ligand vorhanden, wird das zytoplasmatische 3-Catenin
durch einen Proteinkomplex aus der Glycogen Synthase Kinase 313 (GSK3#3), Axin und APC
phosphoryliert. GSK3{3 phosphoryliert B-Catenin und markiert es damit fiir die Ubiquitinierung
12



und den proteosomalen Abbau [37] (vgl. Abbildung 3, rechte Seite).

Bindet ein Wnt-Ligand an den Frizzled-Rezeptor (Fzd) und an einen der beiden Co-Rezeptoren
LRP-5 bzw. LRP-6, wird nachfolgend das intrazelluldre Protein ,Dishevelled‘ (Dvl)
phosphoryliert. Dieses inhibiert in phosphoryliertem Zustand die GSK313; 3-Catenin wird folglich
nicht phosphoryliert und nicht durch das Proteasom abgebaut. Das angereicherte (-Catenin
wird nachfolgenden in den Zellkern transportiert, wo es zusammen mit Tcf (,T-cell factor‘) und
Lef (lymphoid enhancer-binding factor‘) die Expression bestimmter Zielgene wie Cyclin D1,
Axin2, c-Myc und PPARS reguliert [37-39] (vgl. Abbildung 3, linke Seite).

Inactive

Active

LRP5/6 Fzd

Proteosomal
degradation

=

@ expression

. J

Abb. 3[40]: Wnt-Signalweg. Active: Ist der Wnt-Ligand am Frizzled (Fzd)-Rezeptor und an einem der
Corezeptoren LRP5/6 gebunden, wird ,Dishevelled’ (Dvl) aktiviert, welches folglich GSK3{3 inhibiert. 3-
Catenin wird nicht phosphoryliert und reichert sich intrazelluldr an. Es wird dadurch in den Zellkern
tiberfiihrt, wo es zusammen mit den Transkriptionsfaktoren Lef und Tcf die Expression der Zielgene
antreibt.

Inactive: Bei abwesendem Wnt-Liganden phosphoryliert GSK3f3 p-Catenin stetig, was zur
Ubiquitinierung und zum proteosomalen Abbau von Beta-Catenin fiihrt. Folglich werden die Zielgene
geringer exprimiert [40].

In Tumorzellen kann der Wnt-Signalweg auch ohne Ligandenbindung aktiviert werden. So kann
beispielsweise durch eine ,loss-of-function’-Mutation eines Proteins des Proteinkomplexes aus
GSK31#3, APC und Axin selbiger nicht mehr funktionieren und folglich $-Catenin nicht mehr
abgebaut werden. Die Folge ware eine stetige Aktivierung der davon abhangigen
Transkriptionsfaktoren.

Dies ist bei der familidren adenomatosen Polyposis, kurz FAP, der Fall. Hier ist der
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Tumorsuppressor APC betroffen; der ,destruction-complex‘ kann nicht mehr gebildet und f3-
Catenin nicht mehr abgebaut werden. Die stetige 3-Catenin-Erhohung hat eine konstitutive
Transkription der davon abhingigen Gene zur Folge, welche eine grofde Rolle bei der Regulation
des Zellzyklus spielen und proliferationsfordernd wirken. Eine Mutation in diesem Bereich kann
somit zur Krebsentstehung beitragen. Die abnormale Aktivierung des Wnt/[3-Catenin-
Signalwegs spielt sowohl fiir die Entstehung als auch fiir den Verlauf des Magenkarzinoms eine
Rolle [41].

-Catenin wird durch zahlreiche zellulire Mechanismen in seiner nukledren Anreicherung
beeinflusst [40]. So wird es beispielsweise von EGFR liber den PI3K/Akt-Signalweg aktiviert
[42] und steht damit in Zusammenhang zu den Alterationen, welche im TCGA-Projekt untersucht
wurden. Dort wurden in der Gruppe der chromosmal instabilen Tumore (CIN) unter anderem
vermehrt Alterationen von EGFR und in den EBV-positiven Karzinomen Mutationen des PI3K-
Signalwegs gefunden [12].

Auflerdem konnte eine fehlende 3-Catenin Expression beim Magenkarzinom mit geringerer
Tumorinvasionsrate, verminderter Zellproliferation und geringerer Metastasierung assoziiert
werden [43].

Eine nukledre Erhohung der 3-Catenin Konzentration wird beim Magenkarzinom auch mit einer
Helicobacter pylori-Infektion in Verbindung gebracht. Die Infektion mit dem Bakterium soll
dabei den Wnt-Signalweg stimulieren und iiber 3-Catenin die epitheliale Zellproliferation der
Magenschleimhaut steigern [44].

c. CD133

Das Glykoprotein CD133, auch Prominin genannt, ist ein Transmembranprotein, dessen primare
Funktion nach wie vor ungeklart ist. Es wurde erstmals 1997 in humanen hdmatopoetischen
Stammzellen nachgewiesen [45]. In den darauffolgenden Jahren wurde CD133 als Marker zur
Identifikation Tumor-initiierender Zellen, den bereits erwahnten ,Krebs-Stammzellen’, etabliert
[46, 47]. Diese Zellen sind vor allem dadurch charakterisiert, dass sie eine ausgepragte Fahigkeit
zur Selbsterneuerung haben. Heute ist CD133 ein in der Forschung haufig verwendeter Marker,
um solche zu identifizieren [18].

Sowohl beim Magen- als auch beim kolorektalen Karzinom konnte eine vermehrte CD133-
Expression mit einer schlechteren Prognose assoziiert werden [18, 48]. Beim Magenkarzinom
wurde zuséatzlich ein vermehrtes Auftreten von Lymphknotenmetastasen bei Karzinomen mit
hoher CD133 Expression nachgewiesen [18].

d. SOX2

SOX2 ist ein bekannter Transkriptionsfaktor, welcher essentiell fiir die Aufrechterhaltung der
Selbsterneuerung undifferenzierter embryonaler Stammzellen ist. Er spielt zusammen mit einer
Gruppe anderer Transkriptionsfaktoren wie c-Myc, LKF4 oder Oct3/4 eine Rolle bei der
Induktion und Aufrechterhaltung pluripotenter Stammzellen [49-52].

S0X2 wird in gesunder Magenschleimhaut exprimiert, allerdings nicht in gesunder
Darmschleimhaut. Im Magen ist SOX2 zustédndig fiir die Regulierung der Genexpression [28].

Obwohl SOX2 auf Stammzellen des Magens exprimiert wird [53] und eine Expression in vielen
Tumoren wie dem spinozelluldaren Karzinom[54, 55], dem Ewing-Sarkom [56] , dem Prostata-
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und Mamma-Karzinom [49, 57] eine tumorférdernde Wirkung nach sich zieht, gilt dies
offensichtlich nicht fiir das Magenkarzinom. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass anders
als erwartet eine inverse Korrelation von SOX2 und Tumorgenese besteht. Ein Verlust der SOX2-
Expression induzierte demnach unter anderem die Transkription der Tcf/Lef-abhingigen Gene
und forderte somit die Tumorentstehung [53].

Auch beim Menschen scheint SOX2 beim Magenkarzinom als Tumorsuppressor zu fungieren
[58]. Der im Marz 2016 im ,American Journal of Cancer Research’ erschienene Artikel weist
daraufhin, dass in einigen Studien eine reduzierte SOX2-Expression bei Patienten mit
Magenkarzinom nachgewiesen wurde und diese mit einem schlechteren Outcome assoziiert
war. Zusatzlich scheint auch eine Infektion mit Helicobacter pylori, welche als Hauptrisikofaktor
fiir die Entstehung eines Magenkarzinoms gilt, die SOX2-Expression zu supprimieren [58].
Patienten mit Magenkarzinom und geringer SOX2-Expression haben aufderdem ein besseres
Behandlungsergebnis; eine hohe SOX2 Expression ist mit einer geringeren Rate an
Lymphknotenmetastasen assoziiert [29].

Es konnte aufderdem nachgewiesen werden, dass SOX2 die Expression von [3-Catenin reguliert
[59-61], was den MarKer fiir diese Studie noch interessanter macht.

e. SOX9

Der Transkriptionsfaktor SOX9 ist Teil der DNA-bindenden Proteine der HMG Domane und ist
wichtig fiir die Geschlechtsentwicklung des Mannes, indem es die Transkription des Anti-Miiller-
Hormon-Gens reguliert. Desweiteren spielt SOX9 eine entscheidende Rolle fiir die
Chondrogenese, indem es die Expression der knorpelspezifischen Gene reguliert [30, 60, 62].

Im Gastrointestinaltrakt wird SOX9 in den Zellkernen der Kryptenepithelien einschliefilich der
Paneth- und Stammzellen exprimiert [62]. Es spielt aufierdem eine wichtige Rolle fiir die
Entwicklung des Endoderms sowie die Homdostase des intestinalen Epithels indem es unter
anderem mit dem Wnt-Signalweg interagiert. Die Deletion von SOXO fiihrt zu einer Aktivierung
des Wnt-Signalwegs und somit zu einer vermehrten epithelialen Proliferation und folglich einer
intestinalen Hyperplasie [60, 63].

Es wurde festgestellt, dass SOX9 zusammen mit dem Wnt-Zielprotein Slug den Stammzellstatus
von Mamma-Zellen determiniert. SOX9 und Slug induzieren die Passage von differenzierten
luminalen Zellen durch die epitheliale mesenchymale Transition (EMT) und fordern somit direkt
die maligne Progression und Metastasierung [64]. EMT spielt auch bei der Entstehung von
gastrointestinalen Tumoren eine entscheidende Rolle [65, 66].

In gastrointestinalen Tumoren ist SOX9 mit einer schlechten Prognose und fortgeschrittenem
Tumorstadium assoziiert [31, 67, 68]. Fiir das kolorektale Karzinom ist eine hohe SOX9
Expression ein unabhéngiger Prognosefaktor [68]. Auch beim Magenkarzinom ist eine
vermehrte Expression von SOX9 mit einer schlechteren Prognose, einem fortgeschrittenen
Tumorstadium und dem vermehrten Auftreten von Lymphknoten- und Fernmetastasen
assoziiert [31, 69].
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2 Fragestellung und Zielsetzung

Der Faktor des extrakapsuldaren Wachstums stellt einen interessanten Parameter dar, der
bislang weitgehend unerforscht ist. Dessen Zusammenhang sowohl mit histomorphologischen
Parametern als auch mit zellularen Veranderungen der Karzinome muss genauer untersucht
werden, um die Tumorbiologie dieser Subgruppe besser zu verstehen. Auch der Einfluss eines
vorhandenen Kapseldurchbruchs auf das Uberleben muss iiber die bereits bestehenden
Anhaltspunkte hinaus genauer untersucht werden, um die Wichtigkeit des Parameters ,ECG’
einordnen zu konnen. Die drei wichtigsten Fragestellungen in Zusammenhang mit dem
Parameter des extrakapsularen Wachstums sind somit folgende:

1 Zusammenhang des extrakapsuldren Lymphknotenbefalls mit der Histomorphologie des
Tumors

2 Assoziation des ECG mit Biomarkern

3 Prognosefaktor ECG als Voraussetzung fiir eine personalisierte Medizin

2.1 Extranodales vs. intranodales Wachstum und Histomorphologie

Der Parameter ,extrakapsulires Wachstum‘ soll auf eine Korrelation mit dem Uberleben und der
TNM-Klassifikation untersucht werden. Zusatzlich wird auch ein moglicher Zusammenhang von
extrakapsuldrem Lymphknotenbefall und Lymphgefafdinvasion, Tumorgrading und Lauren-
Klassifikation untersucht. Fiir die neoadjuvant vortherapierten Patienten soll auf3erdem der
Regressionsgrad nach Becker in Zusammenhang mit dem ECG untersucht werden.

2.2 Assoziation des ECG mit Biomarkern

Da die beschriebenen Korrelationen des ECG mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium darauf
hindeuten, dass Tumore mit extranodaler Uberschreitung ein weitaus aggressiveres
Wachstumsmuster aufweisen als Karzinome mit rein intrakapsularem Lymphknotenbefall, stellt
sich die Frage, ob auch auf zelluldarer Ebene ein Unterschied zwischen den Tumoren der beiden
Gruppen besteht.

Um die Karzinome mit kapseliiberschreitendem Wachstum in ihrer Tumorbiologie besser
verstehen zu konnen, werden sie auf einen Unterschied der Expression der Biomarker MLH1,
MSH2, 3-Catenin, CD133, SOX2 und SOX9 untersucht und dahingehend mit den Tumoren ohne
Kapseldurchbruch verglichen.

Als Kontrolle dient eine Gruppe von 17 Patienten, deren Erkrankungen nach der TNM-
Klassifikation als T3 oder T4 und NO MO klassifiziert wurden. Die Karzinome deuten auf ein
wenig aggressives Wachstum hin, da sie trotz grofer Primartumoren keinen Anhalt fiir ein
metastasierendes Wachstumsmuster aufweisen.

2.3 Identifikation von Prognosefaktoren

Der Parameter des extrakaspularen Wachstums der Lymphknoten stellt einen
vielversprechenden Prognosefaktor dar. Unterscheiden sich die Tumore mit
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kapseliiberschreitendem Lymphknotenbefall auch auf zellularer Ebene von den Karzinomen mit
kapselrespektierendem Wachstum (unterscheiden sich die beiden Gruppen also auch auf
tumorbiologischer Ebene) ware dies letztlich ein Ansatzpunkt fiir eine zielgerichtete Therapie,
um die Prognose der aggressiven Tumore mit Kapseldurchbruch zu verbessern.

3 Material und Methoden
3.1 Studiendesign

Die vorliegende klinisch-retrospektive Studie wurde an der chirurgischen Klinik und Poliklinik
im Klinikum Grofshadern der Ludwig Maximilian Universitat Miinchen durchgefiihrt. Als
Grundlage diente eine Datenbank mit insgesamt 529 Patienten mit Magen- oder AEG-Karzinom
(Karzinom des Gastrodsophagealen Ubergangs), welche in den Jahren 2002 bis 2014 im
Klinikum GrofRhadern eine Gastrektomie erhielten oder anderweitig dort behandelt wurden.

Aus diesem Patientenkollektiv wurden zunachst die nodal positiven Félle (n= 260) extrahiert.
Von 199 der 260 nodal positiven Falle konnten die histologischen Schnittprdparate vollstiandig
gesammelt werden. Anhand dieser Priaparate wurden die Falle nach lichtmikroskopischer
Beurteilung in die beiden Gruppen extrakapsuliares Wachstum (ECG) und intrakapsulares
Wachstum (ICG) eingeteilt.

Neben den histologischen Schnittpraparaten konnten einerseits anhand der ausgearbeiteten
Datenbank wichtige Informationen zu den Patienten und den Tumoren gesammelt werden,
zusatzlich wurden auch die Berichte des Pathologischen Instituts als Quelle fiir fehlende
Informationen herangezogen.

Fiir die anschliefSenden immunhistochemischen Farbungen konnten von insgesamt 194 der 199
Falle die notwendigen Paraffinblécke der Primartumore und Lymphknotenmetastasen
gesammelt werden (vgl. 3.3 Biomarker). 187 der 194 Farbungen wurden anhand der
Primadrtumoren vorgenommen, fiir die restlichen 7 wurden aufgrund fehlender Primartumor-
Blocke Praparate der Lymphknotenmetastasen verwendet.

Als Kontrollgruppe wurden zunachst aus derselben Datenbank mit 529 Patienten die als T3 oder
T4 und NO klassifizierten Fille extrahiert (n=27). Da die Kombination aus groféem Primartumor
und Fehlen von Lymphknotenmetastasen auf ein wenig aggressives Tumorwachstum hindeutet,
waren die Fille als Kontrollen fiir die immunhistochemischen Farbungen sehr interessant. Von
den insgesamt 27 Fallen konnten von 17 die fiir die Farbungen notwendigen Paraffinblécke der
Primdrtumoren gesammelt werden.

Einen Uberblick iiber die Arbeitsschritte und die dazu gehérigen Fallzahlen gibt Abbildung 4.
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Abb. 4: Uberblick iiber die Reihenfolge der wichtigsten Arbeitsschritte mit Fallzahlangaben.

