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1 Einleitung und Ziel der Dissertation

Das Magenkarzinom und das Karzinom des gastrodsophagealen Ubergangs z&hlen
zu den schwerwiegendsten und haufigsten Karzinomarten weltweit. Es handelt sich
dabei um eine bosartige Neubildung der Zellen des Magens und der Speiserdhre. Vor
dem Hintergrund der aktuellen Behandlungsmadglichkeiten bleibt die Prognose eher
unginstig. In Deutschland betragt die 5-Jahres-Uberlebensraten im Durchschnitt fiir
Manner 32% und fur Frauen 34% (1). Weltweit konnte im Jahre 2018 sogar jeder
zwolfte Krebstote auf ein Magenkarzinom zurtckgefuhrt werden (2, 3).

Aufgrund der hohen Zahl der Erkrankungs- und der damit einhergehenden Todesfalle
nimmt die Entwicklung neuartiger Therapieansatze einen hohen Stellenwert in der
onkologischen Forschung ein. Dafur versuchen verschiedenste Forschungsgruppen
weltweit die pathologischen Zusammenhédnge der Tumorentstehung sowie
Uberlebens- und Proliferationsmechanismen der Tumore zu verstehen. Dazu gehort
auch die Erforschung des CXCR4 Membranrezeptors. Dieser ist ein
transmembrantses Rezeptorprotein aus der Familie der Chemokinrezeptoren, das
vermehrt auf Stamm-, Immun- und Tumorzellen exprimiert wird. Dieser Rezeptor soll
mit der Proliferation und der Metastasierung der Tumorzellen in Verbindung stehen
(4). Solches Wissen konnte sowohl zur Pravention der Erkrankung als auch zur
Entwicklung neuartiger Therapieansatze verwendet werden. Neben der Entwicklung
von neuartigen Tumortherapien werden auch Therapievarianten, die bei anderen
Tumorentitaten zum Einsatz kommen, auf eine Wirksamkeit beim Magenkarzinom
untersucht. Dazu z&hlt der monoklonale Antikérper Cetuximab, der unter anderem bei
der Behandlung des Kolonkarzinoms eingesetzt wird. Die weltweit durchgefiihrte
Phase Il EXPAND-Studie untersuchte den Effekt des Einsatzes von Cetuximab in
Kombination mit der Standardchemotherapie beim Magenkarzinom. Die Studie wies
im gesamten Studienkollektiv keinen signifikanten Vorteil des progressionsfreien
Uberlebens (PFS) beim zusétzlichen Einsatz des Antikorpers zur Leitlinientherapie
nach (5).



Zielsetzung

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wird das Patientenkollektiv der Phase-III-EXPAND-
Studie auf die Expression des Membranrezeptors CXCR4 und dessen Einfluss auf das
Gesamtiuberleben hinsichtlich der Behandlung mit und ohne Cetuximab untersucht.
Dafur werden 504 Praparate der EXPAND-Studie auf die Expression des CXCR4
Membranrezeptors mittels immunhistochemischer Farbung analysiert. Anschlie3end
wird die Haupthypothese, dass die Expression des Membranrezeptors keinen
Unterschied sowohl im Gesamtiberleben des gesamten Subkollektivs als auch in die
Behandlungsarme aufgeteilt zeigt, untersucht. Die Nebenhypothese hinterfragt,
inwiefern die Expression von CXCR4 als biologischer Marker fir eine prognostische
Aussage verwendet werden kann. Zusatzlich wird das Gesamtuberleben von
Patienten, die eine Expression des CXCR4 in mdglichen Immunzellinfiltraten in der

Umgebung der malignen Zellen zeigen, betrachtet.

2 Literaturdiskussion

Der folgende Abschnitt beschéaftigt sich zunachst mit der Darstellung der
wissenschaftlichen Grundlage des Magenkarzinoms und der aktuellen
leitliniengerechten Therapie. Anschliel3end werden die Therapiemoglichkeit mit dem
monoklonalen Antikorper Cetuximab und die EXPAND-Studie vorgestellt. Diese
untersuchte den Effekt des Einsatzes von Cetuximab beim Magenkarzinom. Das letzte
Kapitel beschaftigt sich mit dem Membranrezeptor CXCR4. Dabei wird sowohl auf die
physiologischen Eigenschaften des Rezeptors, sowie dessen Funktion bei malignen

entarteten Zellen eingegangen.

2.1 Magenkarzinome

2.1.1 Grundlagen und Epidemiologie

Trotz insgesamt rucklaufiger Inzidenzraten ist der Magentumor das flnfthaufigste
diagnostizierte Karzinom der Welt und fuhrt am dritthaufigsten zum Tode. Im Jahr 2018
wurden weltweit tber 1.000.000 Neuerkrankungen registriert. Die Inzidenz der Manner
betragt dabei 15,7:100.000, bei Frauen 7:100.000 Menschen. 783.000 Menschen

verstarben 2018 an einem Magenkarzinom (2, 3). Aus Abbildung 1 wird ersichtlich,



dass in Deutschland im Jahr 2016 das Magenkarzinom bei Mannern mit 3,6% die

achthaufigste und bei Frauen mit 2,5% die zehnth&ufigste Tumorlokalisation war (1).
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Abbildung 1 Prozenturaler Anteil der haufgisten Tumorlokalisationen an allen Krebserkrankungen in Deutschland
des Jahres 2016 (ohne nicht melanotischen Hautkrebs) (1)

Global liegt das Durchschnittsalter der Erkrankung jenseits des 50. Lebensjahr (2).
Ménner erkranken in Deutschland durchschnittlich mit 72 Jahren und Frauen mit 76
Jahren (1). Neben dem Alter spielen auch das Geschlecht und die Herkunft der
Patienten eine entscheidende Rolle. So konnte fir Manner ein zweifach hoheres
Erkrankungsrisiko als bei Frauen nachgewiesen werden. Weiterhin lassen sich
regionale Unterschiede in der Inzidenz des Magenkarzinoms feststellen. Wahrend in
West-Asien das Magenkarzinom zu den haufigsten Todesursachen unter den
Krebserkrankungen zahlt, weisen Amerika, Europa und Afrika weitaus geringere
Fallzahlen auf. Die hochste Inzidenz hat dabei, unabhangig vom Geschlecht, die

Republik von Korea (3).



2.1.2 Lokalisation
Die Adenokarzinome sind maligne epitheliale Tumore, die aufgrund ihrer
anatomischen Lage in Karzinome des gastrodsophagealen Ubergangs (AEG) und

Magenkarzinome unterteilt werden. Die

Abbildung 2 zeigt die fur die Klassifikation essentielle Anatomie des Magens.

Curvatura
Mok Curvatura
major

Incisura

Abbildung 2: Anatomie des Magens (6)

Zu 25% kommen die Tumore im gastroosophagealen Ubergang vor und gehéren damit
zu den Kardia Karzinomen. Da diese je nach konkreter anatomischer Lage zum
Mageneingang, verschiedene Entitaten aufweisen und therapeutische
Vorgehensweisen bedurfen, werden sie anhand der Siewert Klassifikation nochmals
in AEG Tumore I-1ll unterteilt. Dies wird in Tabelle 1 veranschaulicht.



Tabelle 1: Siewert Klassifikation der Adenokarzinome des gastrodsophagealen Ubergangs (AEG) (7)

Siewert Anatomische Lage zur Kardia
Klassifikation

AEG | Tumorzentrum zwischen 1cm bis 5cm oral der Kardia.

AEG I Tumorzentrum zwischen 1cm oral und bis zu 2cm aboral der
Kardia

AEG Il Tumorzentrum zwischen 2cm bis 5cm aboral der Kardia

AEG | Tumore befinden sich am weitesten kranial in der Speiseréhre, bis zu 5¢cm oral
zur Kardia. Sie entstehen haufig aus einem Barett Osophagus bei Reflux Anamnese
und werden daher auch als Barett-Karzinom bezeichnet. Etwas kaudaler wachsen die
AEG Il Tumore. Angesichts der direkten Lage zum Mageneingang werden sie die
klassischen Kardiakarzinome genannt. Subkardial, im proximalen Anteil des Magens,
wachsen die AEG Ill Tumore mit einem Tumorzentrum von bis zu 5cm aboral der
Kardia.

Die Adenokarzinome des Magens liegen im mittleren bis distalen Anteil des Gasters.
Am haufigsten sind mit 35% das Antrum und der Pylorus betroffen. Danach folgt die
kleine Kurvatur mit 30% und Ubrige Lokalisationen mit 10% (2, 7). Wahrend die
Inzidenz der mittleren und distalen Karzinome sinkt, steigt die Anzahl der
Neuerkrankungen im proximalen Magen an (1, 3).

Differentialdiagnostisch  treten neben dem Adenokarzinom noch weitere
Tumorentitaten im Magen auf. Dazu gehoéren die Non-Hodgkin Lymphome (MALT-
Lymphome) oder mesenchymale Tumore wie die gastrointestinalen Stromatumore
(GIST-Tumore) und neuroendokrine (NET-) Tumore. Raritaten stellen dabei die

Leiomyosarkome, Lipome und Fibrome dar (7, 8).

2.1.3 Ursachen und Risikofaktoren

Die Genese des Magenkarzinoms ist aller Wahrscheinlichkeit nach multifaktoriell. Als
einer der wichtigsten Risikofaktoren gilt die Infektion mit Helicobacter pylori. Eine
jahrelange Besiedlung mit H. pylori verursacht eine asymptomatische chronische
Gastritis (9). Bei manchen Patienten ist die Erkrankung progredient. Es entwickelt sich
eine atrophische Gastritis und eine intestinale Metaplasie, die sich im Verlauf,

wiederum bei einem Teil der Patienten, zu einem Magenkarzinom entwickeln kann.
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Das Risiko wird aber zusatzlich von Wirts-, Umwelt und Virulenzfaktoren beeinflusst.
Somit ist die Infektion mit H. pylori und die damit einhergehende chronische
Entziindung die Grundvoraussetzung der Karzinomentstehung, die durch die weiteren
Risikofaktoren modifiziert werden kann. Dies betrifft insbesondere die Karzinome des
Corpus und des Antrums, die zu 89% auf eine Infektion mit H. pylori zurtickgefthrt
werden. Daneben weisen auch tber 90% der Magenfriihkarzinome eine H.pylori-
Gastritis (HP-Gastritits) auf. Es konnte weiterhin ein Zusammenhang mit der
Karzinogenese von AEG Il Tumoren nachgewiesen werden. Bei AEG I-11 gilt H. pylori
nicht als der Hauptrisikofaktor. Trotz dieses Zusammenhangs wird in Deutschland eine

Eradikationstherapie von H. pylori nur bei Risikopatienten empfohlen (10).

Neben der bakteriellen Infektion kdnnen auch virale Erreger, wie das Eppstein-Barr-
Virus und eine Autoimmungastritis Typ A das Risiko der Karzinomentstehung im
Magen erhdhen.

Weiterhin wird das Erkrankungsrisiko auch von folgenden Faktoren beeinflusst.
Adenomatdse Magenpolypen kdnnen in 20% der Falle zu einem malignen Tumor
mutieren. Daneben steigt die Wahrscheinlichkeit der Erkrankung 15 bis 20 Jahre nach
einer vorangegangenen Magenteilresektion an. Zuletzt geht auch die Erkrankung des
M. Menetriers, der sogenannten Riesenfaltengastritis mit einem Entartungsrisiko von
10% einher (7).

Andere Risikofaktoren sind, wie schon bei der statistischen Verteilung der
Erkrankungen erwahnt, das Alter, das Geschlecht und die Herkunft der Patienten.
Daneben erhéht auch der niedrige soziale Status sowie Konsum von Alkohol und

Tabak die Erkrankungswahrscheinlichkeit (7).

Ein weiteres wichtiges Gebiet ist die Erndhrung. So gelten der Verzehr von
nitratreicher Nahrung, insbesondere gesalzene und gepdkelte Speisen, als Tumor
begunstigend, wahrend eine mediterrane Erndhrung mit Obst, Gemuse und Vitamin C
protektiv sein soll (2, 7).

Neben ausgewahlten Nahrungsmitteln gilt auch die Adipositas, bei einem BMI tiber 25,
als fur die Entstehung von Kardiakarzinome forderlich. Es zeigt sich eine scheinbare
kontinuierliche Zunahme des Risikos mit steigendem BMI. Dieser Zusammenhang
konnte allerdings nur fur die Kardiakarzinome, nicht aber fur distale Magenkarzinome,

signifikant gezeigt werden (10).



Neben der Nahrungsmittelaufnahme kodnnen auch Erkrankungen, die in
Zusammenhang mit der Erndhrung, wie beispielsweise der Reflux von Magensaure in
den Osophagus, ein Hauptrisikofaktor zur Entstehung eines AEG Typ | darstellen (2).
Dabei kommt es bei anhaltender Reflux Anamnese in etwa 5% der Falle zu einer
Metaplasie der Schleimhaut, dem sogenannten Barrett-Oesophagus, der sich im
Verlauf zu einem Adenokarzinom entwickeln kann (7). Eine Assoziation des
gastrotsophagealen Refluxes und des Auftretens eines Adenokarzinoms konnte auch
bei den AEG Typ Il und Il gezeigt werden (10). Neben dem Reflux der Magensaure in
den Osophagus kann ebenfalls ein duodenaler Reflux der Gallensauren in den Magen
auftreten. In einer Studie konnte ein Zusammenhang der Schweregrade des
Gallerefluxes mit der Progression der gastralen mukosalen Schéadigungen gezeigt
werden (11). Dabei besitzen besonders die Gallesalze kanzerogene Eigenschaften,
indem sie unspezifische Schadigungen der DNA und der Zellmembranen, aufgrund

erhohter Belastung mit Sauerstoffradikalen, hervorrufen (10, 12).

Weiterhin zeigt sich ein zwei bis dreifach erhohtes Risiko ein Magenkarzinom zu
entwickeln, wenn ein Verwandter 1.Grades daran erkrankt ist. Daher ist davon
auszugehen, dass die genetische Disposition eine wichtige Rolle spielt. Dabei konnten
zwei Mutationen entdeckt werden, die zusammen mit einer familiaren Haufung des
Magenkarzinoms auftreten. Zunachst kann eine CDH1-Keimbahnmutation vorliegen,
die mit einem hereditaren diffusen Magenkarzinom vergesellschaftet ist. Die zweite
Untergruppe stellt das Lynch-Syndrom dar. Bei dieser Erkrankung liegt eine
Mikrosatelliteninstabilitat vor, die ebenfalls das Risiko der Entwicklung eines
Magenkarzinoms erhéht (13). Davon unabhangig gibt es weitere hereditare
Erkrankungen, wie die familidare adenomattse Polyposis (FAP), das Peutz-Jegher-
Syndrom und das Li-Fraumeni-Syndrom, welche mit einem erhthten Risiko fur die
Entwicklung von Magenkarzinomen einhergehen (7). Als weiterer genetischer

Risikofaktor gilt neben dem mannlichen Geschlecht die Blutgruppe A (10).

2.1.4 Morphologie

Magenkarzinome werden nach makroskopischen und mikroskopischen Eigenschaften
weiter klassifiziert. Dabei wird zunachst die Ausbreitung der Karzinome betrachtet. Es
wird dabei zwischen den Magenfriihkarzinomen und den fortgeschrittenen Tumoren

unterschieden. Magenfriihkarzinome zeigen ein beschranktes Wachstum auf der
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Mukosa und Submukosa der Magenschleimhaut. Aufgrund des weniger stark
infiltrierenden Wachstums kommt es seltener zu einer lymphogenen Metastasierung
und somit zu einer prognostisch giinstigeren 5-Jahres-Uberlebensrate. Sollte das
Wachstum die Submukosa Uberschreiten, spricht man von einem fortgeschrittenen
Karzinom. Makroskopisch kdnnen die Tumore auch hinsichtlich ihrer Wachstumsform
nach der Borrmann-Klassifikation in polyp6s, schlisselformig-ulzerierend, ulzerierend-

infiltrativ und diffus infiltrierend eingeteilt werden (8).

Bei der mikroskopischen Einteilung werden die Magentumore zunéchst histologisch,
nach ihrem Ursprungsgewebe, unterteilt. Dazu z&hlen die Adenokarzinome, die aus
dem Epithel und damit dem drisenbildenden Gewebe hervorgehen. Daneben
kommen auch seltener die Plattenepithelkarzinome, das adenosquamdse Karzinom,
sowie kleinzellige und undifferenzierte Karzinome vor.

Das Adenokarzinom wird nach der WHO nochmals in papillar, tubular, muzinds und
das Siegelzellringkarzinom unterteilt. Weiterhin kann eine Unterscheidung, aufgrund
seines Wachstumsmusters in die Laurén-Klassifikation, die in Tabelle 2 beschrieben
wird, vorgenommen werden. Diese Einteilung ist fur die Festlegung des Ausmalles

des Resektionsverfahrens relevant (8).

Tabelle 2: Laurén -Klassifikation der Adenokarzinome (7, 8)

Intestinaler Typ Ausbildung drisiger Strukturen,
Schleimproduktion, polypdses
Wachstum, gut begrenzt

Diffuser Typ Ausbildung entdifferenziertes Gewebe,
unscharfe Begrenzungen, diffus
infiltrierendes Wachstum, schlechtere
Prognose

Gemischter Typ Abschnitte mit diffusen und intestinalen

Wachstumsmustern nachweisbar

AulR3erdem geht das diffuse Wachstumsmuster, im Gegensatz zum intestinalen, mit
einer frihen lymphogenen Metastasierung und dadurch mit einer schlechteren
Prognose einher. Daher ist die Behandlung auch mit einem hoherem

Resektionsausmald vergesellschaftet. Aufgrund des schlechteren Verlaufs wird beim



gemischt wachsenden Typ ebenfalls die Behandlungsstrategie von diffusen

Karzinomen angewendet (8).

In neueren Studien werden die Magenkarzinome aufgrund ihrer molekularen
Eigenschaften nach der TCGA (Tumor Cancer Genome Atlas) eingeteilt. Dabei
werden Untersuchungsergebnisse des Genoms, Transkriptoms, Epigenoms und
Proteoms eingeschlossen. Danach werden Magenkarzinome in folgende vier

Untergruppen unterteilt (

Tabelle 3):

Tabelle 3: TCGA Einteilung der Magenkarzinome(13)

1. Eppstein-Barr-Virus assoziierte-EBV
2. Chromosomal instabile-CIN

3. Mikrosatelliten instabil- MSI
4

. Genomisch stabil-GS

Diese Unterteilung hatim Moment noch keinen Einfluss auf die Therapieentscheidung.
Allerdings soll diese fur Studien mit neuen Target Therapien genutzt werden und somit

helfen eine individuelle Therapie der Karzinome zu entwickeln (13).

2.1.5 Metastasierungswege

Die Metastasierung des Adenokarzinoms kann auf fiinf verschiedenen Wegen
erfolgen. Eine Frihmetastasierung tritt Uberwiegend lymphogen in die regional
anliegenden Lymphknoten auf. Selten, aber pathognomisch fir das Magenkarzinom
kommt es zur Schwellung des Virchow-Lymphknotens, supraclavicular links. Spater
metastasiert das Magenkarzinom auch hamatogen. Hierbei sind besonders Leber und
Lunge sowie Knochen und Hirn betroffen. Kontinuierlich, also per continuatem, breitet
sich das Karzinom in Osophagus, Duodenum, Kolon und Pankreas aus. Uber direkten
Kontakt kann es per contingentatem zu einer Peritonealkarzinose und Aszites
kommen. Eine besondere Art der Metastasen des Magenkarzinoms stellt der
sogenannte Krukenbergtumor, eine Abtropfmetastase in die Ovarien oder des

Douglasraumes, dar (7, 8).