3.2 Charakterisierung des Patientenkollektivs
3.2.1 Uberblick

Die nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber das vorliegende Patientenkollektiv. Die
Kontrollgruppe in der rechten Spalte ist ausschliefilich fiir den Teil der immunhistochemischen
Farbungen von Bedeutung, der histomorphologische Teil der Arbeit bezieht sich stets nur auf
die nodal positiven Fille (Spalten zwei bis vier).
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Charakterisitk Nodal Positiv | ECG ICG Kontrolle T3 /4 NO
Alle Patienten 199 73 (36,7) 126 (63,3) 27

Alter (in Jahren) Median= 66

<66 100 (50,3) 33 (33,0) 67 (67,0) 12 (44,4)
267 99 (49,7) 40 (40,4) 59 (59,6) 15 (55,6)
Geschlecht

Mannlich 128 (64,3) 41 (32,0) 87 (68,0) 18 (66,7)
Weiblich 71 (35,7) 32 (45,1) 39 (54,9) 9 (33,3)
UICC

1A 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
1B 1(0,5) 0(0,0) 1(100,0) 0(0,0)
1A 40 (20,1) 5(12,5) 35(87,5) 21(77,8)
11B 36 (18,1) 11 (30,6) 25 (69,4) 4 (14,8)
I11A 31 (15,6) 15 (48,4) 16 (51,6) 0(0,0)
111B 13 (6,5) 9 (69,2) 4 (30,8) 2(7,4)
111C 4(2,0) 2 (50,0) 2 (50,0) 0(0,0)
IV 59 (29,6) 27 (45,8) 32 (54,2) 0 (0,0)
Sonstiges 16 (8,0) 4 (25,0) 12 (75,0) 0 (0,0)
Tumorgrofie

TO(vortherapiert) 4(2,0) 1 (25,0) 3 (75,0) 0 (0)

T1 2 (1,0) 0(0,0) 2 (100,0) 0(0)

T2 97 (48,7) 27 (27,8) 70 (72,2) 0 (0)

T3 61 (30,7) 25 (41,0) 36 (59,0) 21(77,8)
T4 34 (17,1) 19 (55,9) 15 (44,1) 6(22,2)
Tx 1(0,5) 1(100,0) 0 (0,0) 0
Nodaler Status

NO 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 27 (100,0)
N1 89 (44,7) 17 (19,1) 72 (80,9) 0(0)

N2 59 (29,6) 24 (40,7) 35 (59,3) 0 (0)

N3 51 (25,6) 32 (62,7) 19 (37,3) 0(0)
Metastasen

MO 127 (63,8) 42 (33,1) 85 (66,9) 26 (96,3)
M1 59 (29,7) 27 (45,8) 32 (554,2) 0(0,0)
Mx 13 (6,5) 4 (30,8) 9 (69,2) 1(3,7)
Lymphangiose

L0 56 (28,1) 13 (23,2) 43 (76,8) 23 (85,2)
L1 143 (71,9) 60 (42,0) 83 (58,0) 0 (0,0)
Lx 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 4 (14,8)
Tumor Grading(WHO)

G1 2 (1,0) 1 (50,0) 1 (50,0) 0 (0)

G2 31 (15,6) 7 (22,6) 24 (77,4) 4 (14,8)
G3 162 (81,4) 63 (38,9) 99(61,1) 22 (81,5)
Gx 4(2,0) 2 (50,0) 2 (50,0) 1(3,7)
Lauren-Klassifikation

intestinal 108 (54,3) 33 (30,6) 75 (69,4) 13 (48,1)
diffus 69 (34,7) 33 (47,8) 36 (52,2) 9 (33,3)
Mischtyp 22 (11,1) 7 (31,8) 15(68,2) 3(11,1)
X 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(3,7)
Vortherapiert

nein 140 (70,4) 48 (34,3) 92 (65,7) 13 (48,1)
ja 59 (29,6) 25 (42,4) 34 (57,6) 14 (51,9)
unklar 1(0,5) 0(0,0) 1 (100,0) 0(0,0)

Tab. 4: Charakterisierung des Patientenkollektivs mit Absolutzahlen und Prozentangaben in
Klammern. Die Prozente der Spalte ,Nodal Positiv’ beziehen sich stets auf n=199. Die Prozentangaben
der Spalten ,ECG‘ und ,ICG beziehen sich auf die zeilengleiche Absolutzahl der Spalte ,Nodal Positiv’. In
der Kontrollgruppe beziehen sich die Prozentangaben stets auf n=27.
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Charakteristik Nodal Positiv ECG ICG Kontrolle T3 /T4 NO
Tumorlokalisation

Magen 191 (96,0) 69 (36,1) 122 (63,9) 26 (96,3)

Antrum 31 (16,2) 12 (38,7) 19 (61,3) 6 (22,2)

Korpus 33(17,3) 11 (33,3) 22 (66,6) 10 (37,0)

Kardia 68 (35,6) 22 (32,4) 46 (67,6) 3(11,1)

Fundus 5(2,6) 4 (80,0) 1(20,0) 0(0,0)

Sonstiges 54 (28,3) 19 (35,2) 35 (64,8) 7 (25,9)

AEG 8(4,0) 5(62,5) 3 (37,5) 1(3,7)

Tab. 5.: Uberblick iiber die Tumorlokalisation des Patientenkollektivs mit Absolutzahlen und
Prozentangaben in Klammern.

Die nachfolgende Tabelle bezieht sich ausschliefdlich auf die vortherapierten Patienten.

Charakteristik Vortherapiert, ECG ICG Kontrollgruppe,
nodal positiv vortherapiert

Gesamt 59 25 (42,2) 34 (57,6) 14

Regressionsgrad

(Becker)

1a 5(8,5) 1(20,0) 4 (80,0) 0 (0)

1b 8(13,6) 5 (62,5) 3(37,5) 3(21,4)

2 19 (32,2) 8 (42,1) 11 (57,9) 3(21,4)

3 26 (44,1) 11 (42,3) 15 (57,7) 3(21,4)

Sonstiges 0 0 0 5 (35,7)

Tab. 6: Uberblick iiber das Ansprechen der vortherapierten Patienten auf die Chemotherapie in Form
des Regressionsgrades n. Becker mit Absolutzahlen und Prozentangaben in Klammern. Die Prozente
beziehen sich in der Spalte ,Vortherapiert, nodal positiv’ auf die Gesamtzahl n=59, in den Spalten ,ECG*
und ,ICG’ auf die zeilengleiche Zahl der Spalte ,Vortherapiert, nodal positiv' und in der Spalte
,Kontrollgruppe, vortherapiert’ auf die Gesamtzahl n=14.

3.2.2 Klinische Charakteristika

Die nachfolgenden Zahlenangaben beziehen sich ausschliefilich auf die nodal positiven Fille. Die
Kontrollgruppe mit den 27 T3 /T4 NO klassifizierten Fallen wird erst ab,3.3 Biomarker’ mit in
die Zahlenangaben eingeschlossen.

Die Studie umfasst 71 Frauen und 128 Manner (vgl. Abbildung 5); 177 davon mit
Magenkarzinom und sieben mit einem Tumor des ésophagogastralen Ubergangs (AEG) (vgl.
Abbildung 6). Eine genauere Differenzierung der Tumorlokalisation ist in Abbildung 7
dargestellt.
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Geschlecht Lokalisation

B Manner M Frauen B Magen M AEG

4%

Abb. 5: Geschlechterverteilung der nodal Abb. 6: Differenzierung der nodal positiven
positiven  Fille. Weiblich (n=71; 36%), Fillle (n=199) in Magenkarzinom (n=191,
Mdnnlich (n=128; 64%). Gesamtkollektiv 96%) und AEG-Tumor (n=8; 4%).

(n=199).

Tumorlokalisation

B Antrum M Korpus M Kardia ™ Fundus M Magen-Sonstiges ™ AEG

Abb. 7: Differenzierte Darstellung der Tumorlokalisation. Antrum (n=31), Korpus (n=33), Kardia
(n=68), Fundus (n=5), Magen-Sonstiges (n=54), AEG (n=8). Gesamtkollektiv (n=199).

Anhand des Tumorregisters Miinchen wurden die Sterbedaten der bereits verstorbenen
Patienten ermittelt sowie die letzten Kontaktdaten der noch lebenden Patienten, um daraus
anschlieRend die Kaplan-Meier-Uberlebensdaten zu ermitteln.

Zum Zeitpunkt des 27. Januar 2016 waren insgesamt 136 der 199 Patienten bereits verstorben,
fiir die weiteren Patienten wurde der letzte Eintrag im Tumorregister oder das Datum des
letzten Patientenkontaktes als Zensierungsdatum verwendet. Von drei Patienten konnten keine
Daten im Tumorregister eruiert werden.

Die Sterbedaten wurden auch fiir die Kontrollgruppe gesammelt, da diese im
immunhistochemischen Teil der Arbeit mit in die Uberlebensstatistiken einflief3en. 8 der 27
Patienten waren zum 27. Januar 2016 verstorben, von den restlichen 19 Patienten wurde wie
bei den nodal positiven Fallen ein Zensierungsdatum notiert.
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3.2.3 Histomorphologie

Die Einteilung der Tumore nach der Lauren-Klassifikation wurde grofdtenteils aus den
pathologischen Berichten iibernommen. Vereinzelt mussten die Fille anhand der histologischen
Schnitte der Primartumore nachklassifiziert werden. Den grofdten Anteil stellt der intestinale
Typ mit insgesamt 108 betroffenen Patienten dar, 69 Karzinome wurden als diffus klassifiziert
und 22 als Mischtyp.

Lauren Klassifikation

M Intestinal  m Diffus Mischtyp

Abb. 8: Uberblick iiber die Anteile der drei Untergruppen nach der Lauren-Klassifikation.
Intestinaler Typ (n=108, 54%), diffuser Typ (n=69, 35%), Mischtyp (n=22, 11%). Gesamtkollektiv
(n=199).

Anhand der Berichte des Pathologischen Instituts wurden aufderdem folgende Daten erhoben:
TNM-Klassifikation, UICC-Stadium, Vorhandensein von Lymphgefafieinbriichen (L), die
Graduierung des Tumors (G), der Residualtumor (R) und bei vorhandener Vortherapie der
Regressionsgrad nach Becker. Bei fehlender Information im pathologischen Bericht wurden die
Falle anhand der vorhandenen histologischen Praparate durch einen erfahrenen Pathologen
nach Klassifiziert. Dies war insbesondere fiir die Evaluation der Lymphangiose, des Gradings und
des Regressionsgrades nach Becker fiir die dlteren Félle vor dem Jahr 2012 notwendig.

Ein Uberblick iiber die prozentuale Verteilung der Stadien ergibt sich aus den nachfolgenden
Diagrammen.
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T-Kategorie

HTO mT1 mT2 mT3 mT4

2% 1%

N-Kategorie

BN1 mN2 mN3

Abb. 9: Uberblick iiber die Anteile der T-
Kategorien. TO (n=4; 2%), T1 (n=2; 4%), T2
(n=97; 49%), T3(n=61; 31%), T4(n=34; 17%).
Gesamtkollektiv (n=198), von einem Patienten
konnte retrospektiv kein T-Stadium eruiert
werden (Tx=1, nicht dargestellt).

Abb. 10: Uberblick iiber die Anteile der N-
Kategorien. N1 (n=89; 45%), N2 (n=59; 30%),
N3 (n=51; 25%). Gesamtkollektiv (n=199).

M-Kategorie

EMO mM1

UICC-Stadium

LRI RISl R\

1%

Abb. 11: Uberblick iiber den Anteil der
Patienten mit Fernmetastasen. M0 (n=127;
68%), M1 (n=59; 32%). Gesamtkollektiv
(n=186), von 13 Patienten konnte retrospektiv
kein M-Status evaluiert werden Mx (n=13, nicht
dargestellt).

Abb. 12: Uberblick iiber die Verteilung nach
UICC-Stadien. I (n=1; 1%), Il (n=75; 41%), 11l
(n=48; 26%), IV (n= 59; 32%). Gesamtkollektiv
(n=183). Von 16 Patienten konnten
retrospektiv nicht alle relevanten
Informationen eruiert werden oder waren
nach neoadjuvanter Chemotherapie
postoperativ als TO klassifziert UICC X (n=16,
nicht dargestellt).
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Der Anteil der vortherapierten Patienten liegt bei knapp 30%, somit wurden 140 Patienten ohne
Vortherapie operiert, bei 59 Patienten wurde eine neoadjuvante Chemotherapie durchgefiihrt.

Vortherapie

Hja Hnein

Regressionsgrad n. Becker

Hla mlb m2 m3

Abb. 13: Anteil der neoadjuvant
vortherapierten Patienten am Gesamtkollektiv
(n=199). vortherapiert (n=59; 29,6%), nicht
vortherapiert (n= 140; 70,4%).

Abb. 14: Ansprechen der nodal positiven,
vortherapierten Patienten auf die
Chemotherapie in Form des Regressionsgrades
n. Becker. 1a (n=5), 1b (n=8), 2 (n=19), 3
(n=26). Gesamtkollektiv (n=59).
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3.2.4 Extranodales Wachstum

Zunidchst wurden die vorhandenen histologischen Schnitte der entnommenen Lymphknoten der
Patienten lichtmikroskopisch begutachtet.

Die Priparate wurden auf das Vorliegen eines Kapseldurchbruchs untersucht, dabei wurde auch
die Anzahl der extrakapsular befallenen Lymphknoten festgehalten. Unterschieden wurden nach
dem Grad der durch den Tumor zerstorten Kapsel drei Gruppen: kein Kapseldurchbruch,
kleinherdiger Durchbruch mit nur einzelnen Tumorzellen und grof3flachige
Kapseliiberschreitung. Die Falle mit kleinherdigem und grof3flachigem Kapseldurchbruch
wurden aufgrund der geringen Anzahl der Untergruppen zusammengefasst als extranodal oder
,ECG' bezeichnet. Fiir die Zuteilung in diese Gruppe war mindestens ein Lymphknoten mit
kapseliiberschreitendem Tumorwachstum notwendig.

Insgesamt konnten bei 73 Patienten Lymphknoten mit Kapseldurchbruch gefunden werden,
davon 62 Falle mit grof3flichiger Kapseliiberschreitung, 11 mit nur einzelnen Tumorzellen
aufderhalb der Kapsel (vgl. Abbildung 16).

extranodales Wachstum ECG-differenziert

BECG mICG m kleinherdiges ECG M groRflachiges ECG = ICG

6%

63%
Abb. 15: Uberblick iiber den Anteil mit Abb. 16: Uberblick iiber den Anteil mit
extrakapsuldren Lymphknotenmetastasen. extrakapsuldren Lymphknotenmetastasen,
ECG= extrakapsulires Wachstum, ICG= rein differenziert in kleinherdigen und
intrakaspuldires Wachstum. ECG (n=73; 37%), grof$flichigen Kapseldurchbruch. ECG=
ICG (n=126; 63%). Gesamtkollektiv (n=199). f extrakapsuldres @ Wachstum, ICG= rein

intrakaspuldres Wachstum. kleinherdiges ECG
(n=11; 6%), grofiflichiges ECG (n=62; 31%),
ICG (n=126; 63%). Gesamtkollektiv (n=199)
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In Abbildung 17 sind H.E. Farbungen von Lymphknotenpraparaten in der Gegeniiberstellung mit
(c,d) und ohne (a,b) vorhandenen Kapseldruchbruch dargestellt.

Abb. 17: LK-Prdparate ohne (a,b) und mit (cd) vorhandenen Kapseldurchbruch.
a: LK ohne Kapseldurchbruch in 25- facher Vergréf3erung; b: LK in 100-facher VergréfSerung ohne ECG;
¢, d: Derselbe LK in 25- und 100-facher VergriéfSerung mit ausgeprdgtem Kapseldurchbruch in das
perinodale Fettgewebe.

3.3 Biomarker
3.3.1 Allgemeines

Die immunhistochemischen Farbungen wurden an insgesamt 210 Féllen durchgefiihrt (194
nodal positive Falle und 17 als T3 /T4 NO klassifizierte Kontrollfalle).

Die Immunhistochemie wurde in Zusammenarbeit mit dem pathologischen Institut der
Universitatsklinik der LMU Miinchen durchgefiihrt.

Fiir alle immunhistochemischen Farbungen wurden 2 pm dicke Schnitte der Formalin fixierten
und in Paraffin eingebetteten (FFPE) Gewebeproben der Primédrtumore verwendet. Als
Objekttrager wurden Super Frost Plus Objekttrager gewahlt.

Fiir MLH1, MSH2, CD133 und {3-Catenin wurden automatisierte Farbungen verwendet. MLH1
und MSH2 wurden mit dem Gerat Benchmark Ultra gefarbt, fiir CD133 und (3-Catenin wurde das
Gerat Benchmark XT verwendet.