2.1.6 Klinik

Haufig wird das Magenkarzinom erst in den fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert.
So weisen bei der Diagnose circa 70% der Patienten schon eine lymphogene
Metastasierung auf (7). Das lasst sich hauptsachlich durch das klinische Bild des
Magenkarzinoms begriinden. Die Symptome sind meist diskret und unbestimmt, daher
kann der Tumor auch Uber einen langeren Raum asymptomatisch verlaufen. Meist
fallen unspezifische Symptome wie ein Vollegefiihl, Druckgefuhl im Oberbauch und
ein Leistungsabfall auf. Daneben treten subfebrile Temperaturen und ein
Abneigungsgefuhl gegeniber Fleischkonsum auf. Gehauft kommt es nach kurzer Zeit
zu einer Gewichtsabnahme und Kachexie.

Weiterhin kann im fortgeschrittenen Stadium ein tastbarer Tumor im Oberbauch
auftreten.

Warnsymptome  sind  akute  obere  gastrointestinale  Blutungen  und
Magenausgangsstenosen. Im  Labor zeigen sich gegebenenfalls eine
Eisenmangelanamie und ein positiver Nachweis fur okkultes Blut im Stuhl.

Anzeichen fir eine schon stattgefundene Metastasierung des Magenkarzinoms sind
eine Hepatomegalie, Aszites sowie eine Vergrof3erung des Virchow-Lymphknotens (2,
7, 8).

2.1.7 Diagnose und Staging

Bei der Prognose des Magenkarzinoms ist besonders das Stadium zum Zeitpunkt der
Entdeckung ausschlaggebend. Eine Diagnosestellung in méglichst friihen Stadien des
Tumors ist dabei besonders wichtig. Daher sollte bei allen Patienten mit
Magenbeschwerden und Verdacht auf einen ,Reizmagen®, bei denen nach einem
dreiwdchigen Therapieversuch die Symptome persistieren, eine endoskopisch-
bioptische Klarung erfolgen. Weitere Alarmsymptome, die zu einer schnellen
Abklarung fuhren sollten, sind Dysphagie, rezidivierendes Erbrechen, Inappetenz,
Gewichtsverlust und gastrointestinale Blutungen. Bei Risikoerkrankungen, wie dem
Ulkus und einem krankhaften Reflux, sollten jahrlich klinische Kontrollen durchgefiihrt

werden.

Den Goldstandard zur Diagnose stellt dabei die Videoendoskopie oder genauer die

Osophagus-Gastro-Duodenoskopie (OGD) dar. Diese Methode besitzt die hdchste
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Sensitivitat und Spezifitat fur den Nachweis von Neoplasien im Magen und
Osophagus. AuRerdem weist diese Untersuchungsmethode eine geringe
Komplikationsrate, in einem von tausend Faéllen, auf. Daneben liegt keine
Strahlenbelastung bei dieser Untersuchungsart vor (10).

Wahrend der OGD ist die Entnahme von multiplen Biopsien (8-10) aller suspekten
Veranderungen obligat. Bei gro3eren Lasionen sollten mindestens 10 Biopsien und
zusatzlich zu den Lasionen jeweils 2 Proben aus Corpus und Antrum entnommen
werden. Ohne eine histologische Sicherung der Lasion ist eine Unterscheidung
zwischen einem benignen oder malignen Geschehen nicht moglich. Die Enthahme von
gesunder Schleimhaut ist nicht erforderlich, kann aber zur Erstellung eines
Risikoprofils, wie der Atrophie oder einer Infektion mit H. pylori, sinnvoll sein.

Neben der Videoendoskopie kann eine Endosonographie (EUS) durchgefuhrt werden.
Die Nahe des Schallkopfes zum untersuchenden Préaparat ermoglicht eine sehr viel
hohere Auflosung als eine transperitoneal durchgefuhrte Ultraschalluntersuchung (14).
Daher kann mit dieser Untersuchungsmethode die Tiefenausdehnung des Tumors
sehr genau bestimmt werden. Diese ist fur die Klassifikation und anschlieRende
Therapie des Tumors entscheidend. Weiterhin konnen auch benachbarte
Lymphknoten untersucht werden, wobei die Spezifitat der Untersuchung fir
Lymphknoten wesentlich geringer als fur die Karzinome ist. Der Nachweis eines
Lymphknotenbefalls kann ausschlie3lich histologischen gefuhrt werden. Weiterhin
weist die EUS, im Gegensatz zum CT, eine hohere Sensibilitat bei der Entdeckung
eines Aszites, die verdachtig fur eine Fernmetastasierung ist, auf. Somit lasst sich die
EUS gut zur Risikostratifizierung einsetzen und kann zur Optimierung praziserer
Prognosevorhersagen und der Therapieentscheidungen genutzt werden (10).

Eine Blutuntersuchung auf Tumormarker wird aufgrund fehlender Evidenz nicht
empfohlen. Zu diesen Markern zé&hlen unter anderem CEA, CA19-9, CA-72-4 (10).

Staging

Ist die Diagnose eines Karzinoms des Magens oder des gastroosophagealen
Ubergangs gesichert, wird nachfolgend eine Staging-Untersuchung durchgefiihrt.
Diese dient zum Ausschluss von Metastasen. Dazu gehdren beim Magenkarzinom die
Abdomensonographie, sowie die Anfertigung einer Computertomographie des Thorax

und des Abdomens. Zur Abklarung von Lebermetastasen ist als erster Schritt die
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Abdomensonographie durchzufihren (7). Bei AEG-Tumoren sollte zusatzlich
sonographisch die Halsregion zum Ausschluss einer lokalen Metastasierung
untersucht werden. Bei Magenkarzinomen ist diese Untersuchung nicht obligat, kann
aber erganzend eingesetzt werden. Danach  schlieBen sich  die
computertomographischen Untersuchungen an.

Wahrend die meisten Metastasen in den genannten Untersuchungen entdeckt werden
konnen, ist eine Peritonealkarzinose weder sonographisch noch in einer
computertomographischen Untersuchung nachweisbar. Jedoch ist das Vorhanden
oder nicht Vorhandensein einer Peritonealkarzinose unter anderem bei der
Entscheidung fur eine chirurgischen Therapie relevant. Zur Vermeidung nicht
indizierter  Operationen sollte daher schon vor Therapiebeginn eine
Peritonealkarzinose exkludiert werden. Zum Staging wird daflr eine Laparoskopie
durchgefiihrt. Diese Untersuchung weist eine hohe diagnostische Genauigkeit auf.
Trotz makroskopisch unauffélliger Befunde kann eine positive Zytologie in der
Peritoneallavage gefunden werden. Daher sollte, um falsch negativen Ergebnissen
vorzubeugen, wahrend der Staging-Laparoskopie eine zusatzliche Zytolavage
durchgefuihrt werden. Dieser Befund konnte in der Zukunft zum einen die
Prognosevorhersagen  optimieren, zum  anderen  konnten  erganzende
Therapiekonzepte, wie eine intraperitoneale Chemotherapie, in Betracht gezogen
werden (10).

2.1.8 Stadieneinteilung

Anhand der Untersuchungsergebnisse kann anschlieBend die Tumorausbreitung
bestimmt werden. Diese ist fur Therapieplanungen und Prognosevorhersagen
entscheidend. Wichtig fur die Therapieentscheidung ist dabei die einheitliche
Einteilung der Tumore mithilfe des TNM-Systems und der Stadieneinteilung nach
UICC (Union International Contre le Cancer). Das TNM-System sttitzt sich auf drei
Komponenten. Die T-Klassifikation bezieht sich auf die anatomische Ausbreitung des
Primartumors im befallenen Organ. Die N-Klassifikation beriicksichtigt den Befall der
regionaren Lymphknoten und die M-Klassifikation beschreibt das Vorliegen einer
hdmatogenen Metastasierung (8). Dabei bertcksichtigt das System fir jede
Karzinomart individuelle Kriterien. Die auf das Magenkarzinom zutreffenden werden in

Tabelle 4 dargestellt.
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Tabelle 4 TNM-Klassifikation des Adenokarzinoms des Magens (UICC, 2010)(7)

T-Primartumore nach Infiltrationstiefe

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden
Tis Carcinoma in situ: Intraepithelialer Tumor ohne Infiltration der

Lamina propria, hochgradige Dysplasie

T1a Tumor infiltriert Lamina propria oder Muscularis mucosae

Tl Tumor infiltriert Submukosa

T2 Tumor infiltriert Muscularis propria

T3 Tumor infiltriert Subserosa

T4a Tumor perforiert Subserosa

T4p Tumor infiltriert  benachbarte  Strukturen (benachbarte

Strukturen des Magens sind Milz, Colon transversum, Leber,
Zwerchfell, Pankreas, Bauchwand, Nebennieren, Niere,
Diunndarm und Retroperitoneum. Ein Tumor, der sich in das
Ligamentum gastrocolicum oder gastrohepaticum ausbreitet —
ohne Perforation des viszeralen Peritoneums — wird als T3

klassifiziert)

N-regiondre Lymphknoten nach Anzahl der befallenen Lymphknoten

NX Regionéare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in 1-2 regionaren Lymphknoten

N2 Metastasen in 3-6 regionaren Lymphknoten

N3a Metastasen in 7-15 regionaren Lymphknoten

N3b Metastasen in 16 oder mehr regionaren Lymphknoten

M-Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen (Fernmetastasen schlieien peritoneale
Metastasen (Aussaat) und positive Peritonealzytologie sowie
Tumore im Netz mit ein, soweit diese nicht Teil einer

kontinuierlichen Ausbreitung sind)

Die einzelnen Komponenten der TNM-Klassifikation werden fiir das Karzinom
histologisch bestimmt und dann in Tumorstadium nach UICC zusammengefasst.

Detailliert aufgefihrt wird dies in Tabelle 30 im Anhang. Die UICC-Stadien reichen von
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0-IV und beschreiben dabei das Entwicklungsstadium des Tumors. Zum Beispiel
beinhaltet das Stadium 0 das Carcinoma in situ. Aufgrund des frihen Stadiums und
lokalen Wachstums ohne Mdglichkeit der Metastasierung haben diese eine sehr gute
Prognose. Dagegen weist das UICC-Stadium IV meist eine Fernmetastasierung auf,
und geht somit mit einer sehr schlechten Prognose und einer eher palliativen
Versorgung einher.

Neben der Tumorstadieneinteilung kann das Karzinom auch nach histologischen
Kriterien in verschiedene Differenzierungsgrade eingeordnet werden. Dabei wird die
Tumorzelle mit der urspriinglichen Organzelle verglichen und auf Ahnlichkeiten
Uberpruft. Die Einteilung reicht von hochdifferenzierten G1 Tumoren bis hin zu
undifferenzierten, anaplastischen G4 Tumoren. Dabei kommt es zu einer negativen
Korrelation zwischen Entdifferenzierung der Tumorzelle und Prognose des
Krankheitsverlaufes.

Zuletzt erfolgt postoperativ die Einteilung nach dem Resektionsstatus. Ein RO
resezierter Tumor impliziert, dass der Tumor im Gesunden und somit vollstandig ohne
Nachweis eines Residualtumors entfernt wurde. Bei R1 Tumoren kann mikroskopisch
durch den Pathologen ein Resttumor festgestellt werden. Bei einem R2 resezierten

Tumor ist ein makroskopischer Nachweis eines Residualtumors moglich (8).

2.1.9 Therapie

Die Therapie richtet sich nach dem lokalen Fortschritt des Tumors und damit nach der
TNM-Klassifikation und der UICC-Stadieneinteilung. Die Therapieschemata wurden
durch eine interdisziplindre Tumorkonferenz in der S3-Leitlinie festgelegt. Die
nachfolgende Abbildung 3 stellt das Therapievorgehen anhand der TNM-Klassifikation
als vereinfachte Ubersicht dar. Die Behandlungsoptionen werden in drei Ubergruppen
eingeordnet. Die Karzinome im UICC-Stadium IA werden der Gruppe der kurativen
Therapien zugeordnet. Vom UICC-Stadium IB-Ill wird eine potentiell kurative Therapie
eingeleitet. Dagegen ist beim UICC-Stadium IV kein kurativer Ansatz mehr vorhanden

und es wird eine palliative Therapie angewendet.
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Magenfriihkarzinom

ESD
TlaNOMO Gl/2

UICC-Stadium
1A

; ESD oder chirurgische
Stadium T1b Resektion

-Neoadjuvante
Chemotherapie
-Chirurgische

[ — Resektion

-Adjuvante
Chemotherapie

Adenokarzinom UICC-Stadium
des Magens IB-1II

- Palliative Chemotherapie
UICC-Stadium und / oder

v Best Supportive Care
(BSC)

Abbildung 3: Therapievorgehen in Abhangigkeit von TNM- und UICC-Klassifikation; Legende: UICC=
Internationale Vereinigung gegen Krebs ESD= endoskopische Submukosadissektion; BSC= Best Supportiv Care;

In den folgenden Abschnitten werden die Séaulen der Therapie, die chirurgische

Resektion und die Chemotherapie sowie die Palliativtherapie einzeln vorgestellt.

Chirurgische Therapie

Es besteht Einigkeit dariiber, dass die chirurgische RO-Resektion fir alle potentiell
resektablen Magenkarzinome als Standardtherapie durchgefiihrt werden soll. Bei dem
Eingriff werden 16 Lymphknoten entnommen und pathologisch auf einen Tumorbefall
untersucht. Dieses Verfahren dient zur exakten TNM-Klassifizierung und bestimmt das
nachfolgende Prozedere.

Von diesem standardisierten Vorgehen werden Magenfrihkarzinome mit T1aNoMo G2,
die die folgenden vier Kriterien erfillen, ausgenommen (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Kriterien fur die Indikationsstellung einer endsokopischen Submukosadissektion (ESD) bei

Magenfriihkarzinomen

1. <2cm Durchmesser
2. Nicht ulzeriert

3. Mukosakarzinom

4

Intestinaler bzw. histologischer Differenzierungsgrad gut oder maRig G

Diese Karzinome sollen endoskopisch en-bloc reseziert werden. Fir dieses Vorgehen
wird das Verfahren der endoskopischen Submukosadissektion (ESD) als
Goldstandard angewendet. Nach neuesten Erkenntnissen sollte die ESD auch
eingesetzt werden, wenn maximal eines der erweiterten Kriterien, wie in Tabelle 31 im
Anhang zu sehen, erflllt ist. Sollte der Tumor mehr als ein erweitertes Kriterium

aufweisen wird eine endoskopische Nachresektion empfohlen.

Sollte kein Magenfriihkarzinom vorliegen ist die chirurgische Resektion die einzige
kurative Behandlungsmoglichkeit und gehort zur Standardtherapie der potentiell
resektablen Magenkarzinome. Die Zielsetzung sollte eine Ro-Resektion des Tumors
sein. Dabei muss beachtet werden, dass auch die Resektionsrander des Tumors frei
von malignem Gewebe sein miussen. Daher wird der Tumor im Gesunden mit einem
Sicherheitsabstand von 5cm beim intestinalen Typ und 8cm beim diffus wachsenden
Karzinom entfernt. Somit ist das Resektionsausmall sowohl von der TNM-
Klassifikation als auch von der Laurén-Einteilung abhangig.

Zur Erreichung des Ziels ist bei proximalen Tumoren haufig eine vollstidndige
Gastrektomie notwendig, bei AEG-Tumoren des Typ Il und Il wird zuséatzlich eine
distale Osophagusresektion durchgefiihrt. Im Gegensatz dazu kann bei distal
gelegenen Tumoren der proximale Magen erhalten bleiben. Wachst der Tumor
adharent an anderen Organen, sollen diese, falls mdglich, mitreseziert werden. Von
einer prinzipiell durchgefiihrten Splenektomie wird aber abgeraten.

Weiterhin wird das Omentum majus und das Omentum minus entfernt, sowie eine
Lymphknotenadenektomie der Kompartimente D1 und D2, wie in Abbildung 4 gezeigt,
durchgefinhrt.
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Abbildung 4: Einteilung der Lymphknotengruppen (nach: Japanese Research Society gastric cancer (15),
Legende: D1=Lymphknoten 1-6 (perigastrisch gelegen); D2=Lymphknoten 7-11(suprapankreatisch gelegen)

Das D1-Kompartiment umfasst dabei die perigastrischen Lymphknoten Nummer 1-6.
Bei einer D2-Lymphadenektomie werden die suprapankreatischen Lymphknoten 7-11
entfernt. Die anschlieBende Passagenwiederherstellung wird am haufigsten durch
eine Osophagojejunostomie (Y-Roux) bei Gastrektomie und eine Gastrojejunostomie
bei einer subtotalen Magenresektion erméglicht (7, 10).

Bei Vorliegen eines T4b-Tumors mit Befall von nicht resektablen Organen oder einer

Fernmetastasierung sollte keine priméar chirurgische Intervention angestrebt werden.

Perioperative Chemotherapie

Bei fortgeschrittenen Stadien ist eine alleinige chirurgische Therapie nicht
ausreichend. Daher wird bei diesen Karzinomen ein multimodales Therapiekonzept

mit zwei Saulen, die Chemotherapie und die chirurgische Intervention, angestrebt.

Die Leitlinie empfiehlt, dass bei klinisch diagnostizierten T3 (cT3) und resektablen
cT4a-Tumoren eine perioperative Chemotherapie durchgefiihrt werden soll. Beim
Vorliegen eines cT2-Stadiums kann dasselbe Vorgehen in Betracht gezogen werden.
Die perioperative Chemotherapie beinhaltet sowohl pra- als auch postoperative

therapeutische Zyklen. Falls keine Kontraindikation besteht, sollte dafir das FLOT-
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Schema angewendet werden. Die zur Therapie eingesetzten
Chemotherapieschemata werden in Tabelle 32 im Anhang beschrieben. In der FLOT4
Studie konnte ein medianes Uberleben von 50 Monaten im Gegensatz zum ECF/ECX-
Schema mit einem medianen Uberleben von 35 Monaten (HR=0,77) gesehen werden.
Weiterhin zeigte sich eine Verlangerung des krankheitsfreien Uberlebens (30 gegen
18 Monate) sowie eine hohere Rate an Ro-Resektionen (85% gegen 78%) (16, 17).

Im Gegensatz zu den Magenkarzinomen sind die Karzinome des gastrodsophagealen
Ubergangs strahlensensibel. Daher sollte bei AEG-Tumoren mit einem cT3- oder
resektablen cT4a-Stadium eine perioperative Chemo oder eine neoadjuvante
Radiochemotherapie durchgefihrt werden (18).

Fur den Behandlungsverlauf ist das Ansprechen des Patienten auf die angewendete
Chemotherapie unabdingbar. Da die Tumorregression aber erst im verzdgerten
Verlauf  bildmorphologisch  nachgewiesen  werden kann, sollten keine
Verlaufsuntersuchungen durchgefiihrt werden. Eine Erfassung des klinischen Verlaufs
ist allerdings wichtig. Daher sollten die Patienten in regelméaf3igen Abstdnden nach
relevanten Symptomen wie Véllegefiihl, Erbrechen und Gewichtsverhalten befragt
werden. Kann in diesen Re-Evaluationen eine klinische Verschlechterung der
Patienten nachgewiesen werden, sollte auch eine erneute Diagnostik erfolgen. Zeigt
sich wahrend der Untersuchung ein fehlendes Ansprechen oder sogar eine
Tumorprogression, sollte die Chemotherapie abgesetzt und eine frihzeitige Operation
geplant werden. Dieser Verlauf ist relevant um potentiell toxische Nebenwirkungen der
Chemotherapeutika vermeiden zu konnen. Vor dem anschlielBenden operativen
Eingriff erfolgt ein Re-Staging. Kann eine Fernmetastasierung gesehen werden, ist

keine Indikation mehr flir ein operatives Vorgehen gegeben.

Nach Abschluss der neoadjuvanten Chemotherapie wird die Resektion des Tumors,
wie im Kapitel chirurgische Therapie beschrieben, durchgefiihrt. Eine anschlieRende
adjuvante Chemotherapie sollte interdisziplinar anhand der folgenden Kriterien

diskutiert werden.