Die Marker SOX2 und SOX9 wurden per Hand gefarbt.
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Chemikalien

Substanz Hersteller Nummer
Cell Conditioner 1 (CC1) Ventana 950-124
Verdiinnungsmedium DAKO (Antibody Diluent Dako S3022

with Background Reducing Components)

Ultra LCS Ventana 650-210
Hematoxylin Ventana 760-2021
Bluing Reagent Ventana 760-2037
Epitope Retrieval Solution Novocastra RE7113

NaCl Merck 1.06404.1000
Tris(hydroymethyl)aminomethanehydrochloride | Merck 1.08219.1000
Trizma® Base Sigma T1503

H20, Carl Roth 9681.1
Hematoxylin Gill's Formula Vector H-3401
Kaisers Glyceringelatine Merck 1.09242.0100
ProTaqs IV Antigen-Enhancer Quartett 401602392

Tab. 7: Uberblick iiber die in der Inmunhistochemie verwendeten Chemikalien mit Herstellerangaben

und Katalognummer

Primdrantikdrper

Anikérper Herkunft, Produkt-Nr Hersteller

Anti- Klonalitit

MLH1 Mouse, NCL-L-MLH1 Leica
monoklonal

MSH2 Mouse, 286M-18 cell marque
monoklonal

CDh133 Mouse, 130-090-422 Miltenyi Biotecs
monoklonal

B -Catenin Mouse, 760-4242 Ventana
monoklonal

SOX2 Rabbit, 3579 cell signaling
monoklonal

SOX9 Rabbit, 82630 cell signaling
monoklonal

Tab. 8: Uberblick iiber die verwendeten Antikérper mit Herkunft, Klonalitit, bekannte
Speziesreaktivitit, Produkt-Nr. und Herstellerangaben

Detektionssysteme

Elite Universal

System Konjugat Produkt-Nr Hersteller
OptiView DAB IHC HRP 760-700 Ventana
UltraView DAB HRP 760-500 Ventana
ImmPRESS Reagent | HRP MP-7401 Vector
Kit Anti-RABBIT Ig

Chromogen DAB+ HRP K3467 Dako
Vectastain ABC-Kit | Biotin, HRP PK6200 Vector

Tab. 9: Uberblick iiber die verwendeten Detektionssysteme mit Konjugat, Produkt-Nr. und Hersteller.
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3.3.2 MLH1

MLH1 wurde mit dem Staining Module gefarbt, als Detektionssystem wurde U OptiView DAB
[HC v5 verwendet. Anti MLH1 wurde in der Verdiinnung 1:100 verwendet, als
Verdiinnungsmedium wurde DAKO benutzt.

Zunachst wurden die Objekttrager auf 60°C erhitzt und fiir 4 min inkubiert. Zur
Entparaffinierung wurde die Objekttrager-Temperatur auf 62°C erhoht. Zur Hitzevorbehandlung
wurden die Objekttrager auf 100°C erwarmt und fiir 4 min inkubiert.

Als Pufferlosung wurde Cell Conditioner Nr.1 mit einem pH von 8,4 verwendet. Anschlief3end
wurde der Primér Antikdrper Anti MLH1 mit der Verdiinnung 1:100 per Hand titriert und fiir 40
min inkubiert. Es folgte das Auftragen des Detektionssystems OptiView DAB IHC.

Zur Gegenfiarbung wurde schliefilich ein Tropfen Hematoxylin und anschlieféend LCS
aufgetragen und fiir 4 min inkubiert. Die Nach-Gegenfarbung erfolgte durch Auftragen eines
Tropfens Bluing Reagent und LCS.

3.3.3 MSH2

MSH2 wurde ebenfalls mit dem Staining Module gefarbt, als Detektionssystem diente U
ultraView DAB. Anti-MSH2 wurde von der Firma Cell Marque in der Konzentration ,ready to use’
geliefert.

Die Objekttrager wurden auf 75°C erhitzt und fiir 4 min inkubiert. Zur Entparaffinierung wurde
die Objekttrager-Temperatur auf einer Temperatur von 72°C gehalten; die Hitzevorbehandlung
erfolgte mit einer Temperatur von auf 95°C mit einer Inkubationszeit von 8 min.

Als Pufferlésung wurde Cell Conditioner Nr.1 mit einem pH von 8,4 verwendet. Nachdem die
Antikorper Inkubations-Temperatur definiert wurde, wurden die Objekttrager auf 37°C
erwarmt und fiir 4 min inkubiert.

Anschliefdend wurde je 1 Tropfen Anti-MSH2 und LCS aufgetragen und fiir 4 min inkubiert. Als
Detektionssystems wurde ultraView DAB verwendet.

Als Gegenfarbung wurde schlief3lich ein Tropfen Hematoxylin und anschlief3end LCS aufgetragen
und fir 4 min inkubiert. Abschliefdend wurde zur Nach-Gegenfarbung ein Tropfen Bluing
Reagent und LCS aufgetragen und erneut fiir 4 min inkubiert.

3.3.4 Beta Catenin

Flir 3-Catenin wurde das IHC/ISH Farbemodul verwendet. Als Detektionssystem diente
ultraView DAB. Der Primarantikorper wurde von der Firma Ventana in der Konzentration ,ready
to use‘ verwendet.

Die Objekttrager wurden zunachst entparaffiniert und hitzevorbehandelt.

Als Pufferlésung diente Cell Conditioner Nr.1 mit einem pH-Wert von 8,4. Hier wurde zusatzlich
die Auswahl ,Mildes CC1‘am Gerat getroffen.

Anschlieféend wurde 1 Tropfen Anti- -Catenin aufgetragen und fiir 28 min inkubiert. Als
Detektionssystem wurde an dieser Stelle ultraView DAB verwendet.

28



Anschliefdend folgte die Gegenfarbung mit einem Tropfen Hematoxylin. Dies wurde nach
Auftragen von LCS fiir 4 min inkubiert.

Die Nach-Gegenfarbung wurde ebenfalls mit Bluing Reagent und LCS durchgefiihrt und fiir 4 min
inkubiert.

3.3.5 CD133

Flir CD133 wurde ebenfalls das ICH/ISH Farbemodul verwendet. Als Detektionssystem diente
ultraView DAB. Als Primarantikorper wurde AC133 von der Firma Miltenyi Biotec in der
Verdiinnung 1:25 verwendet.

Zuniachst erfolgte die Entparaffinierung und Hitzevorbehandlung der Objekttrager.

Als Pufferlésung wurde Cell Conditioner Nr.1 mit einem pH-Wert von 8,4 verwendet. Hier wurde
zusatzlich die Auswahl ,Mildes CC1‘ am Gerat getroffen. Die Paraffinschnitte wurden fiir
insgesamt 30 min in der Pufferlésung gespiilt.

Anschlieféend wurde manuell 1 Tropfen des Primarantikdrpers aufgetragen und fiir 36 Minuten
inkubiert. Als Detektionssystem wurde hier ultraView DAB verwendet.

Zur Gegenfiarbung wurden Hematoxylin und LCS verwendet und fiir 4 min inkubiert. Zur Nach-
Gegenfarbung diente ebenfalls Bluing Reagent und LCS, welche nach dem Auftragen erneut fiir 4
min inkubiert wurden.

3.3.6 SOX2

SOX2 Firbung

Die 2 pm FFPE Schnitte wurden zunichst entparaffiniert. Hierfiir wurden sie 30 min in Xylol
gespiilt. Anschliefdend wurde eine Rehydratation mit absteigender Alkoholreihe bis zum Aqua
dest. durchgefiihrt.

Wahrend der Demaskierung der Antigene wurde als Pufferlosung Epitope Retrieval Solution mit
pH6 verwendet. Die Praparate wurden fiir zweimal 15 min in der Mikrowelle bei 750 W gekocht
und anschlieffend 20 min bei Raumtemperatur abgekiihlt.

Danach wurde fiir zweimal 5 min mit TRIS-Puffer gespiilt. Es folgte die Blockierung der

endogenen Peroxidase durch Spiilen mit 7,5%igem wassrigen Wasserstoffperoxid fiir 10 min bei
Raumtemperatur. Anschlief}end wurden die Objekttrager fiir 10 min fliefRend gewdssert. Fiir die
7,5%ige Wasserstoffperoxid-Losung wurde 30%iges H20; im Verhaltnis 1:4 mit A.dest verdinnt.

Als Detektionssystem wurde das InmPRESS Reagent Kit Anti-RABBIT Ig verwendet.

Nach erneutem Spiilen mit TRIS-Puffer wurde das Blocking Serum des InmPRESS Reagent Kits
aufgegeben und fiir 20 min inkubiert. Der Uberstand wurde anschliefRend abgekippt.

Es wurden je 100 pl des Primérantikorpers Anti-SOX2 in der Verdiinnung 1:50 auf die Schnitte
gegeben und fiir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Als Verdiinnungsmedium diente DAKO.

Nach erneutem Spiilen mit Pufferlésung (zweimal 5 min) wurde der Sekundarantikérper Anti-
Rabbit Ig aus dem ImmPRESS Reagent Kit aufgetropft und fiir 30 min inkubiert.
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Nach erneutem Spiilen mit TRIS-Puffer wurden die Praparate mit dem Chromogen DAB+ fiir 3
min angefarbt und anschliefdend fiir 10 min fliefRend gewassert.

Als Gegenfarbung diente Hematoxylin Gill's Formula (Einwirkungsdauer 10 sec).
Nach 10 min flie;endem Wassern wurden die Schnitte mit Kaisers Glyceringelatine eingedeckt.

3.3.7 SOX9

Herstellung des ABC-Kits:

Das ABC-Kit wurde gemafd Herstellerangaben gemischt. Fiir das Blocking Serum wurden 10 ml
TRIS-Puffer mit 2 Tropfen des Pferdeserums gemischt, fiir den Sekundar-Antikorper (Anti-
Rabbit IgG) wurden je 4 Tropfen Serum und 4 Tropfen des Sekundar-Antikérpers mit 10 ml
TRIS-Puffer gemischt. Das ABC-Reagenz wurde aus 10 ml TRIS-Puffer und je 4 Tropfen aus
Komplex A und B hergestellt.

SOX9 Firbung

Die 2 um FFPE Schnitte wurden zundchst entparaffiniert. Hierfiir wurden sie 30 min in Xylol
gespllt. Es folgte eine Rehydratation mit absteigender Alkoholreihe bis zum Aqua dest..
Wahrend der Demaskierung der Antigene wurde als Pufferlosung ProTaqs IV Anitgen-Enhancer
mit pH 9 verwendet. Die Praparate wurden fiir zweimal 15 min in der Mikrowelle bei 750 W
gekocht und anschlieffend 20 min bei Raumtemperatur abgekiihlt.

Nach zweimal 5 min Spiilen mit TRIS-Puffer folgte die Blockierung der endogenen Peroxidase
durch Spiilen mit 7,5%igem wassrigen Wasserstoffperoxid fiir 10 min bei Raumtemperatur mit
anschliefdend flieflendem Wassern fiir 10 min. Fiir die 7,5%ige Wasserstoffperoxid-Losung
wurde 30%iges H20; im Verhéltnis 1:4 mit A.dest verdiinnt.

Als Detektionssystem wurde fiir SOX9 ebenfalls das ABC-Kit verwendet.

Nach erneutem Spiilen mit TRIS-Puffer wurde fiir 20 min das Blocking Serum aus dem ABC-Kit
(zur Herstellung des Kits siehe oben) aufgetropft und der Uberstand abgekippt.

Anschliefsend wurden je 100 pl des Primarantikorpers Anti-SOX9 in der Verdiinnung 1:100 auf
die Schnitte gegeben und fiir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Als Verdiinnungsmedium
diente DAKO.

Nach erneutem Spiilen mit TRIS-Puffer wurde der gemaf3 des ABC-Kits gemischte biotinylierte
Sekundarantikorper Anti-Rabbit IgG aufgegeben und fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Es folgte erneutes Spiilen mit TRIS Puffer (zweimal 5 min); anschlieffend wurden die Praparate
als letzter Schritt des ABC-Kits fiir 30 min mit dem HRP-konjugierten ABC-Komplex inkubiert.

Nach erneutem Spiilen mit Pufferlésung wurden die Schnitte schliefdlich durch das Chromogen
DAB+ fiir 3 min angefarbt und anschlief3end fiir 10 min flieRend gewassert.

Die Gegenfarbung erfolgte mit Hematoxylin Gill'’s Formula fiir 10 sec. Nach abschliefiendem 10
min Wassern wurden die Schnitte mit Kaisers Glyceringelatine luftleer eingedeckt.

3.4 Statistik

Der Vergleich des Uberlebens wurde stets mit Hilfe der Kaplan-Meier-Statistik berechnet. Als
uni- und multivariates Analyseverfahren diente die Cox-Regression.
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Der Zusammenhang des ECG mit den histomorphologischen Parametern bzw. der Expression
der Biomarker wurde bei ausreichend hoher Fallzahl mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests
untersucht.

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des SPSS-Programms Version 23.0.

4 Ergebnisse
4.1 Histomorphologie

4.1.1 Einfluss der histomorphologischen Parameter auf das Uberleben

Es folgen zunichst die Uberlebenskurven und die dazu gehérigen Hazard-Ratios des gesamten
nodal positiven Kollektivs in Abhangigkeit vom N-Stadium, T-Stadium und UICC-Stadium. Somit
wird gezeigt, dass die allgemein bekannten, prognostisch relevanten Faktoren auf die Falle
dieser Studie libertragbar sind.

Anschliefend werden die Gruppen ECG und ICG auf das Uberleben verglichen. Zunichst wird
dabei das Gesamtkollektiv betrachtet. Um die Gruppen ECG und ICG homogener zu gestalten,
werden anschlief3end noch die UICC III Kklassifizierten Falle betrachtet. Mit Hilfe der Cox-
Regression wird anschliefend der potentielle Prognosefaktor ,ECG* auf Unabhangigkeit
untersucht.

a. N-Stadium

Insgesamt wurden 136 Ereignisse und 60 Zensierungen (30,6%) beobachtet (N1: 57 Ereignisse,
31 Zensierungen (35,2%), N2: 38 Ereignisse, 20 Zensierungen (34,5%), N3: 41 Ereignisse, 9
Zensierungen (18,0%)).

Der Log-Rank-Test ergab einen p-Wert <0,0001; das Gesamtiiberleben unterscheidet sich somit
signifikant.

Die Mittelwerte unterschieden sich wie folgt: N1 39,8 Monate (95% KI 31,2-48,4;
Standardabweichung 4,4); N2 30,8 (95% KI 22,1-39,5; Standardabweichung 4,4); N3 12,7 (95%
KI 9,2- 16,1, Standardabweichung: 1,8).

Das mediane Uberleben lag bei 32,0 Monaten fiir N1 (95% KI 24,8-39,2, Standardabweichung
3,7), bei 20,0 Monaten fiir N2 (95% KI 16,5- 23,5, Standardabweichung 1,8) und bei 9,0 Monaten
fiir N3 (95% KI 6,5-11,5, Standardabweichung 1,3).

Die Cox-Regression ergab eine HR von 2,8 (95% KI 1,8-4,3; p<0,0001) fiir Stadium N3 gegentiber
N1 und N2.
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Uberlebensfunktionen
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Abb. 18: Magenkarzinom: kumulatives Uberleben nach N-Stadien. N1 (n=88; 44,9%), N2 (n=58;
29,6%), N3 (n= 50; 25,5%). Gesamtkollektiv n=196.

b. T-Stadium

Zur Auswertung des kumulativen Uberlebens in Abhingigkeit vom T-Stadium wurden aufgrund
der kleinen Fallzahlen der Gruppen TO (n=3) und T1 (n=2) die Gruppen TO bis T2
zusammengefasst.

Ein Vergleich des Uberlebens in Abhidngigkeit vom T-Stadium mit den allgemein bekannten
Daten ist fiir dieses Patientenkollektiv problematisch, da es sich bei den hier vorliegenden
Karzinomen ausschlief3lich um nodal positive Fille handelt. Die nachfolgenden Daten diirfen
deshalb nur als Tendenz des Einflusses des T-Stadiums angesehen werden und sollen
keineswegs den allgemein bekannten Daten entsprechen.

Die Gesamtanzahl der Ereignisse lag wiederum bei 136, die Anzahl der Zensierungen bei 59. In
den Gruppen T0-2 wurden insgesamt 68 Ereignisse und 34 Zensierungen (33,3%) beobachtet;
bei T3 44 Ereignisse und 16 Zensierungen (26,7%) und bei T4 24 Ereignisse und 9 Zensierungen
(27,3%).

Der Log-Rank-Test ergab einen signifikanten Unterschied im Gesamtiiberleben (p= 0,03).

Die Mittelwerte der Gruppen sind im Nachfolgenden dargestellt:

T0-2: 37,7 Monate (95% KI 29,4-45,9; Standardabweichung 4,2), T3: 25,8 Monate (95% KI 16,5-
34,0, Standardabweichung 4,5), T4: 18,2 Monate (95% KI 10,2- 26,1; Standardabweichung 4,1).

32



Das mediane Uberleben lag fiir TO-T2 bei 23,0 Monaten (95% KI 18,0- 28,0;
Standardabweichung 2,6), fiir T3 bei 18,0 Monaten (95% KI 9,7-26,3; Standardabweichung 4,3)
und fiir T4 noch bei 10 Monaten (95% KI 5,1-15,0; Standardabweichung 2,5).

Die Cox-Regression fiir Stadium T4 ergab eine nicht signifikante HR von 2,5 (95% KI 0,6-10,7;
p=0,2).
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Abb. 19: Magenkarzinom: Kumulatives Uberleben nodal positiver Fille nach T-Stadien. T0, T1 und T2
wurden zusammengefasst. T0-2 (n=103; 52,8%), T3 (n=60;30,8%), T4 (n=33; 16,9%).
Gesamtkollektiv: n=195.

c. UICC Stadium

Fiir die nachfolgenden Daten wurden die Gruppen UICC I und II aufgrund der geringen Anzahl
von UICC I Fallen (n=1) zusammengefasst. Auch hier ist anzumerken, dass es sich bei den
Berechnungen ausschliefdlich um nodal positive Falle handelt, auch wenn dies durch die UICC
Klassifikation grofdtenteils vereinheitlicht wird.