Zeigen die Patienten, neben der Vertraglichkeit, auch ein gutes Ansprechen auf die
neoadjuvante Chemotherapie so wird auch eine adjuvante Chemotherapie im Verlauf
empfohlen. Wurde wéhrend der praoperativen therapeutischen Zyklen eine klinische

Verschlechterung des Patienten oder ein Tumorprogress ersichtlich, sollte im Weiteren
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keine Therapie erfolgen. Dies gilt ebenfalls fir Patienten, bei denen eine
Unvertraglichkeit der Medikamente aufgetreten ist. Ob und inwiefern eine erneute
Chemotherapie vertragen werden kann, hangt auch vom Allgemeinzustand der
Patienten ab. Es liegt keine Empfehlung fur die Verwendung eines anderen
Therapieschemas vor, es kann aber eine Deeskalation auf das zum Teil besser
vertragliche FLO-Schema vorgenommen werden (siehe Tabelle 32) (10).

Palliative Therapie

Wird der Tumor mit einem UICC-Stadium IV Kklassifiziert, ist kein kuratives
Behandlungskonzept mehr gegeben. Dieses Stadium schliel3t unter anderem alle
Arten einer Fernmetastasierung ein, auch wenn diese erst im Verlauf der Erkrankung

erkannt werden. Bei diesen Patienten wird eine palliative Therapie eingeleitet.

Das Ziel der palliativen Medizin ist die Verbesserung der Uberlebenszeit und der Erhalt
von Lebensqualitat. Daher ist auch bei diesen Therapieschemata haufig ein
multimodales Vorgehen indiziert. Zum einen kann der Tumor mit Hilfe einer
systemischen Chemotherapie behandelt werden, um den Tumorprogress zu
verlangsamen. Zum anderen werden, je nach individuellem Verlauf, chirurgische
Interventionen zur Entlastung der Patienten und damit zur Verbesserung der
Lebensqualitéat durchgefuhrt. Dazu gehéren zum Beispiel Operationen von
Magenausgangsstenosen, Tumorblutungen und anderen Komplikationen der
Tumorerkrankung. Diese Interventionen werden als Best Supportive Care (BSC)
bezeichnet. Eine chirurgische Resektion des Karzinoms wird in dieser Situation nicht

empfohlen.

In verschiedenen Studien konnte belegt werden, dass der Einsatz einer
Chemotherapie im Gegensatz zur alleinigen Therapie mit BSC, das Gesamtiiberleben
deutlich verlangert. In der Cochrane-Analyse von 64 Studien zeigt sich eine
Verlangerung des Gesamtiberlebens von 6,7 Monaten bei Einsatz einer
Chemotherapie (HR=0,3) (18). Daneben werden auch die Verlangerung des Erhalts
der Lebensqualitat und eine Verbesserung der Symptomkontrolle sowie des
Allgemeinzustandes gesehen. Die Therapieentscheidung tber den Einsatz und die
Wahl der Chemotherapie ist von den Komorbiditdten und Praferenzen sowie vom

Allgemeinzustand des Betroffenen abh&ngig. Dabei wird in der Leitlinie ein
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systemischer Einsatz der Chemotherapie fur Patienten mit einem ECOG-Status 0-1
empfohlen. Das Lebensalter stellt keine generelle Kontraindikation dar. Allerdings
kann fur Patienten mit schlechterem Allgemeinzustand (ECOG 3) oder sehr hohem
Lebensalter keine Wirksamkeit der Therapie nachgewiesen werden. Eine Empfehlung
zur Anwendung der Chemotherapie ist deswegen und mangels Durchfihrbarkeit
aufgrund des schlechten Patientenzustandes, nicht gegeben. Aufgrund der raschen
Progression des metastasierten Magenkarzinoms und der damit einhergehenden

Verschlechterung des Allgemeinzustandes ist der frilhe Therapiebeginn entscheidend.

Die Erstlinienchemotherapie sollte eine Kombination aus Platin- und
fluorpyrimidinhaltigen Medikamenten enthalten. Bei den Platinderivaten kann sowohl
Oxaliplatin und das Cisplatin angewendet werden. Beide zeigen vergleichbare
Ergebnisse und unterscheiden sich hauptsachlich in ihnrem Nebenwirkungsprofil. Dabei
steht bei Cisplatin Ubelkeit und Erbrechen sowie die Nephrotoxizitat im Vordergrund.
Im Gegensatz dazu treten bei Oxaliplatin verstarkt Neuropathien auf. Die Wahl sollte
individuell auf den Patienten, seine Praferenzen und Komorbiditditen angepasst
werden. Das Gleiche trifft fir den Einsatz der flourpyrimidinhaltigen Medikamente zu,
dabei gibt es drei Alternativen: 5-Floururacil (5-FU), Capecitabine oder S-1.

Daneben werden auch Docetaxel-haltige Regime in der Triplett-Therapie mit Cisplatin

und 5-FU in der Erstlinientherapie empfohlen.

Eine regelmallige Reevaluation des klinischen Verlaufs im Hinblick auf den
Allgemeinzustand, tumorassoziierten Beschwerden und Vitalfunktionen wird
empfohlen. Alle 6-12 Wochen soll zuséatzlich eine geeignete Bildgebung erfolgen. Auf
dieser Grundlage kann eine wiederholende Risiko-Nutzen-Abwagung hinsichtlich der
FortfiUhrung der Therapie gewahrleistet werden. Bei progredient schlechten Verlaufen
soll ein Abbruch oder die Umstellung der Chemotherapie, zur Vermeidung einer
potentiell toxischen Therapie diskutiert werden. Die Dauer der Chemotherapie wird
individuell auf den Krankheitsverlauf und die Vertraglichkeit der Medikamente

angepasst.

Bei der Wahl des Therapieschemas spielt neben dem Allgemeinzustand des Patienten
der HER2neu-Expressionsstatus eine wichtige Rolle. Bei HER2neu positiven
Patienten kann zuséatzlich zur Chemotherapie der Antikdrper-Trastuzumab eingesetzt

werden. Dies ist ein Antikérper, der zur Therapie des HER2neu positiven
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Mammakarzinoms entwickelt wurde. In der ToGA Studie konnte auch beim
Magenkarzinom eine mediane Verlangerung der Gesamtiberlebenszeit von 2,7
Monaten gezeigt werden (19). Daher sollten alle Patienten, mit einem UICC-Stadium
IV oder einem inoperablen Tumor, auf den HER2neu-Status (Expression und
Amplifikation) hin untersucht werden (20).

In der Zweitlinientherapie kommen zusétzlich noch weitere Behandlungsoptionen mit
Irinotecan, Docetaxel, Paclitaxel und Ramurcirumab in Betracht. Ramurcirumab ist ein
VEGF-Rezeptor2-Antikorper, der die Blutzufuhr des Tumors unterbinden soll. Eine
Kombinationstherapie von Paclitaxel mit dem Antikérper Ramurcirumab zeigte
bessere Wirksamkeit als Paclitaxel mit Placebo. So konnte das mediane Uberleben
von 7,4 Monate im Placebo-Arm auf 9,6 Monate in der Kombination gesteigert werden
(HR=0,017) (21).

Eine weitere Option zur Behandlung des Magenkarzinoms, stellen die
Immuncheckpointinhibitoren dar. Diese Therapieoptionen werden zurzeit in Studien
untersucht (10, 22, 23).

2.1.10 Prognose und Nachsorge

Nach der Durchfiihrung einer kurativen Therapie sollte den Patienten eine strukturierte
ganzheitliche Nachsorge angeboten werden. Dabei sollten die drei Bereiche
onkologische Diagnostik, psychoonkologische Nachsorge und die internistische
Behandlung der Postgastrektomie-Symptomatik berticksichtigt werden.

Die Diagnostik umfasst klinische, endoskopische und bildgebende Untersuchungen
zur frihen Erfassung von Rezidiven. Diese sollte in den ersten beiden Jahren alle drei
Monate oder halbjahrlich und anschlieBend fur weitere drei Jahre im jahrlichen
Abstand durchgefihrt werden.

Dabei ist zu beachten, dass bisweilen keine Prognoseverbesserung aufgrund einer
Nachsorge bewiesen werden konnte. Mdglicherweise hangt das damit zusammen,
dass nur ein Bruchteil der Rezidive, die bis zu zwei Jahren nach Abschluss der
Therapie auftreten, behandelbar ist. Als therapierbar gelten lokoregionare Rezidive,
die im Restmagen auftreten. Bei den gastrektomierten Patienten treten Rezidive
extragastrisch oder als Fernmetastasen auf und haben keine Therapieempfehlung.
Eine Ausnahme sind die Magenfrihkarzinome, welche mit einer ESD behandelt
worden sind. Diese kdnnen lokale und haufig asymptomatische Rezidive aufweisen,
die bei frihzeitiger Erkennung chirurgisch reseziert werden kbnnen. Weiterhin kdnnen
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nur durch die onkologische Diagnostik die Therapieerfolge von adjuvanter und
palliativer Chemotherapie nachgewiesen werden (15, 24).

Die internistische Behandlung beinhaltet die Substitution von Pankreasenzymen, sollte
der Patient nach Gastrektomie an Fettstiihlen leiden. Weiterhin kommt es aufgrund
des fehlenden Intrinsic-Faktors zu einem Vitamin B12-Mangel und damit zu einer
makrozytaren Anadmie oder funikularen Myelose. Eine lebenslange Substitution mit
Vitamin B12 ist empfohlen. Die h&aufige, mikrozytare Eisenmangelanamie wird mit
einer entsprechenden Eisensubstitution behandelt. AuRerdem sollte allen
rehabilitierungsfahigen Patienten eine Anschlussheilbehandlung zur Vermeidung
eines weiteren Gewichtsverlust und Férderung des Muskelaufbaus angeboten werden
(7, 10).

Die Prognose ist, wie bereits erwahnt, von verschiedenen Punkten abhangig.
Einer der wichtigsten Faktoren ist die Friherkennung. So konnten die in Tabelle 6

folgende 5-Jahres-Uberlebensraten fiir Magenfriihkarzinome ermittelt werden.

Tabelle 6: 5-Jahres-Uberlebensrate bei Magenfriihkarzinome (7)

Magenfrihkarzinome 5-Jahres-Uberlebensrate
1. pTis: 100%
2. pTl: 90%
3. pTiNiMo oder pT2NoMo: 70%

Bei Tumoren im weiter fortgeschrittenen Stadium stellt der Resektionsstatus den
wichtigsten prognostischen Faktor dar. Ein Ro-resezierter Tumor hat, je nach TNM-
Klassifikation, weniger als 45% 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit. Bei einer

R1/R2-Resektion Uberlebt kaum ein Patient den 5-Jahreszeitraum (7).
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2.2 Monoklonaler Antikdrper Cetuximab

Aufgrund dieser schlechten Prognosevorhersagen werden immer wieder neue
Behandlungsansatze fur die Therapie des Magenkarzinoms erforscht. Neben den
Immuncheckpoint-Inhibitoren werden auch weitere neuartige Target-Therapien wie
der EGFR-Antikorper Cetuximab auf Wirksamkeit beim Magenkarzinom erforscht.
Cetuximab ist ein monoklonaler chiméarer Antikdrper, der durch seine Bindung an
EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) und die damit unterbundene
Signalskaskade zu einer Verminderung des Zellwachstums und der Proliferation
fuhrt.

Dieser Mechanismus lasst sich durch die EGFR-Signalwege erklaren. EGFR ist ein
Oberflachenrezeptor, der physiologisch hauptséachlich auf Zellen mit epithelialem
Ursprung wie der Haut, des Magen-Darm-Traktes und der Leber, zu finden ist. Er ist
unter anderem verantwortlich fir die Regulation der Teilungsrate und des
Uberlebens und Absterbens der Zellen. Seine Hauptliganden sind dabei der EGF
(Epidermal Growth Factor) und der TGFa (Transforming growth factor alpha). Durch
die Bindung zu den Liganden wird im Zellinneren eine Reaktion ausgeldst. Diese
fuhrt zur Aktivierung der Tyrosinkinasen und zum Ablauf intrazellularer
Signalkaskaden sowie zur Phosphorylierung von Proteinen.

Es konnte gezeigt werden, dass dieser Rezeptor nicht nur auf gesunden Zellen
vorzufinden ist, sondern dass viele verschiedene Arten von Tumoren eine

Uberexpression des EGFRs zeigen (25).

Zu diesen Tumorentitdten gehtéren vor allem das kolorektale Karzinom,
Plattenepithelkarzinome des Hals/Kopfes, das nicht-kleinzellige-Lungenkarzinom,
sowie Pankreas- und Nierenzellkarzinome (25-27). In den Tumorzellen spielt dieser
Rezeptor aufgrund der Regulation des Zellwachstums und der Proliferation eine grof3e
Rolle fiur die Malignitdt des Tumors. Daneben werden durch diesen sowohl der
Zellzyklus, die Inhibition der Apoptose, die Angiogenese als auch die
Tumorzellmobilitdt und die Metastasierung gesteuert. Das konnte erklaren, dass die
Uberexpression des EGFRs haufig mit einer schlechteren Prognose aufgrund eines
aggressiveren Verlaufs einhergeht.
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Die Wirkung von Cetuximab geht auf eine kompetitive Hemmung dieses Rezeptors
zuriick. Dabei konkurrieren die Hauptliganden mit dem monoklonalen Antikdrper um
die Bindungsstelle an dem Oberflachenrezeptor. Aufgrund einer zehnfach hdheren
Affinitat des Antikdrpers zu EGFR als die physiologischen Liganden, kommt es zu
einer wirksamen Inhibition des Rezeptors. Durch die Interaktion mit dem Antikorper
wird die Rezeptorbindungsstelle, ohne Ausloésung der intrazellularen Reaktion
blockiert. Aufgrund der fehlenden Aktivierung werden die Tumorzellen in ihrem
Wachstum und der Proliferation gestort. Weiterhin fiihrt der Einsatz des Antikorpers zu
einer verstarkten Apoptose, verminderten Angiogenese und Invasivitdt sowie
Metastasierung des Tumors. Die Wirkungsweise wird schematisch in Abbildung 5
dargestellt (25).

Cetuximab
AN
EGF/TGF o \4 Aktivierung von Tyrosinkinasen
Phosphorylierung von Proteinen
Aktivierung der Signalkaskaden
EGFR
< X
Y v h
: . Angiogenese
Migration Inhibition der
Apoptose

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Wirkungsweise des EGFR-Antikdrpers Cetuximab

Die Chimaritdt des Antikorpers ergibt sich aus dem Aufbau mit einem murinen
variablen Fv Anteil, der die Bindungsstelle zum EGFR beinhaltet, und einer humanen
konstanten FcRegion. Zu den haufigen Nebenwirkungen des Antikorpers, die bei 70%
der Patienten auftreten, gehort ein akneartiger Hautausschlag. Es zeigt sich, dass das
Auftreten des Hautausschlages mit dem Ansprechen der Therapie positiv korreliert
(26). Weitere unerwinschte Nebenwirkungen sind eine Hypersensitivitat,

Infusionsreaktionen und eine interstitielle Lungenerkrankung (25).
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Der Einsatz des Antikdrpers als neue zielgerichtete Target-Therapie wurde in
unterschiedlichen Studien untersucht. In diesen Studien konnte bewiesen werden,
dass es bei der Therapie mit Cetuximab zu einem Arrest der Zelle in der Gi1-Phase des
Zellzyklus kommt, wodurch der Prozess der Zellteilung unterbrochen wird.

Dariuiber hinaus zeigt sich bei der Therapie mit dem Antikdrper eine Herunterregulation
des Rezeptors auf der Zellmembran. Beim kombinierten Einsatz einer
Radiochemotherapie mit Cetuximab ist eine geringere Rate an Resistenzen und damit
eine bessere Ansprechrate auf die Therapie nachweisbar. In einer Phase-II-Studie
kann bei Patienten mit Resistenzentwicklung auf Irinotecan bei metastasiertem
Kolonkarzinom eine Wirksamkeit beim zusétzlichen Einsatz von Cetuximab gesehen
werden. Dabei zeigen die Patienten sowohl ein Ansprechen auf die Monotherapie, als
auch auf eine Kombinationstherapie aus Cetuximab mit Irinotecan. Wobei Letztere
eine hohere Ansprechrate mit einem langeren progressionsfreien Uberleben zeigt. In
beiden Studien wurden nur Patienten eingeschlossen, die eine Expression von EGFR
auf den Tumorzelloberflachen zeigen. Die Wirkung des Antikérpers ist dabei

unabhangig von der Starke der Expression (26, 28).

In der Leitlinie zur Behandlung des kolorektalen Karzinoms, wird Cetuximab in der
Therapie der fortgeschrittenen metastasierten Tumore eingesetzt. Empfohlen wird der
Einsatz in Kombination mit Fluorpyrimidin plus Oxaliplatin und Irinotecan. Als
Voraussetzung fur die Behandlung mit Cetuximab muss der Tumor eine
linkshemikolische Lage und einen RAS-Wildtyp aufweisen. Es zeigen sich
Verbesserungen im Gesamtiberleben und dem progressionsfreien Uberleben (mit
HRs von 0,75 (0,67-0,84) und 0,78 (0,70-0,87)). Allerdings kann keine Wirksamkeit bei
vorliegenden Mutationen des RAS-Gens nachgewiesen werden (29).
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2.3 Vorstellung der EXPAND-Studie

Nachdem Cetuximab in der Therapie des Kolon-Karzinoms eine wichtige Rolle
eingenommen hat, sollte im Folgenden untersucht werden, ob der EGFR-Antikdrper
auch positive Ergebnisse bei der Therapie des Magenkarzinoms erbringen kénnte.
Dafir wurde die EXPAND-Studie durchgefuhrt. In dieser wird die Leitlinientherapie des
Magenkarzinoms und des gastroosophagealen Ubergangs, Capecitabin mit Cisplatin
alleine dem Therapieschema Capecitabin, Cisplatin zusammen mit Cetuximab
gegenubergestellt. Die Studie wurde als randomisierte, kontrollierte Phase-IlI-Studie
durchgefuhrt.

Die EXPAND-Studie ist im Zeitraum vom 30.8.2008 bis zum 15.12.2010 durchgefuhrt
worden und schlof3 904 Patienten ein. Das Studienkollektiv umfasste Patienten mit
einem Mindestalter von 18 Jahren an 164 Kliniken aus 25 verschiedenen Landern. Die
Personen wiesen alle ein Adenokarzinom des Magens oder des gastro6sophagealen
Ubergangs auf, welches entweder lokal ausgebreitet wuchs oder fernmetastasiert war.
Weiterhin sollten alle Karzinome eine radiologisch nachgewiesene Lasion von

>2cm in handelsiblichen Verfahren oder >1cm in der Spiral-Computertomographie
aufweisen. Die Zulassung zur Studie beinhaltet zusatzlich ein ECOG-Stadium von 0
oder 1 mit einer adaquaten Organfunktion. Eine weitere Anforderung beinhaltete das
Vorhandensein einer histologischen Probe zur Untersuchung des Tumors auf die
Expression von EGFR und HER2neu. Die Studie wurde als unverblindete (open label)

randomisierte, kontrollierte Phase-111-Studie durchgefihrt.

Als Randomisierungsparameter wurden eine TNM-Klassifikation von MO oder M1 und
die Durchfiihrung oder der Verzicht auf eine Osophag- oder Gastrektomie sowie die
neoadjuvante Radiochemotherapie festgelegt. Die Studienauswertung wird nach der
Intention-to-treat Methode mit dem primaren Endpunkt des progressionsfreien
Uberlebens (PFS Progression Free Survival) ausgewertet.

In dem Studiendesign wird die Leitlinientherapie Cisplatin mit Capecitabin (6), der
experimentellen Therapiegruppe Cisplatin mit Capecitabin und der zusétzlichen Gabe
von Cetuximab (CTX) verglichen.