Insgesamt wurden 126 Ereignisse und 56 Zensierungen beobachtet (UICC Stadien I und II
(n=77): 50 Ereignisse, 27 Zensierungen; UICC Stadium III (n=47): 31 Ereignisse, 16
Zensierungen; UICC Stadium IV (n=58): 45 Ereignisse, 13 Zensierungen).

Fiir das hier vorliegende Patientenkollektiv konnte der bekannte Uberlebensunterschied beim
Magenkarzinom in Abhéngigkeit vom UICC Stadium nachvollzogen werden (p< 0,0001).
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Die Mittelwerte lagen fiir die Gruppen UICC I-1I bei 43,3 Monaten (95% KI 33,6-53,1;
Standardabweichung 5,0), fiir UICC III bei 23,8 Monaten (95% KI 15,8- 31,8;
Standardabweichung 4,1) und fiir UICC IV bei 19,7 Monaten (95% KI 13,3- 26,2;
Standardabweichung 3,3).

Das mediane Uberleben der Gruppen UICC I-1I war 32,0 Monate (95% KI 25,0- 39,0;
Standardabweichung: 3,3), bei UICC III 14,0 Monate (95% KI 6,8-21,2; Standardabweichung 3,7)
und bei UICC IV 11,0 Monate (95% KI 6,1- 15,9; Standardabweichung 2,5).

Die Hazard Ratios (HRs) lagen bei 2,36 (95% KI 1,56-3,57; p<0,0001) fiir UICC IV und bei 1,90

(95% KI1,20-3,01; p=0,006) fiir UICC III.
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Abb. 20: Magenkarzinom. Kumulatives Uberleben nodal positiver Fille nach UICC-Stadien. UICC I und
II wurden zusammengefasst. UICC I-1I (n=77; 42,3%), UICC III (n=47; 25,8%), UICC 1V (n=58; 31,9%).

Gesamtkollektiv: n=182.
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d. ECGvsICG gesamt

In dieser Studie konnte ein statistisch signifikanter Unterschied der kumulativen
Uberlebensfunktionen in Abhingigkeit des extrakapsuliren Wachstums nachgewiesen werden
(p<0,0001; vgl. Abbildung 21).

Bei den 72 Patienten mit extrakapsular befallenen Lymphknoten wurden 54 Ereignisse und 18
Zensierungen beobachtet, die mittlere Uberlebensdauer lag bei 16,21 Monaten (95% KI 11,69-
20,74; Standardabweichung 2,31).

Die Gruppe mit rein intrakapsuldrem Lymphknotenbefall umfasst 124 Patienten, davon 82
beobachtete Ereignisse und 42 Zensierungen. Die mittlere Uberlebensdauer lag hier bei 37,07
Monaten (95%KI 30,28-43,85; Standardabweichung 3,46).

Die Cox-Regression ergab univariat eine HR von 2,4 (95% KI 1,7-3,4; p<0,0001). Auch in der

multivariaten Analyse blieb der Parameter des extrakapsuldren Wachstums ein unabhangiger
Prognosefaktor (HR=2,1; 95% KI 1,4-3,1; p=0,001).
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Abb. 21: Magenkarzinom. Kumulatives Uberleben nodal positiver Fille nach Vorhandensein eines
Kapseldurchbruchs befallener Lymphknoten. ECG= extrakapsuldrer Lymphknotenbefall, 1CG=

ausschlief3lich intrakapsuldrer LK-Befall. ECG (n=72; 36,7%), ICG (n=124; 63,3%).
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e. UICC3-ECGvs. ICG

Um die beiden zu vergleichenden Gruppen moéglichst homogen zu gestalten, wurden im
Folgenden zunichst alle nach der UICC Klassifikation in UICC III eingestuften Falle verglichen.
Die nachfolgende Statistik umfasst UICC I1IA bis UICC IIIC Tumoren. Von den insgesamt 46 als
UICC III klassifzierten Fallen wurde bei 24 ein extranodales Wachstum festgestellt. In dieser
Gruppe wurden 15 Ereignisse und 9 Zensierungen beobachtet.

Die Gruppe mit rein intrakapsuldrem Lymphknotenbefall umfasst somit 22 Patienten; es wurden
ebenfalls 15 Ereignisse und folglich 7 Zensierungen beobachtet.

Der Vergleich der kumulativen Uberlebensfunktionen ergab keinen statistisch signifikanten
Unterschied (p=0,61). Die mittlere Uberlebensdauer lag bei 21,92 Monaten (95% KI 13,83-
30,01; Standardabweichung:4,13) fiir die ICG-Gruppe und bei 23,77 Monaten (95% KI 11,84-
35,69; Standardabweichung: 6,09) fiir die ECG-Gruppe (vgl. Abbildung 22).

Die Cox-Regression ergab eine HR von 1,2 (95% KI 0,6-2,4; p=0,62).

Uberlebensfunktionen

1 0- _H_L ECG
—CG
ECG
| ) = CG-zensiert
| | —ECG-zensiert

0,5

0,44

Kum. Uberleben

02+ g .
0,04
I | T I I
ao 20,00 40,00 60,00 80,00
Time

Abb. 22: Magenkarzinom. Kumulatives Uberleben nodal positiver, als UICC Ill-klassifizierte Fiille, ECG=
extrakapsuldrer Lymphknotenbefall, ICG= ausschliefSlich intrakapsuldrer LK-Befall. ECG (n=25;53%),
ICG (n=22;47%). Gesamtkollektiv UICC 3 (n=47).
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f. UICCZ ECGvs. ICG

Nachfolgend ist das Gesamtiiberleben der als Stadium UICC II eingeteilten Falle in Abhangigkeit
vom Vorhandensein von extrakapsuldrem Wachstum dargestellt.

Insgesamt wurden 76 Fille als UICC II klassifiziert, bei 16 davon konnte ein Kapseldurchbruch
nachgewiesen werden (14 Ereignisse, 2 Zensierungen). 60 Félle hatten rein intrakapsuléres
Wachstum (35 Ereignisse, 25 Zensierungen).

Die mittlere Uberlebensdauer lag bei den ECG-Fillen bei 21,0 Monaten (95% KI 11,3-30,6;
Standardabweichung: 5,0), bei den ICG-Fallen bei 50,7 Monaten (95% KI 39,0-62,4;
Standardabweichung: 6,0). Das Gesamtiiberleben war somit in der Gruppe ohne
Kapseldurchbruch (ICG) signifikant langer als in der mit vorhandenem Kapseldurchbruch (ECG)
(p=0,001).

Die Cox-Regression ergab eine HR von 2,9 (95% KI 1,5-5,6; p=0,001). Es konnte ein signifikanter
Uberlebensunterschied der Gruppen ECG vs. ICG nachgewiesen werden.
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Abb. 23: Magenkarzinom. Kumulatives Uberleben nodal positiver, als UICC II-klassifizierte Fille, ECG=
extrakapsuldrer Lymphknotenbefall, ICG= ausschliefSlich intrakapsuldrer LK-Befall. ECG (n=16;21%),
ICG (n=60;79%). Gesamtkollektiv UICC II (n=76).
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4.1.2 Zusammenhang der histomorphologischen Parameter mit dem ECG
a. TNM-Stadium und ECG

Es konnte nachgewiesen werden, dass der prozentuale Anteil von Patienten mit extrakapsular
befallenen Lymphknoten mit dem T-Stadium korreliert. Die beiden als T1 klassifizierten
Patienten wurden beide als ICG eingestuft. In T2 sind nur knapp 28% (n=97) der Patienten von
einem Kapseldurchbruch betroffen, wahrend es in T3 41% (n=61) und in T4 bereits 56% (n=34)
sind (vgl. Abbildung 24). Der Chi Quadrat Test ergab einen statistisch signifikanten Unterschied
in den Gruppen (p=0,03).
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Abb. 24: Uberblick iiber die prozentuale Verteilung des extrakapsuldren Wachstums in Abh. vom T-
Stadium. ECG= extrakapsuldres Wachstum, ICG= intrakapsulédres Wachstum. T1 (n=2; 1%), T2(n=97;
50,0%), T3 (n=61; 31,5%), T4 (n=34; 17,5%). Gesamtkollektiv (n=194).

Die Korrelation von extrakapsuldrem Lymphknotenbefall mit dem N-Stadium ist statistisch
hochsignifikant (p<0,0001). Im Stadium N1 liegt der Anteil des ECG bei 19% (n=89), im Stadium
N2 bei 41% (n=59) und bei N3 bei 63% (n=51) (vgl. Abbildung 25).
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Abb. 25: Uberblick iiber die prozentuale Verteilung des extrakapsulidren Wachstums in Abh. vom N-
Stadium. ECG= extrakapsulidres Wachstum, ICG= intrakapsuldres Wachstum. N1 (n=89; 44,8%), N2
(n=59; 29,6%), N3 (n=51; 25,6%). Gesamtkollektiv (n=199).
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Bei Patienten ohne Fernmetastasen liegt der Anteil an Kapseldurchbriichen bei 32,5% (n=83),
bei Patienten mit Fernmetastasen (M1) bei 47% (n=44) (vgl. Abbildung 26). Dieser Unterschied
ist mit einem p-Wert von 0,067 nicht signifikant; kann jedoch als klare Tendenz gewertet
werden.
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Abb. 26: Uberblick iiber die prozentuale Verteilung des extranodalen Wachstums in Abh. Vom M-
Stadium. ECG= extrakapsulires Wachstum, ICG= intrakapsuldres Wachstum. M0 (n=126; 68,5%), M1
(n=58; 31,5%). Gesamtkollektiv (n=184).

b. Abhéngigkeit des ECG vom Vorhandensein einer Lymphangiosis carcinomatosa

Bei insgesamt 143 der 199 Fille konnte eine Lymphgefafsinvasion beobachtet werden. Der
Anteil der extrakapsular befallenen Lymphknoten lag hier bei 42%, wohingegen er bei den
Fallen ohne Lymphangiose nur bei 23% lag (p=0,014).
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Abb. 27: Uberblick iiber die prozentuale Verteilung des extranodalen Wachstums in Abh. vom
Vorhandensein einer Lymphangiose. ECG= extrakapsuldres Wachstum, ICG= intrakapsuldres
Wachstum. L0 (n=56; 28,1%), L1 (n=143; 71,9%). Gesamtkollektiv (n=199).
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c. Abhangigkeit des ECG vom Grading des Tumors und vom Resektionsrand

31 Patienten wurden als G2 eingestuft, davon konnte bei 7 ein extrakapsuldrer
Lymphknotenbefall nachgewiesen werden. 162 Patienten wurden als G3 Klassifiziert, der Anteil
eines Kapseldurchbruchs lag hier bei 39% (vgl. Abbildung 28). Der Unterschied ist statistisch
nicht signifikant (p=0,2).

Aufgrund der geringen Anzahl der G1-klassifizierten Tumore (n=2) beschrankt sich die
nachfolgende Graphik auf die Darstellung der G2- und G3-Karzinome.
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Abb. 28: Uberblick iiber die prozentuale Verteilung des extranodalen Wachstums in Abh. vom Grading
des Tumors. ECG= extrakapsuldres Wachstum, ICG= intrakapsuldres Wachstum. G2 (n=31;16,1%), G3
(n=162; 83,9%). Gesamtkollektiv (n=193).

Auch der Residualtumor (R-Stadium) korreliert mit dem ECG (p=0,047). Bei 69% (n=118) der
als RO Klassifizierten Tumoren wurde ein rein intrakapsuldrer LK Befall festgestellt, wohingegen
es bei den R1 resizierten Tumoren noch 46% (n=35) waren (vgl. Abbildung 29). Die R2-Fille
konnen hier aufgrund der geringen Anzahl (n=5) nur bedingt gewertet werden.

100%
90%
80%
70%
60%
50% B ECG

40% mICG
30%
20%
10%

0%

RO R1 R2

Abb. 29: Uberblick iiber die prozentuale Verteilung des extranodalen Wachstums in Abh. vom
Resektionsrand (R-Stadium) des Tumors. ECG= extrakapsulidres Wachstum, ICG= intrakapsuldires
Wachstum. RO(n=118; 74,7%), R1 (n=35; 22,2%), R2 (n=5; 3,1%)Gesamtkollektiv (n=158).
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d. Abhangigkeit des ECG von der Lauren-Klassifikation

Der Anteil der Patienten mit extrakapsular befallenen Lymphknoten korreliert nicht nur mit
dem Tumorstadium, sondern auch mit der Lauren-Klassifikation. Der Unterschied ist zwar
statistisch nicht signifikant (p=0,059), der Anteil des ECG beim diffusen Typ ist jedoch deutlich
hoher als beim intestinalen Typ.

Beim intestinalen Typ lag der Anteil mit ECG nur bei 31% (n=108) wohingegen beim diffusen
Typ (n=69) nahezu jeder zweite Fall ein kapseliiberschreitendes Wachstum aufwies (48%) (vgl.
Abbildung 30).
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Abb. 30: Uberblick iiber die prozentuale Verteilung des extranodalen Wachstums in Abh. von der
Lauren-Klassifikation. ECG= extrakapsuldres Wachstum, ICG= intrakapsulires Wachstum.
Intestinaler Typ (n=108; 54,2%), diffuser Typ (n=69; 34,7%), Mischtyp (n=22; 11,1%). Gesamtkollektiv
(n=199).

e. Anteil des ECG in Abhangigkeit vom Regressionsgrad nach Becker

Insgesamt wurden 59 Patienten vortherapiert. Von einem der 59 Fille konnten die notwendigen
histologischen Praparate der Primartumoren nicht vollstindig gesammelt werden und folglich
auch der Regressionsgrad nach Becker nicht bestimmt werden. Die nachfolgenden
Berechnungen wurden somit in Bezug auf 58 Patienten vorgenommen.

Bei 5 der 58 vortherapierten Patienten konnten keine vitalen Tumorzellen mehr nachgewiesen
werden. Von diesen 5 als Regressionsgrad 1a nach Becker klassifizierten Patienten wurde
lediglich bei einem extrakapuldres Wachstum festgestellt.

Von den als 1b klassifzierten Féllen (n=8) wurden insgesamt 5 als ECG eingestuft, bei den
Regressionsgraden 2 und 3 nach Becker waren es jeweils 42% (n=19 bzw. n=26). Der Anteil der
Kapseldurchbriiche unterscheidet sich in den Gruppen nicht signifikant (p=0,42).
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Abb. 31: Uberblick iiber die Verteilung des extrakapsuldren Wachstums bei den vortherapierten
Patienten in Abhdingigkeit vom Regressionsgrad n. Becker. 1a (n=5), 1b (n=8), 2 (n=19), 3 (n=26).
Gesamtkollektiv (n=58). Aufgrund der geringen Fallzahl kann die prozentuale Angabe nur als Tendenz
gewertet werden.

4.2 Biomarker

4.2.1 Auswertung der Immunhistochemie
a. MLH1

Die nukledre Expression von MLH1 wurde notiert. Es wurde letztlich evaluiert, ob im Praparat
angefarbte Tumorzellen vorhanden waren (1), oder nicht (0). In der Kontrollgruppe konnten
zwei Praparate nicht korrekt angefarbt werden, die Gruppengrofie betragt daher 16.

Nodal positiv Kontrollgruppe
B MLH1 negativ.  ® MLH1 positiv B MLH1 negativ.  ® MLH1 positiv
10%

Abb. 33: Kontrollgruppe. Verteilung der als
MLH1 positiv und negativ gewerteten Fdlle.
MLH1 negativ (n=3; 20%), MLH1 positiv (n=12;
80%). Gesamtkollektiv (n=15).

Abb. 32: Nodal positive Fdlle. Verteilung der
als MLH1 positiv und negativ gewerteten
Fdlle. MLH1 negativ (n=19; 10%), MLH1
positiv (n=175; 90%). Gesamtkollektiv
(n=194).
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Abb. 34: MLH1-positiver Fall in 20-facher Vergrifierung. Man erkennt die driisig formierten
Tumorzellen, deren Zellkerne durch den MLH1 Antikérper tief braun angefirbt wurden.
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Abb. 35: MLH1-negativer Fall in 20-facher VergréfSerung. Man erkennt die durch die Gegenfirbung

blau angefirbten Tumorzellen und die MLH1 positiven interstitiellen Lymphozyten, welche in den
negativen Fillen als endogene Kontrolle dienen.
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b. MSH2

Auch fiir MSH2 wurde die nukleadre Expression betrachtet. Alle Priaparate wiesen eine positive
MSH2-Expression auf. In der Kontrollgruppe konnte ein Praparat nicht korrekt angefarbt
werden, die Gruppengrofde betragt daher 16.

Nodal positiv Kontrollgruppe

B MSH2 positiv B MSH2 positiv

Abb. 36: Alle 194 nodal positiven Fille wurden Abb. 37: Kontrollgruppe. Alle 16 Fdille
als MSH2 positiv gewertet (n=194). exprimierten MSH2 (n=16).

Abb. 38: MSHZ2 positiver Fall in 20-facher Vergréfierung. Man erkennt die braun angefirbten diffus im
Interstitium verteilten Tumorzellkerne.
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c. Beta Catenin

Auch fiir -Catenin wurde die nukledre Expression betrachtet. Hier wurde der Prozentsatz der
nuklear positiven Tumorzellen im Verhaltnis zu allen in einem Praparat vorhanden Tumorzellen
evaluiert. Die Intensitit der nukledren Farbung wurde nicht unterschieden. Die Auswertung
wurde folgendermafien durchgefiihrt: negativ - 0; <30% -1+; 30-60%- 2+; >60% positive Zellen-
3+. Fiir die nachfolgende statistische Auswertung wurden die Falle in ,Jow grade‘ (Bewertung 0
und 1) und ,high grade‘ (Werte 2 und 3) eingeteilt.

In der Kontrollgruppe konnten vier Praparate nicht korrekt angefarbt werden. Die
Kontrollgruppe betragt deshalb fiir $-Catenin n=13.

Nodal positive Fille Kontrollgruppe
M Beta Catenin low ™ Beta Catenin high M Beta Catenin low positive
4% M Beta Catenin high positive

8%

Abb. 39: Ergebnis der [ -Catenin IHC: 3 -Catenin Abb. 40: Ergebnis der [ -Catenin IHC: f -Catenin
Jow positive’ (n=187; 96%), [§ -Catenin ‘high Jdow positive’ (n=12; 92%), [ -Catenin ‘high
positive’ (n=7; 4%). Gesamtkollektiv (n=194). positive’ (n=1; 8%). Gesamtkollektiv (n=13).
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Abb. 41: - Catenin negativer Fall in 20-facher Vergrofierung. Die Karzinomzellen sind nukledr nicht
angefirbt (blaue Zellkerne). Die erkennbare membranstindige Anfdrbung dient als endogene
Kontrolle.

Abb. 42: 3-Catenin positives Karzinom mit mehr als 90% positiven Tumorzellen (high grade) in 20-
facher (c) Vergréfierung.
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d. CD133

CD133 wurde nach dem prozentualen Anteil der positiven Tumorzellen in negativ, low grade‘ (<
50% positive Tumorezellen) und ,high grade’ (> 50% positive Tumorzellen) eingeteilt. Die
beiden Gruppen negativ und ,low grade‘ wurden anschliefRend zusammengefasst, sodass sich
folgende Einteilung ergibt: low grade positive: 0-<50% der Tumorzellen positiv, ,high grade

positive: >50% der Tumorzellen positiv.

Die Tumorzellen zeigen eine Positivitat der apikalen Zelldomane und eine Positivitat der
intraluminalen Debrisniederschldge. Das Zytoplasma und die Zellkerne hingegen sind in der

CD133-Farbung negativ.

Nodal positive Fille

B CD133 low positive
B CD133 high positive

Abb. 43: Verteilung der in der CD133 IHC als
Jlow’ und ,high’ positive bewerteten Fidlle. ,low
positive’ (n= 32; 16%), ,high positive’ (n= 162;
84%). Gesamtkollektiv (n=194).

Kontrollgruppe

B CD133 low positive m CD133 high positive

Abb. 44: Kontrollgruppe. Verteilung der in der
CD133 IHC als ,low" und ,high’ positive
bewerteten Fille. ,low positive’ (n= 15), ,high
positive’ (n= 2). Gesamtkollektiv (n=17).
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Abb. 45: CD133 positives Karzinom mit weniger als 50% positiven Tumorzellen in 20-facher
VergréfSerung.

Abb. 46: CD133 positives Karzinom mit mehr als 50% positiven Tumorzellen in 20-facher
VergréfSerung.
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e. SOX2

In dieser Arbeit wurde allein die nukledre SOX2 Expression betrachtet. Die nukledre Farbung
wurde sowohl auf die Intensitat als auch auf den prozentualen Anteil hin untersucht. Die
Intensitatswerte wurden wie folgt evaluiert: keine Farbung- 0, schwache Farbung- 1, moderate
Farbung- 2, starke Farbung- 3. Wenn weniger als 10% der Tumorzellen nukledr angefarbt waren
oder wenn die Farbung als 0 oder 1 eingestuft wurde, wurde die Immunfarbung als negativ

eingestuft.

Nodal positive Fille

B SOX2 negativ m SOX2 positiv

Abb. 47: Anteil der als SOX2-positiv und negativ
gewerteten Fille. SOX2 positiv (n= 74; 38%),
SOX2 negativ (n=120; 62%), Gesamtkollektiv
(n=194).

Kontrollgruppe

B SOX2 negativ W SOX2 positiv

Abb. 48: Anteil der als SOX2-positiv und negativ
gewerteten Fdlle. SOX2 positiv (n= 7; 41%),
SO0X2 negativ (n=10; 59%), Gesamtkollektiv
(n=17).

49



Abb. 49: SOX2-negativer Fall in 20-facher Vergréfierung. Die driisig formierten Tumorzellen sind
durch die Gegenfirbung blau angefirbt. Als endogene Kontrolle dienen die braun angefirbten
Lymphozyten in der linken unteren Ecke.

Abb. 50: SOX2-positiver Fall in 20-facher Vergréfierung. Die driisig formierten Tumorzellen sind braun
angefirbt.
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f. SOX9

Wie fiir SOX2 wurde auch fiir SOX9 die nukleidre Expression betrachtet. Die Fille wurden nach
Intensitat und prozentualem Anteil der positiven Zellen eingeteilt. Der Cut Off wurde bei 30%

positive Tumorzellen gesetzt (0-30% positiv: low grade positive, >30% positiv: high grade
positive).

Nodal postive Fille Kontrollgruppe

W SOX9 low positive M SOX9 high positive W SOX9 low positive  m SOX9 high positive

Abb. 51: Anteil der nodal positiven, als SOX9- Abb. 52: Anteil der in der Kontrollgruppe als
stark (high) und schwach (low) positiv S0X9-stark (high) und schwach (low) positiv
gewerteten Fille. SOX9 ,high positive’ (n= 165; gewerteten Fdlle. SOX9 ,high positive’ (n= 10;
85%), SO0X9 ,low positive’ (n=29; 15%), 59%), SO0X9 ,Llow positive’ (n=7; 41%),
Gesamtkollektiv (n=194). Gesamtkollektiv (n=17).
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Abb. 53: SOX9-positiver Fall mit weniger als 30% positiven Tumorzellen (,low grade positive’) in 20-
facher VergréfSerung.
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Abb. 54: SOX9-positiver Fall mit mehr als 30% positiven Tumorzellen ((high grade positive’) in 20-
facher Vergréfierung.
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4.2.2 Immunhistochemische Marker und extranodales Wachstum sowie deren Einfluss
auf das Uberleben

a. MLH1

Der Anteil der MLH1 positiven Félle lag bei 90% (n=175), bei 10% konnte keine MLH1
Expression nachgewiesen werden (n=19) (vgl. Abbildung 55). In der Kontrollgruppe (n=15)
wiesen 12 eine MLH1-Expression auf, drei hingegen nicht. Der Chi-Square Test ergab keinen
signifikanten Unterschied in der MLH1-Expression der beiden Gruppen (p= 0,21).
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M negativ

2
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Nodal positiv Kontrollgruppe

Abb. 55: Verteilung der als MLH1 positiv und negativ gewerteten Fdlle bei den nodal positiven Fdllen
und der Kontrollgruppe. Nodal Positive Fille: MLH1 negativ (n=19; 10%), MLH1 positiv (n=175; 90%).
Kontrollgruppe: MLH1 negativ (n=3;20%), MLH1 positiv (n=12; 80%). Gesamtkollektiv (n=209).

Es konnte kein signifikanter Unterschied der MLH1 Expression in den beiden Gruppen ECG vs.
ICG festgestellt werden (p=0,48). Der Anteil der MLH1 negativen Falle lag bei der Gruppe ,ECG’
bei 7%, bei der Gruppe ,ICG* bei 11% (vgl. Abbildung 56).

100%
90%
80%
70%
60%
50% B MLH1 negativ
40% B MLH1 positiv
30%
20%
10%
0% T T
ICG ECG

Kontrollgruppe
Abb. 56: Uberblick iiber die Verteilung der MLH1 IHC-Ergebnisse in Abhdingigkeit vom ECG. ECG=
extrakapsuldres Lymphknotenwachstum, ICG= ausschliefilich intrakapsuldres LK-Wachstum. Es
konnte kein signifikanter Unterschied der MLH1-Expression in der ECG-, ICG- und Kontrollgruppe
festgestellt werden.
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Im anschlieRenden Vergleich der kumulativen Uberlebensdauer in Abhéingigkeit der MLH1
Expression konnte kein Unterschied festgestellt werden (p=0,13) (vgl. Abbildung 57).
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Abb. 57: Magenkarzinom. Kumulatives Uberleben nodal positiver Fille in Abhdngigkeit der MLH1-
Expression. MLH1 negativ (n=21; 11 Ereignisse, 10 Zensierungen), MLH1 positiv (n=185; 126
Ereignisse, 59 Zensierungen). Gesamtkollektiv (n=206, 137 Ereignisse, 69 Zensierungen).
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b. MSH2

Alle 194 nodal positiven Fille waren in der Immunhistochemie MSH2 positiv, auch die 16 Falle
der Kontrollgruppe wiesen durchgehend eine erhaltene MSH2-Expression auf (vgl. Abbildung
58).

250

200 194

150 -
B MSH2 positiv
100 -~ B MSH2 negativ

50 -

16
0 0

Nodal positiv Kontrollgruppe

Abb. 58: Darstellung des Ergebnisses der IHC fiir MSH2. Sowohl die nodal positiven Fdlle (n=194) als
auch die Kontrollgruppe (n=16) wurden als MSH2-positiv bewertet.

c. Beta Catenin

Der Grofsteil der untersuchten Félle hatte eine geringe oder fehlende (3-Catenin Expression. 187
der nodal positiven Falle wurden als ,Jow positive* eingeteilt, lediglich 7 wiesen eine starke (-
Catenin Expression auf. In der Kontrollgruppe wies nur ein Karzinom eine hohe (3-Catenin
Expression auf, die restlichen 12 wiesen eine geringe Expression auf. Die beiden Gruppen
unterschieden sich nicht signifikant in der 3-Catenin Expression (p= 0,46).
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Abb. 59: Verteilung der als 3-Catenin ,high-* und ,low positive’ gewerteten Fille. Nodal positive Fiille
(n=194): B-Catenin ‘low positive’ (n=187; 96%), B-Catenin ,high positive’ (n=7; 4%). Kontrollgruppe:
‘low positive’ (n=12), ‘high positive’ (n=1).

Die (3-Catenin Expression korreliert nicht mit dem Vorhandensein eines Lymphknoten-
Kapseldurchbruchs (p=0,22). Der Anteil der ,high positive’ Fille lag bei der ICG-Gruppe bei 4,8%

(5/124), in der ECG-Gruppe bei 1,4% (1/70).
100%
90%
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70%
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40% B Beta-Catenin low positive
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20%
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Abb. 60: B -Catenin Expression in Abhdingigkeit vom ECG. ECG= extrakapsuliires
Lymphknotenwachstum, ICG= ausschliefdlich intrakapsuldres LK-Wachstum. Es konnte kein
signifikanter Unterschied in den Gruppen festgestellt werden.
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Zusatzlich wurde unabhangig vom extranodalen Lymphknotenwachstum das kumulative
Uberleben der Gruppen ,high positive‘ und ,low positive‘ verglichen, um einen Einfluss der §-
Catenin Expression auf die Prognose beim Magenkarzinom zu untersuchen (vgl. Abbildung 61).
Dabei konnte kein signifikanter Unterschied der beiden Gruppen festgestellt werden (p=0,46).
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Abb. 61: Magenkarzinom. Kumulatives Uberleben nodal positiver Fiille in Abhdngigkeit der -Catenin-
Expression. [3-Catenin ,low-positive’ (n=196; 132 Ereignisse, 64 Zensierungen), B-Catenin ,high-
positive’ (n=8; 5 Ereignisse, 3 Zensierungen). Gesamtkollektiv (n=204, 137 Ereignisse, 67
Zensierungen).

d. CD133

Die meisten Karzinome wiesen eine geringe CD133 Expression auf. 85% der nodal positiven
Falle wurden als ,low positive’ eingestuft (n=162), bei 15% konnte eine gesteigerte CD133-
Expression nachgewiesen werden (n=32). In der Kontrollgruppe wies der Grofteil ebenfalls eine
geringe CD133-Expression auf (15 von 17), bei nur 2 der 17 Fille wurde eine gesteigerte CD133-
Expression nachgewiesen (p=0,61).
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Abb. 62: Verteilung der als CD133 ,high-‘ und ,low positive’ gewerteten Fdlle in den nodal positiven
Fdllen und in der Kontrollgruppe. Nodal positive: CD133 ‘low positive’ (n=162; 84%), CD133 ,high
positive’ (n=32; 16%), gesamt (n=194). Kontrollgruppe: ,low positive’ (n=15), ,high positive’ (n=2),
gesamt (n=17).

Die Expression von CD133 ergab keinen Unterschied in den beiden Gruppen mit und ohne
Kapseldurchbruch. Der Anteil der CD133 ,high positive’ Félle lag in der Gruppe mit
extranodalem Wachstum bei 18,6% und in der Gruppe ohne Kapseldurchbruch bei 15,3%. Der
Unterschied ist somit vernachlassigbar (p=0,56).
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Abb. 63: CD133 Expression in Abhdngigkeit vom ECG. ECG= extrakapsuldres Lymphknotenwachstum,
ICG= ausschliefdlich intrakapsuldiires LK-Wachstum. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied der
CD133-Expression in den drei Gruppen.
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Die CD133-Expression hat bei dem hier vorliegenden Patientenkollektiv keinen Einfluss auf das
Gesamtiiberleben (p=0,34).
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Abb. 64: Magenkarzinom. Kumulatives Uberleben in Abhéiingigkeit der CD133-Expression. CD133 ,low-
positive’ (n=174; 118 Ereignisse, 56 Zensierungen), CD133 ,high-positive’ (n=34; 20 Ereignisse, 14

Zensierungen). Gesamtkollektiv (n=208, 138 Ereignisse, 70 Zensierungen
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e. SOX2

SOX2 war in 62% der nodal positiven Falle (n=120) negativ. Die Kontrollgruppe wies in 7 von 17
Fallen eine positive SOX2-Expression auf. Die nodal positiven Fille unterschieden sich somit in
der SOX2-Expression nicht signifikant von der Kontrollgruppe (p= 0,81).
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Abb. 65: Verteilung der SOX2 negativen und positiven Fidlle. nodal positive Fille: SOX2 negativ (n=120;
62%), SOX2 positiv (n=74; 38%), gesamt (n=194). Kontrollgruppe (n=17): SOX2 negativ (n=10), SOX2
positiv (n=7).

Es konnte keine signifikante Korrelation der SOX2 Expression mit dem ECG nachgewiesen
werden. In der Gruppe mit nachgewiesenem Kapseldurchbruch (ECG) lag der Anteil der SOX2
negativen Falle bei 59%, in der Gruppe ohne Kapseldurchbruch (ICG) bei 64% (p=0,48).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0% T
ICG ECG Kontrollgruppe

B SOX2 positiv

B SOX2 negativ

Abb. 66: SOX2 Expression in Abhdngigkeit vom ECG. ECG= extrakapsuldres Lymphknotenwachstum,
ICG= ausschliefdlich intrakapsuléires LK-Wachstum. Die Gruppen unterscheiden sich nicht in Bezug auf
die SOX2 Expression.
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Anhand unseres Patientenkollektivs konnte kein Einfluss der SOX2 Expression auf die Prognose
beim Magenkarzinom festgestellt werden (p=0,76).
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Abb. 67: Magenkarzinom. Kumulatives Uberleben nodal positiver Fille in Abhdngigkeit der SOX2-
Expression. SOX2 negativ (n=128; 85 Ereignisse, 43 Zensierungen), SOX2 positiv (n=80; 53 Ereignisse,
27 Zensierungen). Gesamtkollektiv (n=208, 138 Ereignisse, 70 Zensierungen).
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f. SOX9

Der Grof3teil der Patienten mit Lymphknotenmetastasen wies eine hohe SOX9-Expression auf
(n=165; 86%); bei insgesamt 29 Patienten (15%) wurde eine geringe oder fehlende SOX9
Expression festgestellt. In der Kontrollgruppe wiesen insgesamt zehn Falle eine hohe und sieben
eine geringe SOX9-Expression auf. Die SOX9-Uberexpression ist somit in den Féllen mit
Lymphknotenmetastasen signifikant hoher als in der Kontrollgruppe (p=0,006).
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Abb. 68: Verteilung der als SOX9 ,high-* und ,low positive’ gewerteten Fille. Nodal positive Fdlle
(n=194): SOX9 ‘low positive’ (n=29; 15%), SOX9, high positive’ (n=165; 85%). Kontrollgruppe (n=17):
‘low positive’ (n=7; 41%), ‘high positive’ (n=10; 59%). Der Anteil der SOX9-Uberexpression ist in den
nodal positiven Fdllen signifikant héher als in der Kontrollgruppe (p=0,006).
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In der ECG-Gruppe wiesen 96% eine Uberexpression von SOX9 auf, in der ICG-Gruppe waren

dies nur 79%.