Die Patienten wurden im 3-Wochen-Zyklus chemotherapeutisch alle mit Capecitabin
und Cisplatin behandelt. Der Experimentalgruppe wurde zusatzlich zu der
Leitlinienchemotherapie einmal wdchentlich Cetuximab verabreicht. Dieses
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Therapieschema wurde bis zum radiologischen Nachweis eines Tumorprogresses,
unerwtnschten toxischen Nebenwirkungen oder einem Rucktritt des Patienten aus der
Studie angewendet. Bei der Auswertung zeigt sich kein signifikanter Unterschied im
progressionsfreien Uberleben bei den unterschiedlichen Therapieschemata, wie in der
Abbildung 6 ersichtlich ist. Das mittlere progressionsfreie Uberleben in der
Experimentalgruppe betrug 4,4 Monate im Gegensatz zu 5,6 Monate in der Gruppe
mit Leitlinienbehandlung bei einem Hazard Ratio von 1,09.

Die Ergebnisse zeigen ein Gesamtiiberleben in der Experimentalgruppe von 9,4
Monaten im Vergleich zu 10,7 Monaten in der Leitliniengruppe. Dabei kann bei 30%

der Patienten ein Ansprechen auf die Cetuximab-Therapie nachgewiesen werden.

100 - — Capecitabine-cipltin pluscetuximab (286 evens; 200 - — Capecitabine-cisplatin plus cetuximab (362 events;
l'l'lﬁin_ plw_ : _ﬁ!mﬂhtmlmﬂi-!-s-sb median overall survival -4 months [95% (1 83-106])
90 —@ummﬂssqulx 90 — Capecitabine-cisplatin (351 events; median overall
median progression-free suwival 5-6 months [95% 0 5+-57] survival 107 months [95% (1 9-4-11:3])
80+ 80
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Abbildung 6: EXPAND Studie: Beurteilung Progressionsfreies Uberleben (A), Gesamtiiberleben (B) (5) Legende A:
rot: Capecitabine-Cisplatin plus Cetuximab (286 Ereignisse; Medianes Progressionsfreies Uberleben (PFS) 4x4
Monate [95% Kl 4x2-5x5]); blau: Capecitabine-Cisplatin (296 Ereignisse; Medianes PFS 5x6 Monate [ 95% Kl 5x1-
5x7]) Legende B: rot Capecitabine-Cisplatin und Cetuximab (362 Ereignisse; Medianes Gesamtuberleben (OS) 9x4
Monate [95% KI 8x3-10x6]; blau: Capecitabine-Cisplatin (351 Ereignisse; Medianes OS 10x7 Monate |95% Kl 9x4-
11x3] (5).

Eine Expression von EGFR konnte im Tumormaterial von 398 Patienten in der
Experimentalgruppe und 376 Patienten in der Kontrollgruppe nachgewiesen werden.
Die Expressionsstarke war niedrig und es konnte kein Unterschied im PFS und im
Gesamtuberleben (OS) beim Vergleich der verschiedenen Expressionsstarken
gefunden werden. Eine Untersuchung auf vorhandene KRAS-Mutationen wurde nicht
durchgefuhrt (5).
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2.4 Membranrezeptor CXCR4
2.4.1 Physiologische Eigenschaften

Bei der Entwicklung neuer Therapieansatze werden die verschiedenen molekularen
Eigenschaften der Tumorzellen untersucht. Die Erforschung der Signalwege und
deren dazugehoérige Signalproteine sowie Rezeptoren kann das Verstandnis des
Tumorzellwachstums und der Proliferation verbessern. Eine mégliche Inhibition dieser
Signalubertragungen kénnte eine Mdglichkeit zur Kontrolle und Regression des
Tumorwachstums darstellen. Weiterhin ist bekannt, dass haufig die Target
Therapeutika nur bei bestimmten Mutationen des Tumors oder speziellen
Subkollektiven ihre Wirksamkeit entfalten. So konnte gezeigt werden, dass beim
Einsatz von Trastuzumab eine Uberexpression des HER2neu-Rezeptors vorliegen
muss. Dasselbe gilt fir Cetuximab, der nur bei Tumoren einsetzbar ist, die einen RAS-
Wildtyp aufweisen. Daher ist es wichtig, dass bei Medikamentenstudien sowohl das
gesamte Patientenkollektiv als auch einzelne Subgruppen auf die Wirksamkeit des
Medikaments untersucht werden. Ansonsten kdnnte ein Benefit, der nur fur bestimmte
Patienten mit speziellen Tumoreigenschaften vorliegt, Ubersehen werden.

Zu den Signalkaskaden, die Tumorzellen fur ihren Stoffwechsel und ihre Proliferation
nutzen, gehort auch der CXCR4-Rezeptor aus der Gruppe der Chemokinrezeptoren.

Diese Rezeptoren spielen im Allgemeinen eine wichtige Rolle bei der Zellmigration im
Zuge von Entzindungsreaktionen. Weiterhin sind sie essentiell bei der Erstellung der
lymphoiden Mikroumgebung und der Organogenese beteiligt (30).

CXCR4 ist ein Gi-Protein-gekoppelter-Chemokinrezeptor mit  sieben
Transmembrandoméanen. Sein Ligand ist CXCL12, auch SDF-1a (stromal cell-derived
factor 1 alpha) genannt.

Die Signalkaskade wird Uber verschiedene Wege ubermittelt. Nach Bindung des
Liganden kommt es zur Dimerisierung des Rezeptors. Diese fuhrt zur Aktivierung des
G-Proteins, wodurch zum einen die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI-3-K) und die
Phospholipase C sowie der JAK/STAT-Signalweg initiiert werden. Mithilfe dieser
Kaskaden werden die Zellmigration, die Zelladhasion und die Transkription gesteuert.
Die Transkription ermdglicht wiederum die Produktion verschiedener antiapoptotisch
wirkender Signalmolekiile, die das Uberleben der Zelle sichern. Der Abbau erfolgt tiber
das Protein 3-Arrestin, das die Endocytose des Rezeptors einleitet. Der Rezeptor wird
zellintern Uber die Verschmelzung im Endosom lysosomal abgebaut und anschlie3end
recycelt (31, 32).

28



Erstmalig wurde CXCR4 auf der Oberflache von Lymphozyten entdeckt. Mittlerweile
ist bekannt, dass zahlreiche Zellreihen wie hamatopoetischen Stammzellen,
Endothelzellen und Epithelzellen den Rezeptor exprimieren. Viele Zellen des
Immunsystems entstehen aus den Progenitorzellen der hé&matopoetischen
Stammzellen (HSC) und tragen damit ebenfalls den Rezeptor auf inrer Membran. Dazu
gehoren die B- und T-Zell Lymphozyten, die Monozyten und Makrophagen, die
Neutrophilen und die Eosinophilen. AuRerdem tritt CXCR4 verstarkt im Gehirn, Lunge,

Kolon, Herz, Leber und Niere auf (33).

CXCR4 spielt eine essentielle Rolle bei der Entwicklung, der Hamatopoese,
Organogenese und der Vaskularisation. Die Aktivierung des G-Protein-gekoppelten
Rezeptors nimmt einen direkten Einfluss auf die Migration der Zellen. Mit der Migration
wird die Ortsdnderung der Zelle oder eines Zellverbandes im Organismus
beschrieben. Zellintern kommt es dabei zu einer zytoskelettalen Umlagerung, die
durch die Aktinpolymerisation und die Pseudopodenformationen bestimmt wird. Zum
anderen kann die Adhasion von endothelialen Zellen Uber die vermehrte Expression
von Metalloproteasen und Integrinen verstarkt werden (34). Anhand eines zellexternen
CXCL12-Konzentrationsgefalles wird dabei der Ort der Migration bestimmt. Dieser
Mechanismus wird ebenfalls beim Homing der Hamopoetischen Stammzellen im
Knochenmark angewendet. Die Stromazellen des Knochenmarks produzieren eine
erhohte Konzentration des als Botenstoff wirkenden Liganden, wodurch die
Progenitorzellen, die CXCR4 exprimieren, angelockt werden (35).
Bei Erwachsenen ist der Rezeptor weiterhin ein integraler Baustein zur Retention und
zur Differenzierung von HSC im Knochenmark. Durch die Steuerung der lymphoiden
Mikroumgebung und deren Migration ins Gewebe ist er mal3geblich an
Entziindungsreaktionen beteiligt. Die Expression des Membranrezeptors CXCR4 lockt
chemotaktisch diverse Immunzellen, wie CD4+-Zellen, CD8+-Zellen, Makrophagen
und Dendritische Zellen in das entztindete Gewebe (30).
Aufgrund dessen kann eine hohere CXCL12 Konzentration in verletzten Geweben
zum Beispiel nach einer Ischamie oder einem toxischen Leberzellschaden gefunden
werden (33).
Die Angiogenese wird ebenfalls durch den Einfluss von CXCR4 reguliert. Es zeigt sich,
dass bei diesem Mechanismus CXCR4 unabhangig von CXCL12 als Regulator
fungiert (36, 37).
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2.4.2 Tumorspezifische Eigenschaften

Der CXCL12/CXCR4-Signalweg zeigt neben dem physiologischen Nutzen auch eine
Expression in pathologischen Tumorgeweben. Der Transmembranrezeptor konnte in
23 verschiedenen Tumorentitdten nachgewiesen werden.

Eine mogliche Erklarung ware ein haufiges Auftreten von hypoxischen Zustanden in
Folge schnellen Tumorwachstums. Diese Hypoxie aktiviert den HIF 1o (hypoxia
induced factor 1 alpha) das zu einer vermehrten Transkription verschiedener Gene,
unter anderem CXCRA4, fuhrt (38, 39). Auch andere Signalmolekile wie VEGF und NF-
K B, die von Tumorzellen gebildet werden, fihren zur vermehrten Expression von
CXCR4 (31).

Verschiedene Studien legen die Vermutung nahe, dass die Expression von CXCR4 in
Tumorzellen die Angiogenese, die Proliferation und die Invasivitdt der Tumorzellen
beginstigt (30, 39, 40).

Weiterhin konnte in Studien bei verschiedenen Tumorentitdten gezeigt werden, dass
die Aktivierung des CXCL12/CXCR4-Signalweges an dem Prozess der
Metastasierung beteiligt ist (36). Es wird beschrieben, dass CXCR4 einen
supprimierenden Effekt auf den Prozess der Anoikis aufweist. Dieser Vorgang ahnelt
der Apoptose und fuhrt zu einem programmierten Zelltod, sollte der Zell-Matrix-Kontakt
verloren gegangen sein. Wird dieser Kontrollmechanismus unterdrtickt, iberleben die
kontaktlosen Zellen besser und es kann zu einer vermehrten Metastasierung kommen
(32),(41). Daneben werden noch weitere Theorien, die CXCR4 in Verbindung mit der
Metastasierung des Tumors bringen, diskutiert. Bei Brustkrebs wird von A. Miller et
al. die Rolle des CXCR4 in der organselektiven Metastasierung beschrieben (34).
Mammare Karzinome, die eine Expression von CXCR4 oder CCR7 aufweisen,
metastasierten vorwiegend in Organe, die die Liganden dieser Rezeptoren, CXCL12
und CCL21, vermehrt exprimieren. Dazu gehotren die Lymphknoten, Knochen, die
Lunge und die Bauchhdhle (39). Dabei geht man davon aus, dass sich die Tumorzelle
den direkten Einfluss von CXCR4 auf die Migration anhand des
Ligandenkonzentrationsgefalles, zu Nutze macht (33). Im Folgenden konnte bei einer
in vivo Inhibition des CXCL12/CXCR4-Signalwegs eine Reduktion der Metastasierung,

besonders in Lymphknoten und Lunge, gezeigt werden. Dieser Zusammenhang wurde
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auch von Iwasa et al. (35) beim Magenkarzinom untersucht. Die Ergebnisse zeigen,
dass es einen Zusammenhang zwischen dem histologischen Typ und der Expression
von CXCR4 gibt. Wahrend der intestinale Typ vermehrt CXCR4 exprimiert, lie3 sich
beim diffusen Typ nur eine geringe oder keine Expression nachweisen. Weiterhin zeigt
sich, dass beim Vorliegen des intestinalen Typs die Expression des CXCR4 mit der
TumorgrofRe, der aufleren Erscheinung und der Tiefeninvasion des Karzinoms
assoziiert war. Es lag ebenfalls eine positive Korrelation mit dem Auftreten
lymphatischer und vaskulérer Invasion sowie mit dem Vorhandensein von Lymph- und
Lungenmetastasen vor. Fir den diffusen Typ konnten keine signifikanten

Zusammenhange mit der Expression des CXCR4 hergestellt werden (35).

Zu ahnlichen Ergebnissen fihrten auch die Untersuchungen von Arigami et al. (42),
die eine Korrelation zum histopathologischen Typ, der TumorgréfR3e und lymphatischer
und vaskularer Invasion nachwiesen. Weiterhin wurde das Auftreten von
Mikrometastasen in Lymphknoten bei zunachst pNO deklarierten Patienten untersucht.
Dabei konnte ein erhthtes Auftreten der Mikrometastasen zusammen mit einer
Expression von CXCR4 und dem CCR7 gezeigt werden (42, 43).

Neben den beschriebenen Fernmetastasen fanden Yasumoto et al. (44) einen
Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer Peritonealkarzinose bei priméren
gastralen Karzinomen und der Expression von CXCR4. Sie vermuten, dass die
Produktion von CXCL12 in Mesothelzellen des Peritoneum zum einen die
organselektive Metastasierung steuert und zum anderen das Uberleben und die
Proliferation der CXCR4 exprimierenden Tumorzellen innerhalb der Peritonealhthle
verbessern. Aufgrund dieser Ergebnisse wird von einigen Autoren postuliert, dass eine
Evaluation des CXCR4/CCR7-Status bei Patienten mit einem gastralen Karzinom das
Risiko fur das Auftreten von Mikrometastasen sowie einer Peritonealkarzinose besser
abschatzen lassen konnte. Dieses Verfahren konnte die Therapie weitestgehend
beeinflussen, besonders bei minimal invasiv, mit einer ESD therapierten Patienten, die

keiner Lymphadenektomie unterzogen worden sind (42, 44).
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

Die Losungen und Puffer,

die

immunhistochemischen Farbung verwendet.

in Tabelle 7 aufgefuhrt sind, werden zur

Tabelle 7: Losungen und Puffer zur Herstellung der immunhistochemischen Farbungen von CXCR4

Material
Mikroskop

100 % Ethanol
96% Ethanol
70% Ethanol
50% Ethanol
Xylol
Leitungswasser

Acqua dest

EnVision Wash Buffer (20x)

FLEX

Retrieval Solution (50x)
EnVision FLEX Block

EnVision Target

CXCR4 Priméarantikérper
Verdunnung 1:100

EnVision Antibody Diluent

EnVision FLEX  Substrate
Working Solution

Sekundar Reagenz: FLEX
rabbit

Tertiarreagenz: FLEX Envision

Chromogen: FLEX DAB

Hamatotoxylin

Entellan, Eukitt

reinst

Quelle

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

entsprechende Verdiinnung, 40ml A. dest + 960ml 100% Ethanol
entsprechende Verdinnung, 300ml A. dest +700ml 100% Ethanol
entsprechende Verdinnung, 500ml A. dest +500ml 100% Ethanol

1:20 in A. dest verdiinnen

1:50 in A. dest verdiinnen

Klon UMB2 (ab124824), 1
pl CXCR4 + 99 ul EnVision
Antibody Diluent

FLEX EnVision HRP
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Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Stadtwerke Mainz

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen

Dako Denmark A/S, Glostrup,
Danemark

Dako Denmark A/S, Glostrup,
Danemark

Dako Denmark A/S, Glostrup,
Danemark

Abcam, Berlin

Dako Denmark A/S, Glostrup,
Danemark

Dako Denmark A/S, Glostrup,
Déanemark

Dako Denmark A/S, Glostrup,
Danemark

Dako Denmark AJ/S, Glostrup,
Danemark

Dako Denmark A/S, Glostrup,
Danemark

Dako Denmark AJS, Glostrup,
Déanemark

Sigma Aldrich, Merck, Darmstadt



3.2 Methoden
3.2.1 Vorbereitung der Proben-Epitop-Demaskierung

Biologische Praparate werden durch eine Behandlung in Formaldehyd und
anschlieBender Paraffinierung haltbar gemacht. Dadurch kénnen diese Proben uber
einen langen Zeitraum zur Aufbereitung verwendet werden. Durch die Bindung und
Quervernetzung zwischen den Proteinen des Praparats und dem Paraffin werden die
Farbungen sowie die Isolation des Gewebes erschwert oder vollstandig verhindert.
Daher muss die Probe vor der immunhistochemischen Farbung zunéchst
entparaffiniert werden. Weiterhin befindet sich der Antikérper, mit welchem die
Farbung vollzogen wird, in einer wassrigen Losung. Zur Sicherstellung eines guten
Bindungsverhéltnisses zwischen Antikorper und Antigen auf der Probe werden die
Schnitte nach der Entparaffinisierung zusatzlich rehydriert.

Der Vorgang wird, wie in Abbildung 7 schematisch dargestellt, durchgefuhrt.

2X
- 2Xx 96% 70% Ethanol 50% Ethanol
>3x Xylol (5m'n)>> 1002’?5}2;*”0' >> Ethanol (3min)>> (3min) >> (3min) >> Acqua dest. >

Abbildung 7: Ablauf: Prozess der Rehydrierung bei einer immunhistochemischen Farbung; Legende (Zeit, die die

Proben in der jeweiligen FlUssigkeit verbleiben)

Dafur werden die Praparate zunachst in drei hintereinander folgende Behalter, mit
Xylol, fur jeweils funf Minuten getaucht. Xylol sorgt fiir eine Auflosung des Paraffins.
Anschlieend werden die Schnitte durch eine absteigende Alkoholreihe rehydriert
(45).

Zum erfolgreichen Abschluss einer Epitop-Demaskierung wird die EnVision FLEX
Target Retrieval Solution in einem handelstblichen Dampfgarer auf 100°C erhitzt und
die Praparate 20min bei einem pH-Wert von 6,1 gekocht. Zuletzt werden die Schnitte
bei Raumtemperatur im EnVision FLEX Wash Buffer (1x) funf Minuten abgekuhlt (46).
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3.2.2 Immunhistochemische Farbung

Das Prinzip einer immunhistochemischen Farbung beruht auf der spezifischen
Antigen-Antikoérper-Bindung. Dadurch kénnen spezielle Strukturen des Praparats
sichtbar gemacht werden. Der Farbevorgang beinhaltet zwei Schritte. Zur Vermeidung
falsch positiver Ergebnisse werden zu Beginn der Farbung die natirlich im Préparat
vorkommenden Peroxidasen mit einer Losung aus wasserstoffperoxidhaltigem
Phosphatpuffer geblockt.

Es folgt die Zugabe des Priméarantikoérper, aus Maus oder Kaninchen. Dieser bindet
das fur ihn spezifische Antigen auf der Probe. Um unspezifische Bindungen zu
vermeiden, werden die Praparate zwischenzeitlich grindlich gespult. Durch die

weitere Zugabe eines Linkers wird eine Signalverstarkung erzeugt.

Im zweiten Schritt wird der Sekundarantikorper aufgetragen. Dieser ist ein
Ziegenantikdrpermolekul, welches gegen Kaninchen und Maus gerichtet ist und
zusatzlich Uber einen Enzym-Biotin-Komplex das Enzym Peroxidase gebunden hat.
Daher kann er zum einen den Primarantikérper binden, zum anderen bewirkt er tber
die Enzymreaktion eine Braunfarbung an der Stelle der Primarantikérperbindung. Bei
Zugabe eines Chromogens wird dieses, durch die katalytische Wirkung der
Peroxidase, zu einem braunlichen Farbstoff umgesetzt (47).

Zur besseren Auswertung wird eine Gegenfarbung mit Hamatotoxylin durchgefihrt,
die zu einer Blaufarbung der Zellkerne flhrt (45).

Die immunhistochemische Farbung wird automatisiert durch das Gerat, wie in
Abbildung 8 gezeigt, durchgefiihrt. Dabei ist besonders darauf zu achten, dass
wahrend des Ablaufs die Praparate nicht austrocknen (48).