Wir konnten somit nachweisen, dass eine hohe SOX9-Expression auch mit einem haufigeren

Auftreten eines Lymphknoten-Kapseldurchbruchs korreliert (p=0,002).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

ICG

ECG

Kontrollgruppe

B SOX9 high positive

B SOX9 low positive

Abb. 69: SOX9 Expression in Abhdngigkeit vom ECG. ECG= extrakapsulires Lymphknotenwachstum,
ICG= ausschliefllich intrakapsuldres LK-Wachstum. SOX9 ,low positive’ (n=29), SOX9 ,high positive’ (n=
165). ECG (n= 70), ICG (n=124). Gesamtkollektiv (n=194). Die SOX9-Uberexpression ist signifikant mit
dem Auftreten eines Kapseldurchbruchs assoziiert (p=0,002).
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Die SOX9-Expression hat bei dem hier vorliegenden Patientenkollektiv keinen Einfluss auf das

Uberleben (p=0,81).
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Abb. 70: Magenkarzinom. Kumulatives Uberleben nodal positiver Fille in Abhdngigkeit der SOX9-
Expression. SOX9 ,low-positive’ (n=35; 24 Ereignisse, 11 Zensierungen), SOX9 ,high-positive’ (n=173;
114 Ereignisse, 59 Zensierungen). Gesamtkollektiv (n=208, 138 Ereignisse, 70 Zensierungen
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5 Diskussion
5.1 Reprasentativitit des Kollektivs

Die Inzidenz des Magenkarzinoms hat in den letzten Jahren stetig abgenommen [4], was unter
anderem auf die Konservierung und Kiihlung von Lebensmitteln, aber auch auf die veranderten
Erndahrungsgewohnheiten sowie die Etablierung der Eradikation des Bakteriums Helicobacter
pylori zuriickzufiihren ist [4].

Auch der Anteil der Magenkrebsmortalitit an der gesamten tumorabhiangigen Mortalitat ist von
20,7% im Jahr 1968 auf aktuell 6,7% gesunken [4]. Der Riickgang der Mortalitdt hangt vor allem
mit der vermehrten Durchfiihrung von Gastroskopien zusammen, welche dazu gefiihrt hat, dass
Magenkarzinome bereits in frithen, asymptomatischen Stadien entdeckt werden (in den letzten
20 Jahren sind Tumore im Stadium [V um fast 20% zuriickgegangen, die in Stadium I haben
hingegen zugenommen)[4].

Mit fortschreitendem T-Stadium, welches der Infiltrationstiefe des Primartumors entspricht,
steigt auch der Anteil der Patienten mit Lymphknoten- und Fernmetastasen. Infiltriert der
Primértumor die Serosa (pT3), haben bereits 54% der Patienten bis zu 15 tumorinfiltrierte
Lymphknoten (pN2), 36% weisen Fernmetastasen auf (M1) [4].

Die Uberlebenszeit ab Diagnosestellung verkiirzt sich mit zunehmendem Tumorstadium. Der
Median in Stadium UICC I betragt 22 Monate, in Stadium IV nur noch 5,4 Monate. Die
Stadienverteilung nach UICC stellt somit eine prognostische Gruppierung dar [4]. Auch im
Rahmen der hier vorliegenden Studie konnte dieser Einfluss des Tumorstadiums auf die
Prognose nachvollzogen werden. Somit konnte gezeigt werden, dass das Patientenkollektiv
dieser Studie reprasentativ ist und daher auch andere Ergebnisse auf die Gesamtpopulation
libertragen werden kénnen. Die Gruppengrofie von 196 Patienten reicht aus, um ein
zuverlassiges Ergebnis darstellen zu konnen. Grundsétzlich ist durch das Setting dieser Studie
das Problem gegeben, dass alle Patienten Lymphknotenmetastasen aufweisen. Somit fehlt eine
NO- bzw. UICC I-Vergleichsgruppe. Die Darstellungen des Uberlebens in Abhingigkeit vom T-
und UICC- Stadium werden verzerrt. Obwohl die UICC-Einteilung den Vorteil bietet, die ,Bias,
welche durch die Vorauswahl von ausschliefdlich nodal positiven Fallen entstanden ist,
grofitenteils zu kompensieren, sind auch diese Uberlebensdaten schlechter als die allgemein
bekannten. Eine Ausnahme stellt hier das UICC Stadium IV dar, da es sich in dieser Gruppe
ohnehin um ausschlief3lich metastasierte Falle handelt.

Trotzdem zeigen die Ergebnisse, dass etablierte Prognosefaktoren beim Magenkarzinom auch
auf dieses Kollektiv anwendbar sind und es somit ein gutes Korrelat fiir das Gesamtkollektiv der
Magenkrebspatienten darstellt. Das Uberleben korreliert mit dem T-, N- und UICC-Stadium.
Die Kaplan-Meier-Statistik in Abhangigkeit vom N-Stadium ergab einen statistisch hoch
signifikanten Unterschied des kumulativen Uberlebens der Gruppen N1, N2 und N3 (p<0,0001).
Das Tumorregister Miinchen gibt fiir nodal positive Fille ein medianes Uberleben von 24
Monaten an [4], unser Ergebnis fiir das mediane Uberleben der nodal positiven Félle liegt bei 19
Monaten und liefert somit einen vergleichbaren Wert.

Auch in Abhingigkeit des T-Stadiums konnte ein signifikanter Uberlebensunterschied (p=0,03)
nachgewiesen werden. Das Tumorregister Miinchen gibt folgende Uberlebensmediane an: T2 -
iiber 6 Jahre, T3 - 24 Monate, T4 -18 Monate [4]. Die Daten dieser Studie weisen
erwartungsgemaf ein schlechteres medianes Uberleben fiir alle drei Gruppen auf: T2-23
Monate, T3-18 Monate und T4-10 Monate. Der prognostische Einfluss des T-Stadiums ist trotz
des einseitigen Patientenkollektivs zu erkennen.

Eine geeignetere Alternative, um den prognostischen Einfluss des Tumorstadiums fiir diese
Studie nachzuvollziehen, bietet die UICC-Einteilung.
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Wie bereits oben aufgefiihrt, stellt diese eine prognostische Gruppierung dar [4]. Der Einfluss
eines fortgeschrittenen UICC-Stadiums auf das Uberleben ist auch im Rahmen dieser Studie
nachvollziehbar (p< 0,0001). Das mediane Uberleben ist auch hier - mit Ausnahme des Stadiums
[V - verglichen mit bekannten Daten aus der Literatur tendenziell kiirzer. Das Tumorregister
Miinchen gibt ein medianes Uberleben von 36 Monaten und 19 Monaten fiir die Stadien Il und
[11A an[4]; unsere Daten liegen fiir Stadium II bei 32 Monaten, fiir Stadium III bei 14 Monaten.
Das Stadium IV ergab in dieser Studie ein medianes Uberleben von 11 Monaten, es ist somit
sogar langer als der vom Tumorregister Miinchen veroéffentlichte Wert von 7 Monaten [4]. Dies
bestdtigt die Annahme, dass die Daten der restlichen Stadien ebenfalls durch die Auswahl
ausschliefilich nodal positiver Falle verkiirzt werden. Zusatzlich ist die Angabe von 19 Monaten
des Tumorregisters Miinchen ausschliefilich auf die Untergruppe I11A bezogen, wohingegen
unsere Daten auf das gesamte Stadium III berechnet sind.

5.2 Extrakapsuldres Wachstum- ein wichtiger Parameter fiir das
Magenkarzinom

Extranodales Wachstum wird in onkologischen Studien bereits seit einiger Zeit untersucht [70-
72].

ECG ist sowohl beim Magenkarzinom als auch bei anderen Karzinomen des Gastrointestinal-
Traktes mit einer schlechten Prognose assoziiert [11] und gewinnt daher auch in Studien tiber
Tumore des GI-Traktes zunehmend an Bedeutung. Fiir das Osophaguskarzinom ist die
Gesamtmortalitdt mit einer HR von 2,72 (p<0,0001) bei Patienten mit ECG deutlich erhdht [73];
dhnliche Ergebnisse liegen auch fiir das Kolonkarzinom vor, wo die Gesamtmortalitit von
Patienten mit extranodalem Wachstum um den Faktor 1,7 (p<0,0001) erhoht ist [10]. Fiir das
Magenkarzinom konnte der prognostische Wert des extrakapsuldren Wachstums ebenfalls
nachvollzogen werden; die 5-Jahres-Uberlebensrate ist bei Patienten mit ECG signifikant
schlechter als bei Patienten ohne ECG; in der multivariaten Analyse ist ECG ein unabhangiger
Prognosefaktor [9, 74]. Ein prognostischer Unterschied wurde fiir das Magenkarzinom auch fiir
die Subgruppe der T1-klassifzierten Patienten in Abhdngigkeit des ECG nachgewiesen [9].

ECG korreliert neben einer schlechten Prognose auch mit histomorpholgischen Parametern wie
der TNM-Kategorie, Lymphgefafdinvasion und dem Tumor Grading. Fiir das Magenkarzinom
wurde eine Assoziation von ECG mit fortgeschrittenem T- und N-Stadium sowie mit einer
Lymphgefafiinvasion beobachtet [9]. Auch beim Kolonkarzinom konnte eine Assoziation von
ECG mit fortgeschrittenem T-Stadium und héherem Grading nachgewiesen werden [10].

Die Ergebnisse dieser Studie bestidtigen somit weitestgehend bereits publizierte Daten anderer
Arbeitsgruppen.

Es konnte ein schlechteres Gesamtiiberleben der Patienten mit extranodalem Wachstum
nachgewiesen werden; das mediane Uberleben lag bei den Fillen mit ECG bei 10 Monaten, bei
den Fallen ohne Kapseldurchbruch bei 27 Monaten (p<0,0001). Die multivariate Analyse ergab,
dass der Faktor ,ECG‘ ein unabhangiger Prognosefaktor ist (HR=2,1; 95% KI 1,4-3,1; p=0,001).

Um die zu vergleichenden Gruppen moglichst homogen zu gestalten, wurde anschliefdend eine
Subgruppenanalyse durchgefiihrt, bei der die Stadien II und III getrennt voneinander nach dem
Uberleben in Abhingigkeit des Faktors ECG untersucht wurden.

Vergleicht man die Falle des Stadiums I, so kann auch hier ein signifikanter Unterschied im
Gesamtiiberleben nachgewiesen werden (HR=2,9; 95% KI 1,5-5,6; p=0,001).
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Fiir die Falle des UICC Stadiums III konnte ein solches Ergebnis zwar nicht nachvollzogen
werden (HR=1,2; 95% KI 0,6-2,4; p=0,62), dem sollte aber aufgrund der geringen
Gruppengrofse von 47 Fallen nicht allzu viel Gewichtung gegeben werden. Somit konnte der
Einfluss des extranodalen Wachstums auf das Uberleben fiir das Gesamtkollektiv und die Falle
des Stadiums II auch anhand des hier vorliegenden Patientenkollektivs nachvollzogen werden.

Auch die Assoziation des ECG mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium, dem Vorhandensein
einer Lymphangiose und dem Grading konnte bestitigt werden. Mit zunehmendem T-Stadium
steigt auch der Anteil der Falle mit extrakapsularem Wachstum. Der Anteil des ECG lag in
Stadium T2 bei knapp 28% (n=97), in Stadium T4 bereits bei 56% (n=34; p=0,03). Diese
Ergebnisse liefern vergleichbare Werte zu den Angaben der Literatur. Die Autoren Lee et al
veroffentlichten im September 2014 eine Studie im ,British Journal of Surgery* iiber die
prognostische Bedeutung des extranodalen Wachstums beim Magenkarzinom. Sie untersuchten
insgesamt 1143 Patienten, 483 davon mit ECG und 660 ohne. Hier lag der Anteil des ECG im
Stadium T2 bei 24% und im Stadium T4 bei 57% [9]. Auch fiir das N-Stadium weist die Studie
eine vergleichbare Assoziation auf; so lag der Anteil des extrakapsuldren Wachstums im Stadium
N1 bei 17,7%, im Stadium N2 bei 38,5% und im Stadium N3 bei 68,5% [9]. Vergleichbare Werte
konnten auch in unserer Studie erzielt werden: In Stadium N1 lag der Anteil der Fille mit ECG
bei 19% (n=89), in Stadium N2 bei 41% (n=59) und in Stadium N3 bei 63% (n=51; p<0,0001).
Neben dem fortgeschrittenen Tumorstadium spielt auch die Invasion von Lymphgefafien eine
Rolle fiir das Auftreten eines Kapseldurchbruchs. Wurde keine Lymphgefafdinvasion beobachtet,
so lag der Anteil des ECG bei 23% (n=56). Unter den Fallen mit Lymphangiosis carcinomatosa
wiesen 42% (n=143) ein extrakapsuldares Wachstum auf (p=0,014). Vergleichbare Werte finden
sich in der Literatur: L1-48% ECG, L0-32% ECG [9].

Mit zunehmendem Tumorgrad steigt auch der Anteil der Falle mit extranodalem Wachstum. 31
Patienten wurden als G2 Klassifiziert, davon wiesen sieben ein kapseliiberschreitendes
Wachstum auf (22,6%). Bei den 162 G3-Fallen lag der Anteil des ECG bei 39%. Dieser
Unterschied ist zwar nicht signifikant (p=0,2), zeigt aber trotzdem die aus der Literatur
bekannte Assoziation von héherem Tumorgrad und vermehrtem ECG. Eine Assoziation von
hohem Grading mit vermehrten ECG konnten die Autoren Veronese et al auch fiir das
Kolonkarzinom bestdtigen [10].

Extrakapsuldres Wachstum tritt aufierdem auch vermehrt bei schlecht zu resezierenden
Tumoren auf; es korreliert also mit einem hoheren R-Stadium. 118 Patienten wurden RO
reseziert, davon wiesen 31% einen Kapseldurchbruch auf. Bei den 35 R1-resezierten Fallen lag
der Anteil des ECG bei 54%. (p=0,047).

In Form des Regressionsgrad nach Becker wurden die Gruppen ECG und ICG auf3erdem auf
einen Unterschied in ihrem Ansprechen auf eine vorangegangene Chemotherapie untersucht. 59
der 199 nodal positiven Falle wurden vortherapiert, von 58 Fallen konnte der Regressionsgrad
n. Becker vollstidndig eruiert werden. Es ergab sich kein Unterschied im Ansprechen auf die
Chemotherapie zwischen den Gruppen ECG und ICG (p=0,42).

Diese Assoziationen eines ECG mit fortgeschrittenem Tumorstadium und schlechter Prognose
implizieren, dass extrakapsuldres Wachstum ein morphologischer Marker fiir einen
aggressiveren biologischen Phinotyp der gastrointestinalen Tumore darstellt. In dieser Studie
konnte jedoch kein Zusammenhang von ECG zur Klassifikation nach Lauren nachgewiesen
werden (intestinaler Typ 31% ECG vs. diffuser Typ 48% ECG vs. Mischtyp 32% ECG; p=0,059)
was im Einklang mit bereits publizierten Daten steht[9]. Obwohl die als diffus klassifizierten
Karzinome dafiir bekannt sind, aggressiver zu wachsen und daher eine schlechtere Prognose
aufweisen [75], scheint extrakapsulares Wachstum in diesen Tumoren nicht vermehrt
aufzutreten. Es ist daher denkbar, dass ECG vielmehr mit intrinsischen Faktoren wie der
Stammzelligkeit von Tumorzellen assoziiert ist.
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5.3 Extrakapsulares Wachstum und Biomarker

Es stellt sich aufgrund der bekannten Assoziation von extrakapsuldrem Wachstum mit
fortgeschrittenem Stadium und schlechterer Prognose die Frage, ob die Einteilung der
Karzinome nach dem Vorhandensein eines Kapseldurchbruchs auch tumorbiologisch
nachvollziehbar ist. Die bisherigen Ergebnisse sprechen fiir ein aggressiveres Wachstumsmuster
der Karzinome mit ECG. Um diese aggressive Subpopulation auf tumorbiologischer Ebene besser
zu verstehen, wurde die Expression verschiedener Biomarker untersucht und in den Gruppen
,ECG‘und ,ICG' verglichen. Die Auswahl der Marker wurde bereits in der Einleitung naher
erldutert. Die Marker sind dafiir bekannt, ein aggressives Tumorwachstum zu identifizieren und
eignen sich daher gut fiir die Fragestellung dieser Studie.

Die Expression der von uns untersuchten Marker wurde mittels Immunhistochemie anhand der
Paraffinblocke der Primartumore dargestellt und anschliefRend auf einen Unterschied in den
Gruppen ECG vs. ICG untersucht. Um einen Vergleich mit bereits bekannten Ergebnissen
herstellen zu konnen und um auch fiir die Fairbungen im Rahmen dieser Studie eine
Kontrollgruppe zu haben, wurde die Immunhistochemie zusatzlich an 17 Fallen mit dem T-
Stadium 3 oder 4 und ohne Lymphknoten- und Fernmetastasen (NOMO) durchgefiihrt. Diese
Gruppe zeichnet sich durch ein vergleichsweise wenig aggressives Wachstumsmuster aus, da
trotz stark infiltrierender und grofder Primartumore keine Neigung zu metastasierendem
Wachstum besteht. Somit stellen sie gewissermafien ein Kontrar zu den aggressiv wachsenden
Karzinomen mit Nachweis eines kapseliiberschreitenden Wachstums dar.

Fiir die Marker MLH1, 3-Catenin, CD133 und SOX2 konnte kein signifikanter
Expressionsunterschied zwischen den Gruppen mit und ohne extranodalem Wachstum
festgestellt werden. Auch in der Kontrollgruppe unterschied sich das Expressionsmuster nicht
von den Féllen mit Lymphknotenmetastasen.

Fiir MSH2 konnte kein Vergleich angestellt werden, da alle untersuchten Falle eine vorhandene
MSH2-Expression aufwiesen. Wie bereits beschrieben, ist ein Verlust der MSH2-Expression
hauptsachlich mit hereditdren Formen des Magenkarzinoms vergesellschaftet. Da diese Tumore
weniger hiufig Fernmetastasen aufweisen, war das Ergebnis nicht iiberraschend, da die Studie
fast ausschliefdlich Falle mit Lymphknotenmetastasen umfasst.

Die SOX9-Expression unterschied sich signifikant in den Gruppen mit und ohne ECG sowie in der
Kontrollgruppe. Der Anteil der SOX9-liberexprimierenden Falle war in der ECG-Gruppe
signifikant hoher als in der ICG-Gruppe (p=0,002). Auch in den gesamten Féllen mit
Lymphknotenmetastasen war die Expression signifikant hoher als in der Kontrollgruppe
(p=0,006). So wiesen in der Gruppe mit extranodalem Wachstum (n=70) insgesamt 96% der
Fille eine Uberexpression von SOX9 auf, in der Gruppe mit ausschliellich intrakapsuldrem
Lymphknotenbefall (n=124) waren es nur 79%. Die Félle mit Lymphknotenmetastasen (n=194)
weisen somit zu 85% eine gesteigerte SOX9-Expression auf. In der Kontrollgruppe von 17 Fallen
konnte bei 10 Fillen eine Uberexpression nachgewiesen werden (59% (10/17)). Somit
korreliert eine erh6hte SOX9-Expression sowohl mit dem vermehrten Auftreten von
metastasierendem Wachstum als auch mit einem erhéhten Anteil von kapseliiberschreitendem
Wachstum.

Die Ergebnisse der Studie liegen insgesamt etwas hoher als bereits ver6ffentlichte Zahlen. In der
2011 erschienenen Studie der Autoren Zhou et al wurden insgesamt 186 Patienten mit
Magenkarzinom auf die SOX9 Expression untersucht. Der Anteil der nodal positiven Falle mit
mehr als 33% SOX9-exprimierenden Tumorzellen lag hier bei insgesamt 72% [69].
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5.4 Limitationen der Studie

Da auf bereits archivierte und dokumentierte Daten zurilickgegriffen wurde, handelt es sich um
eine retrospektiv angelegte Studie. Der Umfang war mit einem Gesamtkollektiv von 216
Patienten begrenzt. Auch wenn die Anzahl der nodal positiven Falle mit insgesamt 199 Patienten
aussagekraftig ist, mangelte es vor allem an Kontrollfallen. Die Zahl der Kontrollen wurde weiter
durch Mangel an allen Paraffinblocken von 27 auf 17 Fille reduziert.

Die beschriebenen Assoziationen von SOX9 mit fortgeschrittener TNM-Kategorie und schlechter
Prognose sowohl beim Magenkarzinom als auch bei anderen gastrointestinalen Tumoren [31,
67-69] konnte in dieser Studie nicht nachvollzogen werden, weil es sich bei den vorliegenden
Fallen fast ausschlief3lich um nodal positive Tumore handelt und die Daten daher unausgewogen
und nicht reprasentativ sind. Aus demselben Grund konnte auch fiir die anderen Marker kein
signifikanter Unterschied im Uberleben festgestellt werden, obwohl publizierte Daten einen
Einfluss der Expression von MLH1, CD133, 3-Catenin und SOX2 auf die Prognose versichern [18,
76-79].

5.5 Klinische Relevanz

ECG wurde bereits in Tumorklassifikations-Systeme von Kopf- und Halstumoren aufgenommen
[80] und sollte neben den etablierten Tumorklassifikationen nach TNM und UICC auch Eingang
in die Klassifikation von gastrointestinalen Tumoren finden, zumal ECG fiir das Magenkarzinom
einen unabhangigen Prognosefaktor darstellt.

Die vermehrte SOX9-Expression bei Patienten mit nachgewiesenem extrakapsuldaren Wachstum
bietet einen vielversprechenden Ansatzpunkt fiir eine gezielte Therapie dieser aggressiven
Subgruppe. Betrachtet man zusatzlich die hohere Expression von SOX9 bei den nodal positiven
Fallen im Vergleich zur Kontrollgruppe und publizierte Daten tiber den Einfluss von SOX9 auf
das Tumorstadium und die Prognose [31, 67-69], unterstiitzt dies die Theorie, dass eine
Alteration des Transkriptionsfaktors SOX9 einen Einfluss auf die Aggressivitat des
Magenkarzinoms hat. Es stellt somit ein mogliches Target fiir eine zielgerichtete Therapie dar,
auch wenn SOX9 in dieser Studie keinen Einfluss auf die Prognose hat.

Es lasst sich von der beschriebenen Assoziation ableiten, dass ECG ein vielversprechender
morphologischer Marker fiir einen aggressiveren Phanotyp darstellt und sich die Tumore mit
extrakapsuldrem Wachstum in ihrer Tumorbiologie unterscheiden. Es sollte daher weiter
erforscht werden, welche Alterationen bei Karzinomen mit ECG vorherrschend sind, um die
Tumorbiologie dieser Subgruppe besser verstehen zu konnen und diese zukiinftig gezielt
therapieren und dadurch die Prognose verbessern zu konnen.
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6 Ausblick - Therapie des Magenkarzinoms in Gegenwart und
Zukunft

6.1 Uberblick iiber die aktuelle leitliniengerechte Therapie der primir
resektablen Magenkarzinome

Laut AWMEF stellt die chirurgische Resektion aktuell die einzige kurative Behandlung und damit
die Standardtherapie fiir alle potentiell resektablen Magenkarzinome dar[5]. Die endgtiltige
Therapie wird dabei beeinflusst vom UICC-Stadium, der Tumorlokalisation und der Lauren-
Klassifikation.

Unterschieden wird aktuell nach dem UICC- Stadium zwischen lokalen und fortgeschrittenen
Tumoren. Zu letzteren werden Karzinome ab einer T3-Kategorie oder
lymphknotenmetastasierte (N+) Tumore gezahlt. Fiir diese Karzinome hat sich ein multimodales
Therapiekonzept bewdhrt, welche eine Kombination von chirurgischer Resektion mit
perioperativer Chemotherapie vorsieht [5].

Wahrend das UICC-Stadium Einfluss auf die Wahl eines multimodalen Therapiekonzepts hat,
spielen die Lauren-Klassifikation und die Tumorlokalisation eine Rolle fiir den
Sicherheitsabstand und das Ausmaf der chirurgischen Resektion:

Da bei diffusen Karzinomen gelegentlich eine diskontinuierliche Ausbreitung in der Magenwand
nach proximal auftritt, wird hier standardméf3ig ein proximaler Sicherheitsabstand von 8 cm
eingehalten. Der intestinale Typ weist eine solche Ausbreitung nicht auf; hier reicht in der
Standardtherapie ein proximaler Sicherheitsabstand von 5 cm aus, um moglichst tumorfreie
Resektionsrander zu erzielen [81, 82].

Die Tumorlokalisation beeinflusst zusatzlich das Ausmaf} der Gastrektomie. Bei Patienten mit
diffusen Karzinomen des oberen und mittleren Magendrittels fiihrt der einzuhaltende
Resektionsrand immer zu einer totalen Gastrektomie. Eine subtotale distale Magenresektion
kommt fiir diffuse Karzinome lediglich bei Lokalisation im unteren Magendrittel in Frage.

Bei intestinalen Karzinomen hingegen stellt die subtotale distale Gastrektomie sowohl bei
Karzinomen im unteren als auch im mittleren Magendrittel eine Option dar. Bei proximalen
Magenkarzinomen und AEG Tumoren vom Typ II und III muss unabhangig von der Lauren-
Klassifikation eine erweiterte Gastrektomie mit distaler Osophagusresektion erfolgen[83].

Das Ziel der chirurgischen Resektion ist eine totale Entfernung sowohl des Karzinoms als auch
der regiondren Lymphknoten. Hier wird standardgemaf3 eine D2 Lymphadenektomie
durchgefiihrt, in der Regel umfasst dies mindestens 25 regionidre Lymphknoten von
Kompartiment I und II (zur Erlduterung siehe Abbildung 71). Fiir eine zuverlassige Beurteilung
des pN Status sind mindestens 16 Lymphknoten erforderlich. Die D2 Lymphadenektomie bietet
einen Prognosevorteil im Vergleich zur D1 LAD. Bei verdachtigen Lymphknoten im Milzhilus
wird aufierdem eine Splenektomie unter Pankreaserhalt empfohlen [5].
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Abb. 71 [5]: Eine D2 Lymphadenektom‘ie umfasst die Lymphknoten aus Kompartiment I (D1, LK
Stationen 1-6) sowie die Lymphknoten aus Kompartiment II (LK Stationen 7-11) [5].

6.2 Perioperative Therapieschemata

Zu grofde und daher primar nicht resektable Karzinome kénnen durch prioperative
Therapiekonzepte verkleinert und somit operabel gemacht werden. Aber auch bei kleineren
Tumoren ab Stadium uT2 kann ein perioperatives Schema in Erwigung gezogen werden [1].

Der Vorteil einer neoadjuvanten gegeniiber einer adjuvanten Therapie ist neben der
Tumorverkleinerung eine bessere Compliance der Patienten und die Moglichkeit der frithen
Bekdmpfung von einzelnen, bereits verbreiteten Tumorzellen. Da bei fast 60% der Patienten ein
Rezidiv nicht lokal im Bereich des Primartumors, sondern in Form von Fernmetastasen auftritt,
ist eine friihe systemische Therapie sinnvoll. Deshalb wird standardmaf3ig ab dem Stadium uT?2
oder uT3 eine perioperative Chemotherapie durchgefiihrt [1]. Eine relevante prognostische
Verbesserung der 5-Jahres-Uberlebensrate (36% vs. 23%, p=0,009) durch perioperative
Chemotherapie konnte unter anderem in der MAGIC-Studie nachgewiesen werden [84]. Sie stellt
daher aktuell die leitliniengerechte Therapie dar. Vorrangig werden das ECF-Schema oder
5FU/Platin-Kombinationen verwendet.

Eine praoperativ begonnene Chemotherapie soll - nach sonographischem Ausschluss einer
Fernmetastasierung- adjuvant weitergefiihrt werden [1].

Eine ausschlief3lich adjuvante Chemotherapie ohne neoadjuvanter Vorbehandlung wird derzeit
nur im Rahmen Klinischer Studien empfohlen.
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Auch die kombiniert oder alleinig angewandte Radiotherapie wird derzeit aufgrund fehlender
Datenlage sowohl pra- als auch postoperativ nur in Studien oder in Einzelfdllen angewendet [1].

6.3 Therapieindividualisierung

Unter den oben aufgefiihrten Erlduterungen zur aktuellen Therapie des Magenkarzinoms geht
hervor, dass das Therapieausmaf$ ausschliefdlich nach dem TNM-Stadium und der Lauren-
Klassifikation entschieden wird. Die Patienten werden lediglich nach Gruppen in lokal vs.
fortgeschritten, diffus vs. intestinal und nach der Tumorlokalisation im Magen eingeteilt und
anschliefend kategorisiert therapiert.

Um die Prognose des Magenkarzinoms weiter verbessern zu konnen, fordert es eine
individualisierte Therapie im Rahmen einer personalisierten Medizin. Voraussetzung dafiir sind
Biomarker, deren Expressionsmuster mit der Aggressivitiat und Prognose des Tumors korreliert.

Ein bereits etablierter Marker ist der HER-2 Status, welcher aktuell fiir die palliative Therapie
des Magenkarzinoms eine Konsequenz hat. Unterschieden wird leitliniengerecht nach
Karzinomen mit und ohne HER-2 Uberexpression.

Die palliative Therapie fiir Magenkarzinome ohne HER-2 Uberexpression sieht eine systemische
Kombinationstherapie von Platin- und Fluoropyrimidin-haltigen Chemotherapeutika vor,
vorzugsweise werden Cisplatin und 5-FU verwendet. Fiir HER-2 iiberexprimierende Tumore
wird zusatzlich zu der vorgesehenen Zweifachkombination aus Cisplatin und 5-FU der Einsatz
des monoklonalen Antikorpers Trastuzumab empfohlen [5].

Mit dem Ziel, eine individuelle Therapie zukiinftig auch im kurativen Bereich durchsetzen zu
kénnen, muss weiter intensiv nach tumorbiologischen Unterschieden der Karzinome gesucht
werden, um diese als Targets nutzen zu kénnen. Die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie
beweisen, dass der Parameter ,ECG‘ einen mdglichen Ansatzpunkt zur Differenzierung der
tumorbiologischen Subgruppen des Magenkarzinoms darstellt. Es stellt somit einen
vielversprechenden Ansatzpunkt in der Tumorforschung dar.
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7 Zusammenfassung

Hintergrund:

Obwohl die Inzidenz in den letzten Jahren zuriickgegangen ist, stellt das Magenkarzinom
weltweit die dritthdufigste tumorassoziierte Todesursache dar. Die Prognose verschlechtert sich
mit fortschreitendem Tumorstadium drastisch. Die TNM-Einteilung basierend auf Tumorgrofie,
Lymphknotenbefall und Fernmetastasierung dient zur Risikostratifizierung; die UICC-Stadien
stellen darauf basierend eine prognostische Differenzierung dar. Neben dieser etablierten
Einteilung konnte fiir die nodal positiven Patienten eine weitere Stratifizierung anhand des
Wachstumsmusters der Lymphknotenmetastasen aufgezeigt werden. Der Parameter des
extrakapsularen Lymphknotenbefalls, kurz ECG, beschreibt die Ausdehnung der nodalen
Metastase iiber die vorhandene Lymphknotenkapsel hinaus. Karzinome, die ein solches
Phidnomen nicht aufweisen, werden nachgehend als ICG bezeichnet. Es gibt bereits
Anhaltspunkte fiir eine Assoziation des Parameters ,ECG‘ mit schlechterer 5-JUR sowie
fortgeschrittenem T- und N-Stadium. Es stellt sich die Frage, ob das extrakapsuldare Wachstum
ein Indiz flir eine aggressivere Tumorbiologie ist. Um dies zu untersuchen, wurden die Gruppen
ECG und ICG auf einen Unterschied in der Expression der mit Stammzell-Eigenschaften von
Tumorzellen assoziierten Marker ($-Catenin, CD133, SOX2 und SOX9) und Parameter der
Mikrosatelliteninstabilitat (MLH1, MSH2) analysiert. Fiir diese Parameter konnte sowohl fiir das
Magenkarzinom als auch fiir das Kolonkarzinom eine prognostische Relevanz aufgezeigt
werden.

Methoden:

Basis der Studie war die prospektiv-klinische Magenkarzinom-Datenbank der Chirurgischen
Klinik der LMU mit insgesamt 529 Patienten, die im Zeitraum 2002 bis 2014 wegen eines
Magenkarzinoms oder AEG-Tumors im Klinikum Grofshadern einer onkologischen Resektion
unterzogen wurden. Es konnten 260 nodal positive Patienten identifiziert werden; in die Studie
eingeschlossen wurden davon letztlich 199 Patienten. Histomorphologisch zeigt sich bei 73 der
199 Patienten (36,7%) ein extrakapsuldares Wachstumsmuster.

Die Expression der mit Stammzell-Eigenschaften von Tumorzellen assoziierten Marker und der
Parameter der Mikrosatelliteninstabilitdt wurde mittels Inmunhistochemie untersucht. Als
Material dienten die in Paraffin eingebetteten Primartumoren bzw. Lymphknotenmetastasen.
Die Farbungen wurden an 194 der 199 nodal positiven Falle durchgefiihrt; lokal fortgeschrittene
Karzinome(T3/T4) ohne Nachweis einer Metastasierung (NO MO) dienten als Modell fiir ein
wenig aggressives Tumorwachstum (N=27). Die oben genannten Parameter wurden bei 17
dieser 27 Patienten bestimmt.