Zur Qualitatskontrolle laufen bei jedem Farbevorgang eine Positiv- und eine

Negativkontrolle mit.
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1. Blocken der Probe

Spulen (Waschpuffer) Auftragen 200 pl FLEX Block (5min)

Auftragen 200ul Primarantikorper 20min, CXCR4
(1:100 Verdunnung mit EnVsion Diluent)

Spilen (Waschpuffer)

Spilen (Waschpuffer) Auftragen 200ul FLEX Rabbit Linker 15min

4. Sekundarantikorper

Spilen (Waschpuffer) Auftragen 200 pl Sekundar-antikdrper 20min

Spilen (Waschpuffer) Hamatotoxylin 300pl 3min

Spilen (Waschpuffer) Spilen mit Leitungswasser

Abbildung 8: Flowchart: Einzelne Prozesschritte der immunhistochemischen Farbung von CXCR4 im Dako

Autostainer (48)

Nach Abschluss der Farbung werden die Proben anschlieRend dehydriert. Daftr wird
die Alkoholreihe, die in Abbildung 7 zu sehen ist, in umgekehrter Reihenfolge fir
jeweils funf Minuten erneut durchlaufen.
Im letzten Schritt wird auf die Objekttrager ein Tropfen Entellan gegeben und mit einem
Deckglas bedeckt (48).
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3.2.3 Mikroskopische Auswertung

Nachfolgend wurden die Praparate in Zusammenarbeit mit dem pathologischen Institut
Mainz ausgewertet. Daflr wurden diese zweifach, einmal durch die Doktorandin selbst
und einmal durch einen Pathologen gesichtet. Fur die Auswertung wurde ein
handelsubliches Lichtmikroskop mit der maximalen Vergrof3erung von 200 verwendet.
Vor Beginn der Auswertung wurden die Kriterien der Positivitat einer Probe, aufgefuhrt

in Tabelle 8, festgelegt.

Tabelle 8: Kriterien der mikroskopischen Auswertung zur Kategorisierung der Praparate als CXCR4 positiv

1. Farbung der Zellen des Adenokarzinom des Magens
2. Membranfarbungen

3. Keine Uberfarbung der Zellen

Diese Kriterien sollen daflr Sorge tragen, dass die Rate der falsch positiven
Ergebnisse moglichst geringgehalten wird.

Zunachst ist es essentiell die Tumorzellen von gesundem Gewebe zu differenzieren.
Dafir wurden verschiedene histologische Kriterien angewandt, die typisch fur maligne
Zellreihen sind. Makroskopisch lassen sich auf der Schnittflache haufig regressive
Veranderungen nachweisen. Typischerweise sind  Blutungen, Nekrosen,
Verkalkungen und Narben zu erkennen. Mikroskopisch weisen maligne Tumore im
Gegensatz zu gesunden Zellen Unterschiede in der Differenzierung, Wachstumsform,
Abgrenzbarkeit zum restlichen Gewebe und Kernmorphismen auf. Die Differenzierung
ist schlecht bis nicht vorhanden, meist ist eine atypische Gewebeformation erkennbar.
Das Wachstum ist invasiv und haufig von einer Verdrangung des gesunden Gewebes
begleitet. Die Tumorzellen sind im gesunden Gewebe fixiert und diffus in diesem
verteilt, wodurch die Abgrenzung von der Umgebung erschwert wird. Der Zellkern
maligner Zellen weist meist mehrere Besonderheiten auf: Zum einen liegt ein
Kernpolymorphismus und eine Polyploiditat vor. Das bedeutet, dass die Zellkerne mit
sehr unterschiedlichen Erscheinungsbildern beziglich Form und Grél3e auftreten und
gleichzeitig haufig auch eine Verschmelzung mehrerer Zellkerne nachweisbar ist. Zum
anderen ist die Kern-Plasma-Relation in Richtung des Kerns verschoben. Zuletzt

weisen maligne Zellen viele vergrofRerte Nukleolen auf (8). Aufgrund dieser Kriterien
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sollten die Zellen des Adenokarzinoms innerhalb des Schnittes von den anderen
Zellen differenziert werden.

CXCR4 ist ein Membranrezeptor, der sowohl in Tumorzellen als auch in anderen
Zellreihen des menschlichen Korpers, insbesondere Immunzellen, physiologisch
exprimiert wird. Aufgrund der immunologischen Reaktion des Korpers auf das
Tumorgewebe, sind CXCR4-Farbungen im Stroma des Gewebes zu erwarten. Die
Detektion von Immunzellinfiltraten in der Nahe des Tumors, sowie deren Expression
des Membranrezeptors CXCR4, wird als Nebenkriterium in die Auswertung
aufgenommen. Weiterhin wird als Hauptkriterium die Membranfarbung der Zellen
festgelegt. Dies bedeutet, die Probe wird nur als positiv gewertet, wenn der Rezeptor
tatsachlich in der Membran der Zelle verankert ist. Befindet sich CXCR4 innerhalb der
Zelle und farbt sich somit nur das Zytoplasma oder der Nukleus an, aber nicht die
Membran, wird die Probe nicht als positiv deklariert. Zuletzt soll eine Uberfarbung des
Praparats ausgeschlossen werden. Dazu sollten sich in der Probe neben angefarbten
Zellen auch negative Zellen befinden. Sollten neben den Tumorzellen auch tber 90%
der restlichen Zellen gefarbt sein, wirde dies fiir eine Uberfarbung des Praparats
sprechen. Zum anderen wird eine Klassifikation eingefuhrt, mit der die Starke der
Expression eingeteilt werden kann. Die Klassifikation wird in Tabelle 9 ersichtlich.
Dabei wird nicht die Signalstarke der Farbung, sondern die Prozentzahl der gefarbten
Zellen an der Gesamtzahl der Tumorzellen auf dem Préparat als Grol3e festgelegt.

Tabelle 9: Einteilung der Starke der Expression von CXCR4

Einteilungsgrad der Expressionsstarke n (%)

1 <10
2 10-50
3 >50

Legende: n= prozentualer Anteil der immunhistochemisch gefarbten Tumorzellen an allen malignen Zellen auf dem

Schnittpraparat

3.2.4 Statistische Auswertung und Datenanalyse

Die in der EXPAND-Studie erhobenen Daten des Gesamtkollektivs werden auf das
Subkollektiv, der 459 untersuchten Patienten, begrenzt und mit den Ergebnissen der

mikroskopischen Auswertung in einer Excel-Tabelle zusammengefasst. Anschlie3end
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wird diese Tabelle zur Auswertung in das Statistikprogramm SPSS (SPSS Statistics
Version 23, IBM, Armonk, NY, USA) importiert. Bei der deskriptiven Datenanalyse wird
das Subkollektiv nochmals in beide Behandlungsarme, die Leitlinientherapie mit
Cisplatin und Capecitabin (6) und die experimentelle Therapie mit zusatzlicher Gabe
von Cetuximab (CTX), unterteilt. Alle statistischen Analysen sind rein explorativ und
erfolgen somit ohne multiple Testkorrektur. Es liegt keine Kontrolle der FWER
(familywise error rate) vor. Testergebnisse mit einem p-Wert<0,05 werden daher nur
als statistisch relevant, nicht jedoch als statistisch signifikant bezeichnet.

3.2.4.1 Auswertung Kreuztabellen

Bei der Untersuchung von Zusammenh&ngen zwischen der CXCR4-Expression
(kategorial) und patienten- oder tumorspezifischen Eigenschaften (kategorial) werden
Kreuztabellen verwendet. In diesen kdnnen absolute und relative Haufigkeiten der
Kombinationen zweier Merkmale dargestellt werden. Mithilfe des Chi-Quadrat-Testes
oder dem exakten Test nach Fisher kann zusatzlich auf die Abhangigkeit der beiden
Variablen getestet werden.

Dabei wird die Nullhypothese, dass die beiden Variablen keinen Einfluss aufeinander

zeigen, mit der Formel in Abbildung 9 gepriift.

(beobachtete Haufigkeit — erwartete Haufigkeit)?
(erwartete Haufigkeit)

X2 =
Abbildung 9: Formel zur Berechnung des Chi-Quadrat-Wertes aus einer Kreuztabelle (49)

Anschlie3end wird der Freiheitsgrad der Tabelle nach der Formel in Abbildung 10
ermittelt.
df = (Anzahl der Spalten — 1) = (Anzahl der Zeilen — 1)

Abbildung 10: Formel zur Berechnung des Freiheitsgrades im Chi-Quadrat Test (49)

Abhé&ngig vom Freiheitsgrad werden die kritischen Werte des Chi-Quadrat-Tests bei
einem lokalen Fehlerniveau der 1.Art von 5% in Tabelle 34 im Anhang aufgelistet. Liegt
der errechnete Chi-Quadrat-Wert unterhalb des kritischen Wertes kann die
Nullhypothese der Unabhangigkeit nicht abgelehnt werden. Andernfalls kann eine
Abhéngigkeit der beiden Variablen angenommen werden. Fir eine zusatzliche

Aussage Uber die Effektstarke kann bei Anwendung des Chi-Quadrat-Testes der
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Assoziationskoeffizient Cramers-V (V) ermittelt werden. Dieser beschreibt quantitativ
die Starke des Zusammenhangs der Variablen und kann dabei Werte zwischen 0 und
1 annehmen. Bei einem Wert von 0 kann von einer volligen Unabhangigkeit beider
Variablen ausgegangen werden, ein Wert von 1 hingegen entspricht einer sehr starken
Korrelation. Somit nimmt die Effektstarke der beiden Variablen mit steigenden V-
Werten zu. Da der Cramer-Index nur positive Werte annimmt, lasst er keine
Ruckschlisse auf die Richtung der Korrelation der beiden Variablen zu (50). Bei der
deskriptiven Auswertung von Cramers-V orientieren wir uns an der Bewertung von
Cleff, die in Tabelle 10 dargestellt wird (51).

Tabelle 10: Deskriptive Bewertung des Assoziationskoeffizienten Cramers-V (51)

Cramers-V Bewertung nach Cleff
0-0,1 kein Zusammenhang
0,1-0,3 schwacher Zusammenhang
0,3-0,6 mittlerer Zusammenhang
0,6-1 starker Zusammenhang

Zur Anwendung des Chi-Quadrat-Tests wird eine minimale erwartete Haufigkeit von
funf in allen Zellen vorausgesetzt. Sollte dieser Wert aufgrund von kleinen Fallzahlen
unterschritten werden, ist der exakte Test nach Fisher anzuwenden (49, 52).

Ein exakter Test nach Fisher kann nur fur 2*2 Kreuztabellen, die sogenannten
Vierfeldertafeln, ermittelt werden. Dieser Test berechnet dabei den exakten Wert fur
die Wahrscheinlichkeiten (p-Wert), die beobachteten Resultate tatsachlich zu erhalten
unter der Bedingung, dass die Variablen unabhangig voneinander sind und die
Randverteilung als fest angenommen werden kann. Sollte sich der p-Wert unterhalb
der 0,05 Grenze befinden, liegen statistisch relevante Differenzen zwischen den
beobachteten und den berechneten Wahrscheinlichkeiten vor. Daher wird die Ho-

Hypothese abgelehnt (49).
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3.2.4.2 Auswertung Kaplan Meier-Kurven

Zur Auswertung der Hauptfragestellung, inwiefern die CXCR4-Expression einen
Einfluss auf das Gesamtuberleben bei Behandlung mit oder ohne Cetuximab zeigt,
werden die Kaplan-Meier-Uberlebensfunktionen angewendet. Die EXPAND-Studie
analysierte die Ergebnisse auf der Grundlage des progressionsfreien Uberlebens. In
der Diskussion der Studie wird postuliert, dass sich die Verwendung des
Gesamtuberlebens wahrscheinlich besser eignen wirde (5). Deshalb wird in dieser
Arbeit das Gesamtiberleben der Patienten als Auswertungsgrundlage herangezogen.
Bei der Analyse werden stets zwei Uberlebensfunktionen miteinander verglichen. Fiir
den Signifikanztest wird der Log-Rank-Test verwendet. Dieser testet die Ho-
Hypothese, dass sich die Uberlebenskurven zu keinem Zeitpunkt unterscheiden. Sollte
ein p-Wert unter 0,05 nachweisbar sein, kann die Ho-Hypothese verworfen werden
(52).
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4. Ergebnisse

In Abbildung 11 wird schematisch der Versuchsaufbau dargestellt. Von urspringlich
904 EXPAND-Studienteilnehmern standen von 504 Patienten, histologische Schnitte

der Tumore fur eine immunhistochemische Untersuchung zur Verfigung.

Von 504 gefarbten Praparaten wurden letztendlich 459 Praparate fur die Auswertung

herangezogen. Aufgrund eines fehlenden Nachweis der Tumorzellen auf dem Schnitt

oder einer Uberfarbung des Praparats konnten 45 Proben nicht ausgewertet werden.

Daher beziehen sich alle folgenden Ergebnisse auf die Gesamtzahl von 459 Patienten.

Diese ausgewerteten Praparate unterteilen sich in 159 Grof3praparate, 288 Biopsien

und 12 nicht klassifizierte Schnitte. Dieser Versuchsaufbau ist in Abbildung 11

schematisch dargestellt.

904 EXPAND-
Studienteilnehmer

400 Patienten ausgeschlossen,
aufgrund von fehlendem
FFPE-Probenmaterial

v

v

504 Praparate zur
immunhistochemischen
Farbung und Untersuchung
auf CXCR4 Expression 45 Patienten ausgeschlossen,

aufgrund fehlender

Auswertbarkeit der Schnitte

- 10: Uberfarbungen

- 35: keine Tumorzellen
nachweisbar

v

459 Patienten ausgewertet

- 159 GroRpraparate
- 288 Biopsien
- 12 NA

Abbildung 11: Versuchsaufbau; Legende: CXCR4=CXC-Motiv-Chemokinrezeptor, NA=Nicht klassifiziert
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4.1 Vorstellung Subkollektiv

Die im Folgenden aufgefuhrten Tabelle 11-

Tabelle 13 stellen die in der EXPAND-Studie erhobenen Patientendaten fur das hier
untersuchte Subkollektiv von 459 Patienten dar. Daflr werden die erhobenen
Parameter in der Gesamtzahl und aufgeteilt nach den Behandlungsarmen

dargestellt.

Tabelle 11: Deskriptive Auswertung der Randomisierungsparameter der EXPAND-Studie im Subkollektiv und

aufgeteilt nach Behandlungsarmen

Patienten- Subkollektiv Behandlung CT Behandlung NA
charakteristika n= (%) CTX
n= (%) n= (%) n= (%)
Gesamtanzahl
459 (100,0) 220 (100,0) 234 (100,0) 5 (100,0)
Oesophag- oder Gastrektomie
Nein 345 (75,2) 168 (76,4) 174 (74,4) 3 (60,0)
Ja 114 (24,8) 52 (23,6) 60 (25,6) 2 (40,0)
M-Status
MO 18 (3,9) 6 (2,7) 12 (5,1) 5 (100,0)
M1 440 (95,9) 213 (96,8) 222 (94,9)
NA 1 (0,2) 1 (0,5)

Legende: CT=Leitlinientherapie mit Chemotherapie (Cisplatin+Capecitabin); CTX=experimentelle Therapie
(Kombination aus Cisplatin+Capecitabin und Cetuximab); n=Gesamtanzahl der Patienten (prozentuale Verteilung

der Anzahl gemessen an der Gesamtanzahl der Spalte)

In Tabelle 11 sind die Randomisierungsparameter der EXPAND-Studie in dem
Subkollektiv von 459 Patienten dargestellt. In beiden Behandlungsarmen liegt eine
Gleichverteilung hinsichtlich  der chirurgischen Vorbehandlung mit einer
Oesophagektomie oder Gastrektomie vor. In der Leitliniengruppe wurden 76,4%, in
der Experimentalgruppe 74,4% der Patientin nicht chirurgisch voroperiert, sowie
jeweils 23,6% und 25,6% einer Operation unterzogen. Ahnlich verhélt es sich mit dem
Metastasierungsstatus, denn in der Leitliniengruppe sind 2,7%, in der
Experimentalgruppe 5,1% nicht metastasiert. Wie schon im Gesamtkollektiv zeigt sich
auch hier, dass die meisten Patienten ein fernmetastasiertes Stadium M1 aufweisen,
mit 96,8% in der Vergleichsgruppe sowie 94,9% in der experimentellen

Therapiegruppe. Die Daten der neoadjuvant durchgefuhrten Therapie lagen nicht vor.
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Die verwendeten Randomisierungsparameter sind im untersuchten Subkollektiv
gleichmafiig verteilt. Somit wird deutlich, dass das Subkollektiv ebenfalls einer
Randomisierung unterliegt. Damit kann eine willkirliche Wahl der Patienten
ausgeschlossen werden.

Nachfolgend werden in Tabelle 12 weitere Patientencharakteristika des Subkollektivs
beschrieben.

Tabelle 12: Deskriptive Auswertung der patientenspezifischen Eigenschaften im Subkollektiv und aufgeteilt nach

Behandlungsarmen

Patientencharakteristika Subkollektiv. Behandlung Behandlung NA
CT CTX
n= (%) n= (%) n= (%) n= (%)
Gesamt- 459 (100,0) 220 (100,0) 234 (100,0) 5 (100,0)
anzahl
Alter
Mittelwert 59,0 58,9 59,0 70,0
Median 60 60 60 73
Minimum 18 18 23 58
Maximum 84 80 84 81
Geschlecht
weiblich 122 (26,6) 60 (27,3) 60 (25,6) 2 (40,0)
mannlich 337 (73,4) 160 (72,7) 174 (74,4) 3(60,0)
Herkunft
Asiat 33(7,2) 15 (6,8) 18 (7,7) 0 (0,0)
Black 2(0,4) 2(0,9) 0 (0,0) 0 (0,0)
Kaukasier 359 (78,2) 175 (79,5) 179 (76,5) 5 (100,0)
Hispanic 47 (10,2) 17 (7,7) 30 (12,8) 0 (0,0)
Japanese 17 (3,7) 10 (4,5) 7 (0,03) 0 (0,0)
Other 1(0,2) 1(0,5) 0 (0,0) 0 (0,0)
ECOG Screening
0 242 (52,7) 109 (49,5) 132 (56,4) 1 (20,0)
217 (47,3) 111 (50,5) 102 (43,6) 4 (80,0)

Legende: CT=Leitlinientherapie mit Chemotherapie (Cisplatin+Capecitabin); CTX=experimentelle Therapie
(Kombination aus Cisplatin+Capecitabin und Cetuximab); n=Gesamtanzahl der Patienten (prozentuale Verteilung
der Anzahl gemessen an der Gesamtanzahl der Spalte)
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Das Durchschnittsalter der eingeschlossenen Patienten lag im Median bei 60 Jahren.
Die Altersspanne reicht von 18 bis einschlief3lich 84 Jahren. Dabei sind 26,6% der
Patienten weiblich und 73,4% mannlich. Diese Eigenschaft sowie der Medianwert des
Alters sind in beiden Behandlungsarmen gleichermalRen verteilt. Die
Studienteilnehmer kommen aus 64 verschiedenen Landern, wobei der grof3te Antell
mit 78,2% auf Kaukasier entfallt.

Die untersuchten Patienten wiesen zu Beginn der Therapie in 52,7% einen ECOG-
Status 0 und in 47,3% einen ECOG-Status 1 auf. Diese Gleichverteilung zeigte sich

auch in den beiden Behandlungsarmen.

Aus der

Tabelle 13 sind die Tumoreigenschaften der untersuchten Patienten zu entnehmen.
Die meisten Tumore zeigen hinsichtlich der TNM-Klassifikation ein fortgeschrittenes
Stadium. Wéhrend bei 43 Patienten (9,5%) ein T1-T2b-Stadium des Tumors
nachgewiesen werden konnte, haben 251 Probanden (54,4%) ein fortgeschrittenes
Karzinom mit Stadium T3-T4a.