Die statistischen Berechnungen wurden mit dem Programm SPSS Version 23.0 durchgefiihrt.

Ergebnisse:

Patienten mit extrakapsuldrem Wachstum wiesen ein signifikant geringeres Gesamtiiberleben
auf als Patienten mit ausschlief3lich intrakapsuldren LK-Metastasen (p<0,0001). In der
multivariaten Analyse blieb ECG ein unabhangiger Prognosefaktor fiir das Magenkarzinom
(HR=2,1; 95% KI 1,7-3,4; p=0,001).

Es konnte eine Assoziation von ECG mit dem T- (p= 0,03) und N-Stadium (p<0,0001) festgestellt
werden. Auch das Vorhandensein einer Lymphangiosis carcinomatosa war mit vermehrtem
Kapseldurchbruch assoziiert (p=0,014). Bei den restlichen histomorphologischen Parametern
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wie dem Vorhandensein von Fernmetastasen, dem Tumorgrading und dem Ansprechen auf
Chemotherapie konnte keine signifikante Assoziation zum ECG festgestellt werden.

Die SOX9 Expression war in der ECG Gruppe signifikant h6her als in der ICG Gruppe (ECG: 96%
high positive; ICG: 79% high positive; p=0,002) und in der Kontrollgruppe niedriger als in den
nodal positiven Féllen (nodal positiv: 85% high positive; Kontrollgruppe: 59% (10/17);
p=0,006). Fiir die ibrigen Stammzell-assoziierten Parameter (CD133, Beta-Catenin, SOX2) sowie
fiir MLH1 und MSH2 konnte kein Expressionsunterschied zwischen den nodal positiven Fillen
und der Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Keiner der untersuchten Marker hatte einen
Einfluss auf das Uberleben.

Schlussfolgerung:

Der Parameter des extrakapsularen Lymphknotenbefalls (ECG) stellt ein Indiz fiir eine hohere
Tumoraggressivitit dar. Patienten mit extrakapsuldarem Lymphknotenbefall (ECG) weisen eine
schlechtere Prognose auf als Patienten ohne ECG. Die multivariate Cox-Regression zeigt, dass der
Parameter ECG beim Magenkarzinom unabhingig vom Tumorstadium Einfluss auf das
Uberleben hat.

Die Differenzierung nodal positiver Patienten anhand des ECG hat sowohl aus prognostischer als
auch aus wissenschaftlicher Sicht Bedeutung. Der Parameter dient als Stratifizierungskriterium
(,stratification criteria‘) um homogene Studiengruppen zu erhalten.

Entgegen der Erwartung konnte nur fiir SOX9 ein Expressionsunterschied in den Gruppen mit
und ohne extrakapsuldarem Wachstum festgestellt werden. Diese Assoziation deutet jedoch
darauf hin, dass sich Tumore mit ECG tumorbiologisch unterscheiden. Es sind daher
weitergehende Untersuchungen auf molekularbiologischer Ebene erforderlich, um diese
Tumortypen besser charakterisieren zu konnen.
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10 Abkiirzungen

°C Grad Celsius

S5FU 5-Fluorouracil

A.dest Aqua destilliert

Abb. Abbildung

AEG Adenocarcinoma of the Esophagogastreal Junction

AWMF Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften

C

ca circa

CC1 Cell Conditioner 1

CD133 Cluster of Differentiation 133

CDH1 Cadherin-1

CDKN2A cyclin dependent kinase inhibitor 2A
CIMP CpG Island Methylator Phenotype

CIN chromosomal instability

CSC Cancer Stem Cells, Cancer Stem Cell

DNA Desoxyribonukleinséure
Dvl Dishevelled

EBV Epstein Barr Virus

ECF Epirubicin-Cisplatin-5-Fluorouracil

ECG Extra Capsular Growth

EGFR epidermal growth factor receptor
ERBB2/3 erb-b2 receptor tyrosine kinase 2/3
EXO1 Exonuklease 1

FAP Familidre Adenomatése Polyposis
Fzd Frizzled

g Gramm
G Grading
GS genetic stable

H.pylori Helicobacter pylori
H202 Wasserstoffperoxid
HER-2 human epidermal growth factor receptor 2



HNPCC hereditary non-polyposis colorectal cancer

ICG Intracapsular growth

JAK2 Janus Kinase 2

1 Liter

L Lymphangiosis carcinomatosa

LAD Lymphadenektomie

Lef lymphoid enhancer-binding factor

LK Lymphknoten

LRP- low-density lipoprotein receptor-related protein

M Metastase

min Minuten

MLH1 MutL homolog 1

MMR Mismatch Repair

MSH2 MutS protein homolog 2
MSI Mikrosatelliteninstabilitit

N Nodus
NaCl Natrium Chlorid
Nr. Nummer

PD-L1 Programmed cell death 1 ligand

PD-L2 Programmed cell death 1 ligand 2

PIK3CA phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha
PPARS peroxisome proliferator-activated receptor

PTEN phosphatase and tensin homolog

R
R Resektionsrand
RHOA Ras homolog gene family, member A
RTK Rezeptor-Tyrosinkinase

S
sec Sekunden
SOX2 (sex determining region Y)-box 2
SOX9 SRY-Box 9

T

T Tumor

Tcf T-cell factor

TCGA The Cancer Genome Atlas Project
TP53 Tumor Protein p53
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u Ultraschall
u.a unter anderem
UICC Union International Contre Cancer
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11 Abbildungen

Abb. 1 [12]: Besonderheiten der Magenkarzinom-Subtypen. Das Schema stellt die
wichtigsten Merkmale der vier molekularen Subtypen nach dem TCGA-Projekt dar. Die
Verteilung der Subtypen nach der Lokalisation im Magen ist anhand der Kreisdiagramme
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Abb. 2 [34]: MSHZ2 bildet zusammen mit MSH6 den Mismatch-Erkennungskomplex. Dieser
bindet am Fehlpaar und rekrutiert MLH1 und PMS2. Der Komplex wandert dann an der DNA
entlang, bis er eine Strangdiskontinuitdt im neu-synthetisierten Tochterstrang erkennt.
EXO01 wird rekrutiert, anschliefSend wird der Tochterstrang bis nach dem falsch
eingebauten Nukleotid abgebaut. Die Liicke wird anschlief3end reguldr von der DNA-
Polymerase 6 aufgefiillt und die Enden durch die DNA-Ligase verkniipft.....................ccccc.... 12
Abb. 3[40]: Wnt-Signalweg. Active: Ist der Wnt-Ligand am Frizzled (Fzd)-Rezeptor und an
einem der Corezeptoren LRP5/6 gebunden, wird ,Dishevelled’ (Dvl) aktiviert, welches
folglich GSK3f3 inhibiert. B-Catenin wird nicht phosphoryliert und reichert sich intrazelluldr
an. Es wird dadurch in den Zellkern iiberfiihrt, wo es zusammen mit den
Transkriptionsfaktoren Lef und Tcf die Expression der Zielgene antreibt. Inactive: Bei
abwesendem Wnt-Liganden phosphoryliert GSK3f3 B-Catenin stetig, was zur
Ubiquitinierung und zum proteosomalen Abbau von Beta-Catenin fiihrt. Folglich werden die
Zielgene geringer eXprimiert [40]. ...........uueeviieeeuiuevvieeiiiiiiiiiiiiisiiseisssssssssssssssssssssssssasssssssses 13
Abb. 4: Uberblick iiber die Reihenfolge der wichtigsten Arbeitsschritte mit Fallzahlangaben.
.................................................................................................................................................. 18
Abb. 5: Geschlechterverteilung der nodal positiven Fille. Weiblich (n=71; 36 %), Mdnnlich
(n=128; 64%). GesamtKoIleKEtiv (N=199)...........ccerererrsrersrreriresesesasisssesssssssesssssssssssssssssssssans 21
Abb. 6: Differenzierung der nodal positiven Fdlle (n=199) in Magenkarzinom (n=191, 96%)
UNA AEG-TUMOY (NZ8; 290). «.uuuueeveverrriiiiineeeriiiriiiiisiseenisesiiiissssssseesesssissssssssssssssssmsssssssassessssses 21
Abb. 7: Differenzierte Darstellung der Tumorlokalisation. Antrum (n=31), Korpus (n=33),
Kardia (n=68), Fundus (n=5), Magen-Sonstiges (n=54), AEG (n=8). Gesamtkollektiv (n=199).

Abb. 8: Uberblick iiber die Anteile der drei Untergruppen nach der Lauren-Klassifikation.
Intestinaler Typ (n=108, 54%), diffuser Typ (n=69, 35%), Mischtyp (n=22, 11%).
GeSAMUKOIIEKLIV (M1=199). .......eueeeeeieiiieiiiiiiiiiiiiiiiiisiissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 22
Abb. 9: Uberblick iiber die Anteile der T-Kategorien. TO (n=4; 2%), T1 (n=2; 4%), T2 (n=97;
49%), T3(n=61; 31%), T4(n=34; 17%). Gesamtkollektiv (n=198), von einem Patienten

konnte retrospektiv kein T-Stadium eruiert werden (Tx=1, nicht dargestellt). .................... 23
Abb. 10: Uberblick iiber die Anteile der N-Kategorien. N1 (n=89; 45%), N2 (n=59; 30%), N3
(n=51; 25%). GeSAMEKOIIEKEIV (N=199)........ceuuurururererereierereniririsisesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssans 23

Abb. 11: Uberblick iiber den Anteil der Patienten mit Fernmetastasen. M0 (n=127; 68%), M1
(n=59; 32%). Gesamtkollektiv (n=186), von 13 Patienten konnte retrospektiv kein M-Status
evaluiert werden Mx (n=13, nicht dargestellt). ................uuueeeeveevviuevrreerivisssissrerenenrisssssisannns 23
Abb. 12: Uberblick iiber die Verteilung nach UICC-Stadien. I (n=1; 1%), Il (n=75; 41%), Il
(n=48; 26%), IV (n= 59; 32%). Gesamtkollektiv (n=183). Von 16 Patienten konnten
retrospektiv nicht alle relevanten Informationen eruiert werden oder waren nach
neoadjuvanter Chemotherapie postoperativ als TO klassifziert UICC X (n=16, nicht

L1 (1 1 LR 1 | L 23
Abb. 13: Anteil der neoadjuvant vortherapierten Patienten am Gesamtkollektiv (n=199).
vortherapiert (n=59; 29,6%), nicht vortherapiert (N= 140; 70,4%0). ......ccccceeeerererirererirererarans 24
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Abb. 14: Ansprechen der nodal positiven, vortherapierten Patienten auf die Chemotherapie
in Form des Regressionsgrades n. Becker. 1a (n=5), 1b (n=8), 2 (n=19), 3 (n=26).
GESAMUKOIICKLIV (11=59). .......eeeeereeeeerererererenenesenesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssrsssnnne 29
Abb. 15: Uberblick iiber den Anteil mit extrakapsuldren Lymphknotenmetastasen. ECG=
extrakapsuldires Wachstum, ICG= rein intrakaspuldres Wachstum. ECG (n=73; 37%), ICG
(n=126; 63%). GesamtKOlleKtiv (N=199). fu....coovvverroeeriieririiirieeeeerrisissssseeeesssssssssasereeee s 25
Abb. 16: Uberblick iiber den Anteil mit extrakapsuléren Lymphknotenmetastasen,
differenziert in kleinherdigen und grof3flidchigen Kapseldurchbruch. ECG= extrakapsuldres
Wachstum, ICG= rein intrakaspuldres Wachstum. kleinherdiges ECG (n=11; 6%),
grofiflichiges ECG (n=62; 31%), ICG (n=126; 63%). Gesamtkollektiv (n=199)..................... 25
Abb. 17: LK-Prdparate ohne (a,b) und mit (c,d) vorhandenen Kapseldurchbruch. a: LK ohne
Kapseldurchbruch in 25- facher Vergréfierung b: LK in 100-facher Vergréfierung ohne ECG.
¢, d: Derselbe LK in 25- und 100-facher VergréfSerung mit ausgeprdgtem Kapseldurchbruch

in das perinodale FEtLGEWeDe.....................uuuueevieeiiiiiiiiiirsiisiisisssisisssssssssssssssssssssssssssssssssanses 26
Abb. 18: Magenkarzinom: kumulatives Uberleben nach N-Stadien. N1 (n=88; 44,9%), N2
(n=58; 29,6%), N3 (n= 50; 25,5%). Gesamtkollektiv N=196. ...............cocseurureuerererusssrsrssssanan. 32

Abb. 19: Magenkarzinom: Kumulatives Uberleben nodal positiver Fille nach T-Stadien. TO,
T1 und T2 wurden zusammengefasst. T0-2 (n=103; 52,8%), T3 (n=60;30,8%), T4 (n=33;
16,9%). GesSAMEKOIICKLIV: N=195. .........eueeeeeeerererrrereneressnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasane 33
Abb. 20: Magenkarzinom. Kumulatives Uberleben nodal positiver Fiille nach UICC-Stadien.
UICC I und Il wurden zusammengefasst. UICC I-1I (n=77; 42,3%), UICC IlI (n=47; 25,8%),
UICC IV (n=58; 31,9%). GesamtkolleKktiv: N=182...............ceeeueeeeeeueueuuueuuuesesususesusososasasasssasssasans 34
Abb. 21: Magenkarzinom. Kumulatives Uberleben nodal positiver Fille nach Vorhandensein
eines Kapseldurchbruchs befallener Lymphknoten. ECG= extrakapsuldrer
Lymphknotenbefall, ICG= ausschliefilich intrakapsuldrer LK-Befall. ECG (n=72; 36,7%), ICG
(Ll 2 T X T L ) R 35
Abb. 22: Magenkarzinom. Kumulatives Uberleben nodal positiver, als UICC Ill-klassifizierte
Fiille, ECG= extrakapsuldrer Lymphknotenbefall, ICG= ausschlieflich intrakapsuldrer LK-
Befall. ECG (n=25;53%), ICG (n=22;47%). Gesamtkollektiv UICC 3 (N=47)......ccccccersrruurreerrrn. 36
Abb. 23: Magenkarzinom. Kumulatives Uberleben nodal positiver, als UICC II-klassifizierte
Fille, ECG= extrakapsuldrer Lymphknotenbefall, ICG= ausschlieflich intrakapsuldrer LK-
Befall. ECG (n=16;21%), ICG (n=60;79%). Gesamtkollektiv UICC Il (n=76). .......................... 37
Abb. 24: Uberblick iiber die prozentuale Verteilung des extrakapsulidren Wachstums in Abh.
vom T-Stadium. ECG= extrakapsuldres Wachstum, ICG= intrakapsuldres Wachstum. T1
(n=2; 1%), T2(n=97; 50,0%), T3 (n=61; 31,5%), T4 (n=34; 17,5%). Gesamtkollektiv (n=194).

Abb. 25: Uberblick iiber die prozentuale Verteilung des extrakapsulidren Wachstums in Abh.
vom N-Stadium. ECG= extrakapsuldres Wachstum, ICG= intrakapsuldres Wachstum. N1
(n=89; 44,8%), N2 (n=59; 29,6 %), N3 (n=51; 25,6%). Gesamtkollektiv (n=199). ................. 38
Abb. 26: Uberblick iiber die prozentuale Verteilung des extranodalen Wachstums in Abh.
Vom M-Stadium. ECG= extrakapsuldres Wachstum, ICG= intrakapsuldres Wachstum. M0
(n=126; 68,5%), M1 (n=58; 31,5%). GesamtKolleKktiv (N=184). ...........cceerererersrsrsrsrsrsrsrsrsranens 39
Abb. 27: Uberblick iiber die prozentuale Verteilung des extranodalen Wachstums in Abh.
vom Vorhandensein einer Lymphangiose. ECG= extrakapsuldres Wachstum, ICG=
intrakapsuléiires Wachstum. L0 (n=56; 28,1%), L1 (n=143; 71,9%). Gesamtkollektiv (n=199).

.................................................................................................................................................. 39
Abb. 28: Uberblick iiber die prozentuale Verteilung des extranodalen Wachstums in Abh.
vom Grading des Tumors. ECG= extrakapsuldres Wachstum, ICG= intrakapsuldres
Wachstum. G2 (n=31; 16,1%), G3 (n=162; 83,9%). Gesamtkollektiv (n=193)....................... 40



Abb. 29: Uberblick iiber die prozentuale Verteilung des extranodalen Wachstums in Abh.
vom Resektionsrand (R-Stadium) des Tumors. ECG= extrakapsulires Wachstum, ICG=
intrakapsuléiires Wachstum. RO(n=118; 74,7%), R1 (n=35; 22,2%), R2 (n=>5;
3,1%)GesamtKOIIEKEIV (N=158). .....cccoeeeueeriiesueerisiseninssissinessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 40
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