Dies bestéatigt sich auch im nodalen Verteilungsmuster der Tumore sowie bei dem
Metastasierungsgrad. Nur 59 Patienten (12,9%) des Subkollektives weisen ein NO-
Status auf. Am haufigsten zeigt sich mit 44,7% ein N1-N2 Befall der Lymphknoten. Ein
N3-Status wird bei 14,6% nachgewiesen. Wie schon in der EXPAND Studie
beschrieben, sind die meisten Studienteilnehmer fernmetastasiert. Einen M1-Status
haben 95,9% aller Probanden. In Bezug auf die Behandlungsarme zeigt sich eine
Gleichverteilung der TNM-Kriterien.

Bei der Betrachtung des Gradings, also dem Differenzierungsgrad der Tumore,
entfallen die meisten Proben auf einen G3-Status. Damit zeigen 37,5% ein
entdifferenziertes Wachstum, wobei nur 3,7% der Tumore ein G1-Stadium, und damit
eine gute Differenzierung aufweisen.

Zuletzt wurde der Tumor nach der Laurén-Klassifikation eingeteilt. Dabei konnte am
haufigsten mit 41,8% der intestinale Typ nachgewiesen werden. Daneben wuchsen
15,5% der Tumore diffus und 6,3% der Tumore wiesen ein gemischtes
Wachstumsmuster auf. Diese Verteilung lie3 sich auch bei den 904 Patienten des

Gesamtkollektivs zeigen (5).
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Tabelle 13: Deskriptive Auswertung der tumorspezifischen Eigenschaften im Subkollektiv und aufgeteilt nach
Behandlungsarmen

Patientencharakteristika Subkollektiv Behandlung CT Behandlung NA
n= (%) n= (%) CTX n= (%) n= (%)
Gesamtanzahl 459 (100,0) 220 (100,0) 234 (100,0) 5(100,0)
T-Status
TX 45 (9,8) 20 (9,1) 25 (10,7) 0 (0,0)
T1 3(0,7) 0 (0,0) 3(1,3) 0 (0,0)
T2 37 (8,1) 20 (9,1) 17 (7,3) 0 (0,0)
T2b 3(0,7) 1(0,5) 2 (0,9 0 (0,0)
T3 137 (29,8) 66 (30,0) 68 (29,1) 3 (60,0)
T4 113 (24,6) 58 (26,4) 55 (23,5) 0 (0,0)
T4a 1(0,2) 0 (0,0) 1(0,4) 0 (0,0)
NA 120 (26,1) 55 (25,0) 63 (26,9) 2 (40,0)
N-Status
NO 59 (12,9) 33 (15,0) 26 (11,1) 1 (20,0)
N1 115 (25,1) 54 (24,5) 60 (25,6) 2 (40,0)
N2 90 (19,6) 41 (18,6) 47 (20,1) 0 (0,0)
N3 66 (14,4) 26 (11,8) 40 (17,1) 0 (0,0)
N3a 1(0,2) 1(0,5) 0 (0,0) 0 (0,0)
NA 128 (27,9) 33 (15,0) 61 (26,1) 2 (40,0)
M-Status
MO 18 (3,9) 6 (2,7) 12 (5,1) 5(100,0)
M1 440 (95,9) 213 (96,8) 222 (94,9) 0 (0,0)
NA 1(0,2) 1(0,5) 0 (0,0) 0 (0,0)
Metastasen
Leber: 230 (50,1) 104 (47,3) 124 (53,0) 2 (40,0)
Lunge: 101 (22,0) 49 (22,3) 50 (21,4) 2 (40,0)
Knochen: 25 (5,4) 14 (6,4) 10 (4,3) 1(20,0)
Andere: 327 (71,2) 159 (72,3) 164 (70,1) 4 (80,0)
G-Status
Grade 1 17 (3,7) 8(3,6) 9(3,8) 0 (0,0)
Grade 2 120 (26,1) 51 (23,2) 67 (28,6) 2 (40)
Grade 3 172 (37,5) 93 (42,3) 76 (32,5) 3 (60)
NA 150 (32,7) 68 (30,9) 82 (35,0) 0 (0,0)
Laurén-Klassifikation
Diffuse type 71 (15,5) 38 (17,3) 33 (14,1) 4 (80)
Intestinal type 192 (41,8) 85 (38,6) 103 (44,0) 0 (0,0)
Mixed- 29 (6,3) 14 (6,4) 14 (6,0) 1 (20)
NA 167 (36,4) 83 (37,7) 84 (35,9) 0 (0,0)

Legende: CT=Leitlinientherapie mit Chemotherapie (Cisplatin+Capecitabin); CTX=experimentelle Therapie
(Kombination aus Cisplatin+Capecitabin und Cetuximab); n=Gesamtanzahl der Patienten (prozentuale Verteilung
der Anzahl gemessen an der Gesamtanzahl der Spalte), NA=nicht klassifiziert
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Tabelle 14: Deskriptive Auswertung der anatomischen Lage der Karzinome im Subkollektiv und aufgeteilt nach

Behandlungsarmen

Patientencharakteristika Subkollektiv. Behandlung CT Behandlung NA
n= (%) n= (%) CTXn=(%) n=(%)
Gesamtanzahl 459 (100,0) 220 (100,0) 234 (100,0) 5 (100,0)
Anatomische Lage des Tumors
AEG | 32 (7,0) 13 (5,9) 17 (7,3) 2 (40,0)
AEG I 39 (8,5) 19 (8,6) 20 (8,5) 0 (0,0)
AEG Il 24 (5,2) 12 (5,5) 12 (5,1) 0 (0,0)
Magenkarzinom 353 (76,9) 172 (78,2) 178 (76,1) 3 (60,0)
NA 11 (2,4) 4 (1,8) 7 (3,0) 0 (0,0)

Legende: CT=Leitlinientherapie mit Chemotherapie (Cisplatin+Capecitabin); CTX=experimentelle Therapie
(Kombination aus Cisplatin+Capecitabin und Cetuximab); n=Gesamtanzahl der Patienten (prozentuale Verteilung

der Anzahl gemessen an der Gesamtanzahl der Spalte), NA=nicht klassifiziert.

In Legende: CT=Leitlinientherapie mit Chemotherapie (Cisplatin+Capecitabin);
CTX=experimentelle Therapie (Kombination aus Cisplatin+Capecitabin und
Cetuximab); n=Gesamtanzahl der Patienten (prozentuale Verteilung der Anzahl

gemessen an der Gesamtanzahl der Spalte), NA=nicht klassifiziert

Tabelle 14 wird der Tumor nach seiner anatomischen Lage eingeteilt. Die meisten
Patienten mit 76,9% erkrankten an einem Magenkarzinom. 20,7% der
Studienteilnehmer hingegen weisen ein Karzinom des gastrodsophagealen
Ubergangs auf. Unter den AEG-Tumoren war der Typ Il mit 8,5% der haufigste,
gefolgt vom Typ | mit 7,0% und Typ Il mit 5,2%.

46



4.2 Farbung

Im folgenden Kapitel wird die CXCR4-Farbung und histologische Auswertung der 459
Tumorschnitte auf die Expression von CXCR4 dargestellt.

Bei jedem Durchlauf der immunhistochemischen Féarbung wird jeweils eine
Positivkontrolle aus humaner Leber zur Qualitatsprifung angefertigt. Durch eine
vermehrte Expression von CXCR4 eignen sich Hepatozyten gut als Positivkontrolle
des Farbevorgangs. Zur Veranschaulichung findet sich eine Kontrolle in Abbildung 12.
Hauptséachlich farben sich die Membranen der Hepatozyten, wahrend Zellkerne und
Zytoplasma weitestgehend ungefarbt bleiben. Die in dieser Arbeit gezeigten Beispiele
der Farbepraparate sind mit 100 bis 200-facher Vergro3erung aufgenommen, und

zeigen somit lediglich kleine, exemplarische Ausschnitte der untersuchten Praparate.

Abbildung 12: Positivkontrolle der immunhistochemischen Farbung des CXCR4-Membranrezeptors bei humanen

Hepatozyten (200-fache Vergrol3erung)

Abbildung 13: Negativkontrolle der CXCR4-Farbung eines Tumorschnittes der EXPAND-Studie, Tumorzellen
zeigen typische pleomorphe grofe Nukleoli, keine immunhistochemische braune Anfarbung der Zellmembranen
oder der Zellen zu erkennen, bei den minimalen braunlichen Anfarbungen handelt es sich um Artefakte (100-fache

VergroRerung)
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Abbildung 14: A: Tumor mit negativer Expression des CXCR4-Membranrezeptors, aber Auftreten von
Immunzellinfiltraten in der N&he des Tumors mit Expression des CXCR4-Membranrezeptors auf der Oberflache

der Immunzellen. (100-fache VergroRerung) B: VergréRerter Ausschnitt aus Abbildung A

Zur Demonstration eines negativen Ergebnisses wird Abbildung 13 gezeigt. In dieser
Probe kann keine Expression von CXCR4 nachgewiesen werden. In Abbildung 14 sind
negative Tumorzellen mit einem positiven Struma erkennbar. Dabei handelt es sich
um Immunzellen und auch vereinzelt Stromazellen, wie die Fibroblasten, die den
Rezeptor CXCR4 aufweisen. Viele Immunzellen, die aus den Progenitorzellen der
Hamatopoetischen Stammzellen entstehen, exprimieren CXCR4 auf ihrer Oberflache
und werden somit ebenfalls immunhistochemisch angefarbt. Allerdings kann man sie
aufgrund des kleineren Durchmessers und der vereinzelten Einbettung im Stroma von
den Karzinomzellen unterscheiden. Der Tumor wirkt wie ausgestanzt und hebt sich
ohne jegliche Farbung von der Umgebung ab. Somit weist diese Probe positive
Immunzellinfiltrate in der N&he des Tumors mit einer Expression von CXCR4 auf, bei
fehlendem CXCR4 im Tumor.

In Abbildung 15 (A-D) werden Beispiele fur die positiv bewerteten Proben, nach
Expressionsstarke aufgeteilt, dargestellt. Abbildung A und B weisen eine
Expressionsstarke 1 auf, damit exprimieren weniger als 10% aller Tumorzellen auf
dem Schnitt den Membranrezeptor CXCR4. In B werden die positiven Tumorzellen
nochmals vergro3ert dargestellt. Dadurch lasst sich die Membranfarbung besser
beurteilen. Es ist erkennbar, dass sich neben der starkeren braunlichen Farbung auf
der Zelloberflache auch das Zytoplasma der Zellen angeféarbt hat. Der blaue Zellkern

l&sst sich gut davon abgrenzen.
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Abbildung 15: Tumorschnitte mit positiv exprimierenden Tumoren der Starke 1-3; A: Tumor CXCR4 positiv
Expressionsstarke 1 (unter 10% aller Tumorzellen des Préparates weisen eine Membranfarbung auf) (100-fache
VergrofRerung); B: VergroRerter Ausschnitt aus Abbildung A; Membranfarbung der CXCR4 exprimierenden
Tumorzellen C: Tumor CXCR4 positiv Expressionsstéarke 2 (10-50% aller Tumorzellen des Préparates weisen eine
Membranfarbung auf) (100-fache Vergréerung); D: Tumor CXCR4 positiv Expressionsstarke 3 (mehr als 50%
aller Tumorzellen des Praparates weisen eine Membranfarbung auf) (200-fache VergrofRerung)

In Abbildung C wird exemplarisch ein Praparat mit der Expressionsstarke 2 abgebildet.
Zwischen 10-50% der Tumorzellen exprimieren hier den Membranrezeptor CXCR4 auf
ihrer Oberflache. Es kdnnen mehrere Tumornester mit einer unterschiedlich starken
Anfarbung gesehen werden. Daneben sind ebenfalls wieder kleinere Immunzellen im
Stroma zu finden, die ebenfalls das CXCR4 exprimieren. Zuletzt wird in D ein Préaparat
mit Expressionsstarke 3 gezeigt, hier exprimieren mehr als 50% der Tumorzellen den

Rezeptor.
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Nachfolgend werden in Tabelle 15 die Ergebnisse der mikroskopischen Auswertung

veranschaulicht.

Tabelle 15: Deskriptive Auswertung des Starkegrades der Expression von CXCR4 im Tumor, dargestellt im

Subkollektiv und aufgeteilt nach Behandlungsarmen

Subkollektiv.  Behandlung CT Behandlung CTX NA

n= (%) n= (%) n= (%) n= (%)
Gesamtanzahl

459 (100,0) 220 (100,0) 234 (100,0) 5 (100,0)
CXCR4 Expression
im Tumor
negativ 421 (91,7) 204 (92,7) 213 (91,0) 4 (80,0)
schwach (<10%) 26 (5,7) 12 (5,5) 13 (5,6) 1 (20,0)
moderat (10-50%) 9 (0,02) 3(1,4) 6 (2,6) 0 (0,0)
Stark (>50%) 3(0,7) 1(0,5) 2(0,9) 0 (0,0)

Legende: CT=Leitlinientherapie mit Chemotherapie (Cisplatin+Capecitabin); CTX=experimentelle Therapie
(Kombination aus Cisplatin+Capecitabin und Cetuximab); NA= Nicht kategorisiert; n=Anzahl der Patienten

(prozentuale Verteilung der Anzahl gemessen an der Gesamtanzahl der Spalte)

In 421 Proben des Adenokarzinoms des Magens oder des gastrodsophagealen
Ubergangs konnte kein Nachweis einer CXCR4-Expression gefiihrt werden. Ein
positives Ergebnis wird bei 38 Praparaten nachgewiesen. Dies entspricht 8,4 % des
Subkollektivs. Die meisten positiven Proben werden der Expressionsstarke 1 zugeteilt,
dabei entfallen 5,7% auf diese Gruppe. Weiterhin zeigen 2% der Praparate eine
Expressionsstarke des Grades 2. Eine hohe Expressionsrate von uber 50% haben
lediglich 3 der 459 untersuchten Préaparate, dies entspricht 0,7%.

Aufgrund des geringen Anteils der CXCR4-Expression im gesamten Subkollektiv
werden in den statistischen  Untersuchungen alle Expressionsstarken
zusammengenommen und vereinfacht nur in Expression und Nicht-Expression

unterteilt.

Insgesamt wurden 459 Praparate untersucht, davon waren wie in Abbildung 11
beschrieben 158 Grol3praparate und 288 Biopsien. 12 Schnitte sind dabei nicht
kategorisiert. Fur die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen dem Nachweis
einer CXCR4-Expression und der Art des pathologischen Praparates wurden die

beiden Variablen in
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Tabelle 16 als Kreuztabelle dargestellt.

Tabelle 16: Kreuztabelle: Art des pathologischen Praparates und CXCR4 Expression des Tumors

CXCR4 Expression des Tumors

n= (%)
‘ negativ positiv
Praparate \ B 278 (96,5) 10 (3,5) 288 (100,0)
n= (%) GP 131 (82,4) 28 (17,6) 159 (100,0)
| 409 (91,5) 38 (8,5) 447 (100,0)

Legende: n= Anzahl der Patienten (prozentuale Verteilung auf die Gesamtzahl der Zeilen); B: Praparat als Biopsie;

GP: Praparat als Gro3préaparat

Es zeigt sich, dass auf 17,6% der GroRpréaparate eine Expression des CXCR4
nachgewiesen werden konnte, allerdings nur bei 3,5% der Biopsien.

Diese Abhangigkeit der beiden Variablen wurde mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests
Uberprift. Bei einem Wert von x?=26,324 und einem Freiheitsgrad von 1 wird der
kritische Wert des Chi-Quadrat-Tests bei einem p-Wert von 0,00 Uberschritten. Die
Berechnung des Assoziationskoeffizienten Cramers-V ergibt 0,243. Damit kann eine
Abhéangigkeit mit schwacher Effektstarker nachgewiesen werden.

Neben dem Tumor selbst wird das Auftreten von Immunzellinfiltraten in der Nahe des
Tumors untersucht. In Tabelle 17 wird die Expression des CXCR4 auf diesen

dargestellt.

Tabelle 17: Deskriptive Auswertung des Auftretens von Immunzellinfiltraten in der Nahe des Tumors: im

Subkollektiv und aufgeteilt nach Behandlungsarmen

Subkollektiv Behandlung CT Behandlung CTX NA

n= (%) n= (%) n= (%) n= (%)
Gesamtanzahl

459 (100,0) 220 (100,0) 234 (100,0) 5 (100,0)
Immunzellinfiltraten in der Néhe des Tumors
ja 126 (27,5) 61 (27,7) 64 (27,4) 1 (20,0)
nein 333 (72,5) 159 (72,3) 170 (72,6) 4 (80,0)
Immunzellinfiltrate exprimieren CXCR4
Ja 66 (14,4) 33 (15,0) 33 (14,1) 0 (0,0)
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Nein 393 (85,6) 187 (85,0) 201 (85,9) 0 (0,0)
Legende: CT=Leitlinientherapie mit Chemotherapie (Cisplatin+Capecitabin); CTX=experimentelle Therapie
(Kombination aus Cisplatin+Capecitabin und Cetuximab); NA=nicht kategorisiert; n=Anzahl der Patienten

(prozentuale Verteilung der Anzahl gemessen an der Gesamtanzahl der Spalte)

Bei 126 Patienten lassen sich in der naheren Umgebung des Tumors
Immunzellinfiltrate nachweisen. Dabei exprimierte etwa die Halfte (52,4%), also 66
Patienten, den Membranrezeptor CXCR4 auf ihrer Oberflache. Eine Gleichverteilung
in beiden Behandlungsarmen liegt vor.

In den Kreuz

Tabelle 18 und

Tabelle 19 wird der Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Immunzellinfiltrate
und deren Expression von CXCR4 und die Expression von CXCR4 im Tumor

dargestellt.

Tabelle 18: Kreuztabelle: Auftreten von Immunzellinfiltraten mit CXCR4-Expression in der Nahe des Tumors und

CXCR4-Expression des Tumors

CXCR4-Expression im Tumor

n= (%)

negativ positiv
Auftreten von nein 309 (92,8) 24 (7,2) 333 (100,0)
Immunzellinfiltraten | & 112 (88,9) TA(TLIT) 126 (100,0)
n= (%) 421 (91,7) 38 (8,3) 459 (100,0)

Legende: n=Anzahl der Patienten (prozentuale Verteilung auf die Gesamtzahl der Zeilen)

Es zeigt sich, dass das alleinige Auftreten von Immunzellinfiltraten ohne eine
immunhistochemische Anfarbung bei positiv exprimierenden Tumoren mit 7,2%, bei
negativen mit 11,1%, annéhernd gleich haufig verteilt ist. Diese Beobachtung wird im
Chi-Quadrat-Test verifiziert. Der p-Wert belauft sich auf 0,176 bei einem V-Wert von
0,063. Damit kann keine Abhangigkeit zwischen dem Auftreten von

Immunzellinfiltraten und der Expression von CXCR4 im Tumor gezeigt werden.

Tabelle 19: Kreuztabelle: Untersuchung im Subkollektiv (Auftreten von Immunzellinfiltraten Anzahl=126)

Expression von CXCR4 in den Immunzellen und der Expression von CXCR4 im Tumor
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CXCR4-Expression im Tumor

n= (%)
Auftreten von negativ positiv
Immunzellinfiltraten | nein 58 (96,7) 2(3,3) 60 (100,0)
mit Expression von ja 54 (81,8) 12 (18,2) 66 (100,0)
CXCR4 n= (%) 112 (88,9) 14 (11,1) 126 (100,0)

Legende: n=Anzahl der Patienten (prozentuale Verteilung auf die Gesamtzahl der Zeilen)

Anders stellt es sich in

Tabelle 19 dar. Kann der Rezeptor CXCR4 auf der Oberflache der Immunzellen
nachgewiesen werden, dann liegt in 18,2% der Falle auch eine Expression von
CXCR4 des Tumors vor. Weisen die Immunzellen dahingegen keine Farbung auf,
exprimiert der Tumor nur in 3,3% der Falle CXCR4. Andersherum betrachtet
exprimiert das Immunsystem der Patienten in 85,7% der Félle den Rezeptor, wenn
der Tumor diesen ebenfalls exprimiert. Die Durchfihrung des Chi-Quadrat-Tests
ergibt einen Wert von x?=7,016. Der p-Wert liegt hier bei 0,008 bei einem Cramers-V
von 0,236. Ein zusatzlich durchgefihrter exakter Test nach Fisher ergibt einen p-Wert
von 0,01. Somit kann in beiden Unabhangigkeitstests eine Assoziation der beiden
Variablen mit einem schwachen Effekt bestétigt werden. Zusammenfassend zeigt
sich somit ein gehéauftes Auftreten von CXCR4-exprimierenden Immunzellen in der

N&he eines CXCR4 positiven Magenkarzinoms.

4.3 Abhangigkeit der CXCR4 Expression von Eigenschaften des Patienten
und des Tumors

Dieses Kapitel untersucht den Zusammenhang zwischen der Expression des CXCR4
Membranrezeptors und dem Auftreten anderer spezifischer Eigenschaften des
Tumors und der Patienten.

Dabei werden die Patienteneigenschaften hinsichtlich des Geschlechts, des Alters und
der Herkunft analysiert. Bei den tumorspezifischen Eigenschaften wurden die TNM-
Kriterien, das Grading, das histologische Wachstumsmuster nach Laurén sowie die
lokale Einteilung in Magen- und AEG-Tumore untersucht. Dabei konnten die folgenden

Ergebnisse ermittelt werden.
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4.3.1 Patientenspezifische Eigenschaften

Fur die Erstellung der Kreuztabellen werden die Personen hinsichtlich ihres Alters und
ihrer Herkunft gruppiert.

Tabelle 20: Kreuztabelle CXCR4-Expression des Tumors in Abhéngigkeit zum Geschlecht

CXCR4-Expression des Tumors

n=%
NEGATIV POSITIV
Geschlecht | \eiblich 115 (94,3) 7(5,7) 122 (100,0)
n="% méannlich 306 (90,8) 31(9,1) 337 (100,0)
421 (91,7) 38 (8,3) 459 (100,0)

Legende: n=Anzahl der Patienten (prozentuale Verteilung auf die Gesamtzahl der Zeilen)

Tabelle 21: Kreuztabelle CXCR4-Expression in Abhangigkeit zum Alter (gruppiert in Patienten unter 65 Jahren und

Patienten Uber 65 Jahren)

CXCR4-Expression des Tumors

n=%
NEGATIV POSITIV
Alter <65 Jahre 276 (91,7) 25 (8,3) 301 (100,0)
n=% ‘ >65 Jahre 145 (91,8) 13 (8,2) 158 (100,0)
‘ 421 (91,7) 38(8,3) 459 (100,0)

Legende: n=Anzahl der Patienten (prozentuale Verteilung auf die Gesamtzahl der Zeile)

Tabelle 22: Kreuztabelle CXCR4-Expression des Tumors und Herkunft der Patienten

CXCR4-Expression des Tumors
n="%

NEGATIV POSITIV
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Herkunft ‘ Andere 376 (91,9) 33 (8,1) 409 (100,0)
n=% ‘ Asiaten 45 (90) 5(10,0) 50 (100,0)
‘ 421 (91,7) 38 (8,3) 459 (100,0)
Legende: Andere=gruppiert aus Kaukasiern, Hispaniens, Black und Anderen; Asiat=Asiaten und Japaner;

n=Anzahl der Patienten (prozentuale Verteilung der Zeilen)

Aus den KreuzTabelle 20Tabelle 22 ist ersichtlich, dass es sowohl beim Geschlecht,
als auch beim Alter und der Herkunft eine annéhernd gleiche prozentuale Verteilung
auf die einzelnen Gruppen gibt. Manner exprimieren in 9,1% der Falle den Rezeptor,
Frauen in 5,7%. Das Alter zeigt eine Expression bei 8,3% der Patienten, die junger als
65 Jahre sind und bei 8,2%, die alter als 65 Jahre sind. Ahnlich verhalt es sich bei der
Herkunft, die Patienten mit asiatischer Herkunft zeigen in 10,0% eine positive
Expression, Patienten mit einer anderen Herkunft in 8,1% der Falle. Zur Uberpriifung
der Abhéangigkeit wird der Chi-Quadrat-Test und der exakte Test nach Fisher

angewendet, deren Ergebnisse in Tabelle 23 aufgelistet sind.

Tabelle 23: Auswertung Chi-Quadrat-Test mit zugehérigen p-Wert und dem Assoziationskoeffizienten Cramers-V
sowie die p-Werte des exakten Tests nach Fisher bei den Patientenspezifischen Eigenschaften Geschlecht, Alter
und Herkunft

Ve p-Wert des Cramers-V p-Wert nach Fisher
Chi-Quadrat-Tests
Geschlecht 1,413 0,235 0,055 0,337
Alter 0,001 0,977 0,001 1
Herkunft 0,590

Keine der Variablen tberschreitet den kritischen Wert von 3,84 oder weist einen p-
Wert unterhalb von 0,05 auf. Somit l&sst sich flr keine der Variablen ein

Zusammenhang mit der Expression von CXCR4 zeigen.

4.3.2 Tumorspezifische Eigenschaften
Bei der Analyse der T-Klassifikation, in
Tabelle 24, werden die einzelnen T-Stadien in kleine (T1-T2) und gré3ere Tumore (T3-

T4a) aufgeteilt. Die nicht klassifizierten Proben werden zur besseren Ubersichtlichkeit

in den Tabellen nicht aufgefuhrt.
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Tabelle 24: Kreuztabelle T-Klassifikation mit CXCR4-Expression des Tumors

CXCR4-Expression des Tumors

n=%
negativ positiv
T-Klassifikation T0-T2 75(85,2) 13 (14,8) 88 (100,0)
n =% T3-T4A 237 (94,4) 14 (5,6) 251 (100,0)
312 (92,0) 27 (8,0) 339 (100,0)

Legende: TO-T2B=Zusammenfassung der T-Stadien TO, T1la,T1lb und T2; T3-T4b=Zusammenfassung der T-

Stadien T3,T4a und T4b; n=Anzahl der Patienten (prozentuale Verteilung auf die Gesamtzahl der Zeilen)

Die Berechnung des Chi-Quadrats ergibt x?=7,515, bei einem p-Wert von 0,006 und
einem Cramers-V von 0,149. Eine Abh&ngigkeit zwischen der Primartumorausbreitung
und der Expression des CXCR4 ist damit bei einer niedrigen Effektstarke bewiesen.

Werden dabei die Werte aus der Kreuz

Tabelle 24 verglichen, zeigt sich, dass kleinere Tumore, im Stadium TO-T2b mit 14,6%
eine vermehrte CXCR4-Expression aufweisen. Grol3ere Tumore hingegen zeigen nur

zu 5,6% eine Expression.

Tabelle 25: Kreuztabelle N-Klassifikation des Tumors und CXCR4-Expression des Tumors

CXCR4-Expression des Tumors

n =%
negativ positiv
N-Klassifikation NO 49 (83,1) 10 (16,9) 59 (100,0)
n=9% N1 111 (96,5) 4 (3,5) 115 (100,0)
N2 80 (88,9) 10 (11,1) 90 (100,0)
N3 59 (88,1) 8 (11,9) 67 (100,0)
299 (90,3) 32(9,7) 331 (100,0)

; Legende: NO, N1, N2, N3=jeweiliges N-Stadium des Tumors; n=Anzahl der Patienten (prozentuale Verteilung auf
die Gesamtzahl der Zeilen)

Die Berechnung des Chi-Quadrat-Testes aus

Tabelle 25 ergibt einen Wert von x?=9,24 bei einem p-Wert von 0,026 und einem V-
Wert von 0,167. Somit kann auf einem lokalen Fehlerniveau 1.Art von 5% die Ha
Hypothese angenommen werden. Es lasst sich eine Abhangigkeit zwischen dem
nodalen Befall und der CXCR4 Expression mit einer niedrigen Effektstéarke zeigen. Bei

der Auswertung der relativen Haufigkeiten zeigt sich eine hohere Wahrscheinlichkeit
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der Expression von CXCR4, sowohl bei NO mit 16,9%, als auch bei N2, N3 mit jeweils

etwa 11%. Im Gegensatz dazu liegt die Expressionsrate von N1 bei 3,5%.

Tabelle 26: Kreuztabelle M-Klassifikation des Tumors und CXCR4-Expression des Tumors

CXCR4-Expression des Tumors

n=>%
‘ negativ positiv
M-Klassifikation ‘ MO 17 (91,6) 1(5,6) 18
n=9% ‘ M1 403 (91,6) 37 (8,4) 440

‘ 420 38 458

Legende: n=Anzahl der Patienten (prozentuale Verteilung der Zeilen)

Aus Tabelle 26 lasst sich lesen, dass MO klassifizierte Tumore in 5,6%, M1 Karzinome
in 8,4% der Félle eine Expression des Tumors von CXCR4 aufweisen. Der p-Wert des
exakten Tests nach Fisher liegt hier bei 1,0 und entspricht damit nicht dem lokalen

Fehlerniveau 1.Art. Eine Abhangigkeit kann nicht belegt werden.

Tabelle 27: Kreuztabelle: Grading des Tumors und CXCR4-Expression des Tumors

CXCR4-Expression des Tumors

n=%
‘ negativ positiv
Grading ‘ G1-G2 123 (89,9) 14 (10,2) 137
n="% ‘ G3 157 (91,3) 15 (8,7) 172
280 29 309

Legende: G1-G2=Zusammenfassung der Gradingstadien G1 und G2; n=Anzahl der Patienten (prozentuale

Verteilung der Zeilen)

Ahnliche Ergebnisse zeigen sich beim Grading des Tumors in Tabelle 27. Gering bis
manig differenzierte Tumore exprimieren in 10,2% der Félle den Membranrezeptor und
entdifferenzierte mit G3-Status in 8,7% der Falle. Bei einem errechneten Chi-Quadrat
von X?=0,201, und einem p-Wert von 0,654 kann keine Abhangigkeit gezeigt werden.
Die Berechnung des Cramers-V bestatigt bei einem Wert von 0,026, dass kein

Zusammenhang der beiden Variablen vorliegt.

Tabelle 28: Kreuztabelle: Laurén-Klassifikation des Tumors und CXCR4-Expression des Tumors
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CXCR4-Expression des Tumors

n=>%

negativ positiv
Laurén diffus 65 (91,5) 6 (8,5) 71 (100,0)
Klassifikation intestinal 174 (90,6) 18 (9,4) 192 (100,0)
n =% gemischt 26 (89,7) 3(10,3) 29 (100,0)

265 (90,8) 27 (9,2) 292 (100,0)

Legende: n=Anzahl der Patienten (prozentuale Verteilung der Zeilen)

Die verschiedenen Wachstumsmuster nach Laurén, gezeigt in Tabelle 28, weisen alle
eine annahrend gleich haufige Expression des CXCR4 auf. Intestinale Tumore
exprimieren in 9,4%, diffuse in 8,5% und der gemischte Wachstumstyp in 10,3% der
Falle. Zur statistischen Auswertung wird, trotz der zu geringen erwarteten
Haufigkeiten, der Chi-Quadrat-Test verwendet. Die ermittelten prozentualen
H&aufigkeiten weisen in Zusammenschau mit den statistisch ermittelten Werten auf eine
Unabhé&ngigkeit der beiden Variablen bei einem p-Wert von 0,952 und einem

Cramers-V von 0,018 hin.

Tabelle 29: Kreuztabelle anatomische Lage des Karzinoms und CXCR4-Expression des Tumors

CXCR4-Expression des Tumors

n=%
negativ positiv
Karzinomtyp AEG I-llI 83 (87,4) 12 (12,6) 95 (100,0)
nach Lage Adenokarzinom 327 (92,6) 26 (7,4) 353 (100,0)
n="% Magen
410 (91,5) 38 (8,5) 448 (100,0)
Legende: AEG I-lll=Karzinom des gastrodsophagealen Ubergangs gruppiert AEG |, AEG Il und AEG llI;

n=Anzahl der Patienten (prozentuale Verteilung der Zeilen)

Der Zusammenhang zwischen der anatomischen Lage des Tumors und der
Expression des CXCR4 wird in Tabelle 29 dargestellt. Dafir werden die Karzinome
des gastroosophagealen Ubergangs zusammengenommen und dem Magenkarzinom
gegenubergestellt. Dabei zeigt sich, dass 12,6% der AEG-Tumore und 7,4% der
Magentumore eine Expression des CXCR4 haben. Bei einem x?=2,674, mit einem p-
Wert von 0,102, liegt keine Abhéngigkeit der beiden Variablen vor. Die Effektstarke
betragt 0,077.
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Dieser Zusammenhang wird in Abbildung 16 nochmal in einem Balkendiagramm

verdeutlicht.

Anatomische
100,0%) Lage des
Tumaors

AEGI
AEG I
AEG I

80 ,0%— KMagenkarzinom

60,0%

Prozent

40,0%—

20,0%4

0%~ T
negativ Exprimiert CXCR4

Expression CXCR4

Abbildung 16: CXCR4-Expression des Tumors aufgeteilt nach der anatomischen Lage des Tumors; Legende: blau:

AEG | Tumor; griin: AEG Il Tumor; beige: AEG IIl Tumor, violett: Magenkarzinom

Deskriptiv kann gesehen werden, dass AEG | Tumore mit 18,8% am haufigsten eine
Expression von CXCR4 zeigen. Tendenziell nimmt mit der Kaudalitat des Tumors die
Rate an CXCR4 positiven Tumoren ab. So tragen Magenkarzinome nur noch in 7,4%
der Falle den Rezeptor auf ihnrer Membranoberflache. Aufgrund der in Legende:
CT=Leitlinientherapie mit Chemotherapie (Cisplatin+Capecitabin);
CTX=experimentelle Therapie (Kombination aus Cisplatin+Capecitabin und
Cetuximab); n=Gesamtanzahl der Patienten (prozentuale Verteilung der Anzahl
gemessen an der Gesamtanzahl der Spalte), NA=nicht klassifiziert

Tabelle 14 aufgefuhrten geringen Anzahl der jeweiligen AEG-Typen, kann dieser

Zusammenhang nur deskriptiv vermutet werden.

4.4 Gesamtuberleben Subkollektiv und CXCR4
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Auf die Auswertung der Kreuztabellen folgt die Analyse der Uberlebenskurven. Dabei
wird zuné&chst untersucht, wie sich das Gesamtiiberleben von Patienten mit und ohne
Expression des Membranrezeptors CXCR4 verhalt.

Dafir ist in Abbildung 17 das Gesamtiiberleben des ganzen Subkollektivs, abhangig

von der CXCR4 Expression, dargestellt.

Uberlebensfunktionen
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Abbildung 17: Kaplan-Meier-Kurve, Gesamtiberleben des Subkollektivs abhangig von der CXCR4-Expression des
Tumors (Insgesamt 459 Patienten eingeschlossen) Legende: grin: CXCR4 positiver Tumor (Anzahl der

Patienten=37); blau: CXCR4 negativer Tumor (Anzahl der Patienten=420)

Man erkennt einen annéhernd gleichen Verlauf beider Kurven. Daher ist davon
auszugehen, dass es keinen Unterschied im Uberleben in den beiden Gruppen gibt.
Bei Betrachtung der Medianwerte tberleben CXCR4 positive Tumore 345 Tage und
negative 298 Tage. Der p-Wert des Log-Rank-Tests betragt 0,542 somit kann kein

statistisch relevantes Ergebnis gefunden werden.
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Nachfolgend wird dieselbe Hypothese auch in den beiden Behandlungsarme getestet,

dies wird in Abbildung 18 dargestellt.
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Abbildung 18: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven abhéngig von der Expression von CXCR4; A: Bei Leitlinientherapie
(Insgesamt 220 Patienten eingeschlossen: CXCR4 positiv=16 ;CXCR4 negativ=204); B: Bei Experimentaltherapie
mit Cetuximab (Insgesamt 234 Patienten eingeschlossen: CXCR4 positiv=21; CXCR4 negativ=21); Legende: griin:
CXCR4 positiver Tumor; blau: CXCR4 negativer Tumor; Legende: CT=Leitlinientherapie mit Chemotherapie

(Cisplatin+Capecitabin); CTX=experimentelle Therapie (Kombination aus Cisplatin+Capecitabin und Cetuximab)

Der Vergleich der Medianwerte der Uberlebenszeit zeigt, dass Patienten mit CXCR4
positiven Tumoren bei CT-Therapie 345 Tage und bei zusatzlicher Gabe von
Cetuximab 358 Tage uberleben. Bei CXCR4 negativen Tumoren liegt die mediane
Uberlebenszeit bei Leitlinientherapie bei 300 Tagen und bei der experimentellen
Therapie bei 307 Tagen. Die p-Werte der Log-Rank-Tests ergeben bei der
Leitlinientherapie 0,565 und bei der experimentellen Therapie 0,747.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die alleinige Expression von CXCR4 im
Tumor keinen statistisch relevanten Einfluss auf das Uberleben dieses
Patientenkollektives zeigt. Dies lasst sich sowohl fir das gesamte Subkollektiv als

auch in den beiden verschiedenen Behandlungsarmen beobachten.
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Aufgrund dessen soll untersucht werden, ob die Kombination der Expression des
Tumors mit dem Auftreten von Immunzellinfiltraten einen Einfluss auf die

Gesamtuberlebenszeit der Patienten nimmt. Dies wird in Abbildung 19 dargestellt.

Uberlebensfunktionen
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Abbildung 19: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve in Abhangigkeit des Auftretens von Immunzellinfiltraten in der Nahe
der Tumorzellen; Legende: grin: Immunzellinfiltrate vorhanden (Anzahl der Patienten=126); blau: keine

Immunzellinfiltrate nachweisbar (Anzahl der Patienten=333)

Beim Vergleich der beiden Kurven zeigt sich, dass beim Auftreten von
Immunzellinfiltraten das Uberleben tendenziell hoher liegt als ohne Reaktion des
Immunsystems. Die mediane Uberlebenszeit liegt bei Auftreten der Immunzellinfiltrate
bei 334 Tagen, ansonsten bei 295 Tagen. Exprimieren die Immunzellen zusatzlich den
Membranrezeptor CXCR4 auf ihrer Oberflache, zeigt sich die in Abbildung 20 folgende

Uberlebenskurve.
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 20: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve in Abhangigkeit des Auftretens von Immunzellinfiltraten in der Nahe
der Tumorzellen mit zusatzlicher Expression von CXCR4 auf der Oberflache der Immunzellen; Legende: grin:
Immunzellinfiltrate exprimieren CXCR4 (Anzahl der Patienten=391); blau: keine Expression der Immunzellen

vorhanden (Anzahl der Patienten=66)

Uber den Zeitraum der Analyse liegt die Kurve der Probanden, die ein
Immunzellinfiltrat mit CXCR4 Expression in der Nahe des Tumors aufweisen, oberhalb
derer ohne Expression der Immunzellinfiltrate. Im Vergleich zeigen die Medianwerte
bei positiver Expression ein Uberleben von 360 Tagen und bei ausbleibender
Expression 296 Tage. Die Auswertung des Log-Rank-Testes, der mit einem x?=5,471
(Freiheitsgrad 1) mit einer Signifikanz von 0,019 errechnet wird, belegt ebenfalls ein

statistisch relevant besseres Uberleben fiir diese Gruppe.
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Abbildung 21: Kaplan-Meier Kurve in Abhangigkeit des Auftretens von Immunzellen mit gleichzeitiger Expression
von CXCR4; A: Bei CXCR4 negativem Tumor (Insgesamt=420; Immunzellinfiltrate CXCR4 positiv=54;
Immunzellinfiltrate CXCR4 negativ=366); B: Bei CXCR4 positivem Tumor (Insgesamt=37; Immunzellinfiltrate
CXCR4 positiv=12; Immunzellinfiltrate CXCR4 negativ=25); Legende: grin: Immunzellinfiltrate mit CXCR4

Expression vorhanden, blau: keine Immunzellinfiltrate mit CXCR4 Expression nachweisbar

Zum Schluss wird untersucht, wie sich die Uberlebenszeit der Patienten verhalt, wenn
der Tumor und die Immunzellen gleichzeitig den Membranrezeptor CXCR4
exprimieren, wie es in Abbildung 21 dargestellt ist. Wie bereits gezeigt, liegt bei beiden
Abbildungen die griine oberhalb der blauen Kurve. In Abbildung 21 B fallt zusatzlich
auf, dass sich der Abstand der beiden Kurven vergro3ert, wenn beide Zellreihen den
Membranrezeptor exprimieren. Die medianen Uberlebenszeiten, der Patienten, die
eine gleichzeitige Expression von CXCR4 im Tumor und in den Immunzellen
aufweisen liegt bei 487 Tagen. Patienten ohne Expression in den Immunzellen aber
vorhandenem Nachweis von CXCR4 auf der Membranoberfliche des Tumors
Uberleben median 266 Tage. Der log-Rank-Test zeigt bei einem p-Wert von 0,088
allerdings keine statistische Relevanz. Liegt lediglich eine Expression von CXCR4 in
den Immunzellen vor, Uberleben die Patienten median 336 Tage. Bei dem
vollstandigen Fehlen eines Nachweises von CXCR4 liegt das mediane Uberleben bei
296 Tagen. Der in diesem Fall ermittelte Log-Rank-Test weist einen p-Wert von 0,9
auf. Zusammenfassend lasst sich deskriptiv ein tendenziell besseres medianes
Uberleben fur Patienten mit einer gleichzeitig auftretenden Expression von CXCR4 im

Tumor und in den Immunzellinfiltraten sehen.
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5. Diskussion

5.1. Vergleich des Subkollektivs mit dem Gesamtkollektiv der EXPAND Studie

Das Auswabhlkriterium des Subkollektivs war das Vorhandensein eines histologischen
Schnittpraparats zur Durchfuhrung der immunhistochemischen Farbung von CXCRA4.
Fur den Nachweis der Einhaltung der Randomisierung wie in der EXPAND Studie
werden die Parameter und deren Aufteilung hinsichtlich der Behandlungsarme in
Kapitel 4.1 dargestellt. In der Auswertung zeigt sich, dass alle
Randomisierungsparameter gleichmafig auf die Behandlungsarme verteilt sind. Eine
gezielte Auswahl der Proben kann damit ausgeschlossen werden.

5.2 Mikroskopische Auswertung der immunhistochemischen Schnitte

Im Folgenden werden die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung und deren
mikroskopischer Auswertung betrachtet. Die Rate an positiv exprimierenden
Tumorpréparaten betragt, wie in Kapitel 4.2 aufgelistet, 8,3% des Subkollektivs. Im
Gegensatz dazu konnte Iwasa et al. bei 58,9% der Magenkarzinomen eine Expression
des CXCR4 nachweisen. Aufgeteilt nach der Expressionsstarke waren 26,6% der
Schnitte schwach, 15,3% moderat und 12,1% stark angefarbt (35). Beide Arbeiten
untersuchen das Adenokarzinom des Magen und verwenden dabei die gleiche
Einteilung hinsichtlich der Expressionsstarke. Daher ist ein direkter Vergleich der
relativen Wahrscheinlichkeiten mdglich. Es zeigen sich signifikante Unterschiede in
der Anzahl der positiv exprimierenden Tumore in den untersuchten Kollektiven. Die
Verteilung innerhalb der einzelnen Expressionsstéarken nahert sich tendenziell an. Am
haufigsten kann die Expressionsstarke 1 nachgewiesen werden. Am seltensten zeigt
sich dahingegen die Expressionsstéarke 3, in der 50% aller Tumorzellen den Rezeptor
exprimieren.

Zur Erklarung der voneinander abweichenden Anzahlen kommen verschiedene
Modelle, die im Folgenden erlautert werden, in Frage. Dazu geho6rt zum einen die
Auswahl des pathologischen Schnittbildes, zum anderen die unterschiedliche

verwendete Methodik bei der mikroskopischen Auswertung der Proben.
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5.2.1 Auswirkungen der Abh&ngigkeit der CXCR4-Expression und der Art des

pathologischen Praparates

Zur mikroskopischen Auswertung standen wie in Kapitel 4.1 beschrieben 459
Praparate zur Verfigung. Diese unterteilten sich in 159 Grof3praparate und 288
Biopsien. Bei der Analyse des Zusammenhangs zwischen dem Nachweis einer
CXCR4-Expression und der Wahl des pathologischen Praparates zeigt sich eine
Abhangigkeit bei einer Signifikanz von 0,0. Die relative Wahrscheinlichkeit auf einem
GroRpraparat eine Expression von CXCR4 nachzuweisen ist héher als auf einem
bioptischen Schnittpraparat.

Dieses Ergebnis lasst sich mit der Aufteilung der Expressionsstarken erklaren. In der
Analyse finden sich am haufigsten Tumorschnitte, die der Expressionsstarke 1
zugeteilt werden und bei denen weniger als 10% aller Tumorzellen den Rezeptor auf
der Oberflache tragen. Damit eine falsch negative Probe sicher ausgeschlossen
werden kann, muss ausreichend Tumormaterial fur die Untersuchung zur Verfligung
stehen. In einer Biopsie kommt es haufig nur zu einem marginalen Anschnitt des
Karzinoms. Die geringe Anzahl der Tumorzellen lasst dabei ungeniigende
Ruckschliisse auf das Verhalten des gesamten Tumors ziehen. Daher konnte eine
erhohte Rate von falsch negativen Ergebnissen auftreten. Aufgrund dieser Ergebnisse
sollten in Zukunft zur Analyse der Expression von CXCR4 im Tumor ausschlie3lich
GroRRpraparate verwendet werden.

Die Uberwiegende Anzahl an Biopsien konnte dabei ausschlaggebend fir die
geringere Rate an CXCR4 positiven Nachweisen sein. Die relative Wahrscheinlichkeit
eine Expression von CXCR4 auf einem GroRRpraparat zu finden, liegt bei 17,6%. Das

Ergebnis weicht weiterhin von den Raten in anderen Studien ab (35).

5.2.2 Auswirkung der Festlegung der Positivkriterien auf die Rate an positiven
Schnitten

Neben der Auswahl des pathologischen Praparates, werden Unterschiede in der

Methodik, bei der Festlegung der Positivkriterien, festgestellt. Iwasa et al. kategorisiert

alle Tumorzellen die CXCR4 exprimieren als positiv. Dabei wird nicht zwischen einer

zytoplasmatischen und einer Membranfarbung wie in dieser Arbeit unterschieden. In

seinen Ergebnisse beschreibt lwasa et al. am haufigsten eine zytoplasmatische

Anfarbung (35). In den Untersuchungen von Gockel et al., hinsichtlich der Expression
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von CXCR4 in Oesophagealen Karzinomen, konnte ebenfalls hauptsachlich eine
zytoplasmatische Expression des CXCR4-Rezeptors nachgewiesen werden. Eine
membrandse Lokalisation wurde lediglich bei wenigen Karzinomen gefunden (53).
Diese Beobachtung konnte in dieser Arbeit bestatigt werden. Im Gegensatz zu lwasa
et al. werten wir diese Schnitte aufgrund der fehlenden Membranfarbung als negativ.
Aufgrund der Festlegung der engeren Positivkriterien entfallt der Groliteil der
zytoplasmatischen Farbungen. Dies spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der

geringeren Rate an positiven CXCR4 Tumoren.

Der Grund der Festlegung dieser Positivikriterien liegt in den Eigenschaften des
Membranrezeptors. Wie in der Literaturdiskussion beschrieben handelt es sich beim
CXCR4 um einen transmembrandsen Rezeptor. Im aktiven Zustand befindet sich der
Rezeptor auf der Zelloberflache, nachfolgend wird er endosomal internalisiert und
lysosomal abgebaut oder recycelt. Die Arbeitsgruppe um Pelekanos untersuchte dabei
die Expression von CXCR4 auf fetalen, mesenchymalen Stromazellen, sowonhl
transmembrands als auch endosomal. Der Nachweis des Rezeptors konnte in dieser
Studie haufiger intrazellular als transmembrands gefihrt werden (54). Weitere Studien
zeigen, dass CXCR4 von den Tumorzellen sowohl nuklear, zytoplasmatisch als auch
membrands exprimiert wird (40, 55). Die unterschiedliche Lokalisation von CXCR4
induziert dabei unterschiedliches biologisches Verhalten. So konnte beispielsweise bei
Adenokarzinomen der Lunge sowohl eine nukleare als auch eine zytoplasmatische
Expression des CXCR4 nachgewiesen werden. Dabei definierte die Studie die
zytoplasmatische Expression von CXCR4 als einen unabhangigen Risikofaktor fir das
schlechtere krankheitsfreie Uberleben. Dahingegen schien die nukledre Expression
eher als gunstiger prognostischer Faktor zu gelten (56). Andere Studien postulieren,
dass der Nachweis des Membranrezeptors im Nukleus durch die Translokalisation des
Liganden-Rezeptor-Komplexes in den Kern mit einer hoheren Invasivitat und damit
einer schlechteren Prognose einhergeht (55, 57). Aufgrund der moglicherweise
unterschiedlichen  Wirkungsweisen und biologischen Eigenschaften der
verschiedenen Expressionslokalitaten werden in dieser Arbeit nur Tumore mit einer
membrandsen Expression als positiv gewertet. Wir gehen davon aus, dass der
Rezeptor fir seine physiologisch aktive Form auf der Zellmembran verankert sein
muss. Eine zusatzlich zur membrands vorliegenden zytoplasmatischen Anfarbung
lasst sich aufgrund der physiologischen Wirkungsweise erklaren. Dabei ist die

Internalisierung des Liganden-Rezeptor-Komplexes mit anschlieRender Endozytose
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essentiell fur die Aktivierung der Signalwege von CXCR4 (32). Ein alleiniger Nachweis
des Membranrezeptors im Zytoplasma wird als negative Probe gewertet. Dies
orientiert sich an den Ergebnissen der Arbeitsgruppe von Xue, der feststellte, dass
trotz des zytoplasmatischen Nachweises von CXCR4 keine Migration oder
Proliferation als Reaktion auf den Liganden CXCL12 stattfand (55). Dieses
methodische Vorgehen unterscheidet diese Arbeit von den vorherigen Nachweisen
von CXCR4 im Magen und im gastrodsophagealen Ubergang (35, 42). Fur eine
differenziertere Aussage sollten in nachfolgenden Studien die Schnitte hinsichtlich der
lokalen Expression in membrandse, zytoplasmatische und nukleare Expression des

Rezeptors CXCR4 aufgeteilt werden.

Eine weitere Abweichung zu anderen Studien stellt die Einteilung der
Expressionsstarke dar. In den meisten Studien wird die Auswertung in schwache und
starke Expressionen unterteilt.

In den Ergebnissen konnten dabei unterschiedliche Zusammenhange zu den
tumorspezifischen Eigenschaften und prognostischen Vorhersagewerten gemacht
werden (58, 59). Aufgrund der sehr geringen Fallzahlen sind in der statistischen
Auswertung dieser Arbeit alle Expressionsstarken gemeinsam analysiert worden.
Dabei exprimiert die Mehrzahl der positiven Proben den Rezeptor nur schwach.
Ausschlie3lich 7,8% der positiven Proben weisen eine starke Expression des Tumors
auf. Im Folgenden treffen wir die Annahme, dass sich das Subkollektiv der positiv
exprimierenden CXCRA4-Patienten dem Verhalten der schwach exprimierenden

Tumorzellen annahert.

5.3 Auswirkungen der experimentellen Therapie mit Cetuximab auf das

Gesamtiuberleben des Subkollektivs abhangig von der CXCR4 Expression

In zuvor durchgefiihrten Medikamentenstudien hinsichtlich der Wirksamkeit des
Einsatzes von Fluoruracil, Leukovorin mit entweder Oxaliplatin (FLO-Schema) oder
Cisplatin (FLP-Schema) konnten unterschiedliche Effekte hinsichtlich der Expression
von CXCR4 nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass Patienten mit einer hohen
Konzentration von CXCR4 ein besseres Ansprechen auf die Therapie mit dem FLP-

Schema zeigten, als bei der Behandlung nach dem FLO-Schema (60). Aufgrund dieser
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Ergebnisse wurde untersucht, inwiefern die Expression von CXCR4 auch einen Effekt
beim Einsatz des monoklonalen Antikdrpers Cetuximab spielen konnte.

Die randomisierte weltweit durchgefuhrte EXPAND-Studie konnte keinen Nachweis fir
ein signifikant besseres progressionsfreies Uberleben durch die experimentelle
Therapie gegenlber der Leitlinientherapie feststellen. Der Versuchsaufbau stellte
dabei die Leitlinienchemotherapie, Cisplatin und Capecitabin, der experimentellen
Therapie, Cisplatin, Capecitabin und Cetuximab, gegenuber. Bei gleichem
Versuchsaufbau wurde in unserer Arbeit das primare Endziel abgeandert. Dieses
Vorgehen orientierte sich an der Diskussion der EXPAND Studie, die postulierte, dass
sich das Gesamtiiberleben besser als das progressionsfreie Uberleben als primares
Endziel eignet. Daher wird als Auswertungsgrundlage das Gesamtiuberleben der
Patienten verwendet.

Das zu untersuchende Subkollektiv unterteilte sich sowohl hinsichtlich der
Behandlungsarme als auch der Expression von CXCR4. Die Auswertung der
Kaplan-Meier-Kurven zeigt weder einen statistisch relevanten Einfluss von CXCR4 auf
die Leitlinientherapie noch auf die experimentelle Therapie. Daher konnte im
untersuchten Subkollektiv, des CXCR4 exprimierenden Karzinom des Magens und
des gastroosophagealen Ubergangs kein Unterschied hinsichtlich des

Therapieerfolges festgestellt werden.

5.4 Der Membranrezeptor CXCR4 als biologischer Prognosemarker beim

Magenkarzinom

Viele Studien analysieren den Einfluss der Signalkaskaden des Membranrezeptors
CXCR4 in der Tumorentwicklung. Eine wichtige Rolle spielt der Rezeptor bei der
Chemotaxis, der Angiogenese, der Proliferation und der Invasivitat des Tumors. Er
gehort zu den am haufigsten exprimierten Chemokinen auf Tumorzellen (4). Wegen
dieser Eigenschaften wird der Membranrezeptor auf die Eignung als biologischer,
prognostischer Marker, in den verschiedenen Tumorentitdten, untersucht. Aktuelle
Studien beziehen sich dabei auf das Adenokarzinom des Magens. Diese Ergebnisse

sind in Teilen noch kontrovers diskutiert.

Die Metaanalyse von Zhao et al. assoziiert die Uberexpression von CXCR4 mit einem

signifikant schlechteren progressionsfreien und einem niedrigerem Gesamtiiberleben
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unabhangig von der Tumorentitat (4). Dieser Zusammenhang konnte in
Subgruppenanalysen fir hdmatologische Tumore, Brustkrebs, kolorektale Karzinome,
dem Oesophaguskarzinom sowie fur renale, gynakologische und pankreatische
Tumore gefunden werden (4). Bei der differenzierten Betrachtung des
Magenkarzinoms fanden sich ahnliche Korrelationen. So zeigte Arigami et al., dass
die Expression von CXCR4 mit tieferem invasivem Tumorwachstum sowie mit
vaskularer und lymphatischer Invasion einhergehen (42). Zum anderen konnten
Zusammenhange mit dem Auftreten von bestimmten Metastasen identifiziert werden.
Dazu gehdren hauptsachlich Lymphknoten, die Lunge und die Peritonealkarzinose
(35, 44).

Diese Arbeit untersuchte ebenfalls die Zusammenhénge zwischen patienten- und
tumorspezifischen Eigenschaften und der Expression von CXCR4 im Tumor.
Zusammenfassend  zeigt unsere  Arbeit keinen = Zusammenhang zu
patientenspezifischen Eigenschaften. Damit ist die Expression von CXCR4
unabhangig vom Geschlecht, dem Alter und der Herkunft der Patienten.

Bei den tumorspezifischen Eigenschaften konnten keine Korrelation zwischen dem
Auftreten des Membranrezeptors und dem Grading des Tumors, der Laurén-
Klassifikation, der anatomischen Lage und dem Metastasierungsgrad der Karzinome
gefunden werden.

Diese Ergebnisse widersprechen teilweise den Ergebnissen aus vorherigen Studien.

5.4.1 Abhangigkeit von der Laurén-Klassifikation

Der Zusammenhang zwischen der Laurén-Klassifikation und der Expression von
CXCR4 wird in verschiedenen Studien kontrovers diskutiert. lwasa und Arigami et al.
beschreiben in ihren Publikationen eine Abh&ngigkeit der beiden Variablen. Dabei
exprimierten intestinal wachsende Tumore vermehrt den Membranrezeptor CXCRA4.
Zusatzlich fand die Arbeitsgruppe von lwasa heraus, dass die Kombination aus
CXCR4 und einem intestinalen Wachstumsmuster mit der Entwicklung von Leber und
Lymphknotenmetastasen einhergeht (35). Eine Korrelation mit dem diffusen
Wachstumstyp konnten die beiden Arbeitsgruppen nicht nachweisen (35, 42). Im
Gegensatz dazu zeigt die Arbeit von He et al. eine erhéhte Rate an CXCR4-
Expressionen in diffus wachsenden Tumoren (61). Die Ergebnisse dieser Arbeit
hingegen geben keine Hinweise auf eine Abhangigkeit der Laurén-Klassifikation und
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der Expression von CXCR4, daher ergibt sich im Gegensatz zu den vorherigen Studien
eine Unabhangigkeit der beiden Variablen.

5.4.2 Abhangigkeit zur M-Klassifikation

Ahnlich verhalt es sich bei der Analyse der Abhangigkeiten der Metastasierung und
der Expression von CXCRA4. In der Literaturdiskussion wurde bereits die mdgliche
Rolle des Membranrezeptors CXCR4 bei dem Vorgang der Metastasierung
beschrieben. Dabei nimmt der Rezeptor sowohl Einfluss auf den
Metastasierungsprozess an sich als auch auf den Ort der Metastasenbildung. Dieser
Zusammenhang konnte in verschiedenen Studien belegt werden. Yasumoto et al.
beschreibt eine erhohte Wahrscheinlichkeit der Entwicklung einer Peritonealkarzinose
bei Expression des Rezeptors CXCR4. Dabei geht die Arbeitsgruppe davon aus, dass
die vermehrte Expression des Liganden CXCL12 in der Bauchhdhle als
chemotaktischer Reiz agiert (44). Andere Metastasierungsorte wie die Lymphknoten,
die Lunge und die Leber konnten ebenfalls mit der Expression von CXCR4 im
Magenkarzinom assoziiert werden (35, 39). In dieser Arbeit stellt sich hingegen keine
Abhéangigkeit zwischen der Expression von CXCR4 und dem Metastasierungsstatus
der Adenokarzinome dar. Mdglicherweise konnte dies mit der Auswahl des
Subkollektives verbunden sein. Da im Gesamtkollektiv der EXPAND Studie nur lokal
fortgeschrittene oder fernmetastasierte Tumore eingeschlossen wurden, ist die
Vorselektion der Patienten mdglicherweise zu stark (5). Fur eine aussagekraftige
Analyse sollte das zu untersuchende Subkollektiv mehr Tumore in friheren nicht

fernmetastasierten Stadien aufweisen.

5.4.3 Abhangigkeit der T-Klassifikation

Neben dem Auftreten einer Fernmetastasierung werden auch weitere Kriterien der
TNM-Klassifikation auf Abh&ngigkeit mit dem Vorhandensein des Membranrezeptors
auf der Oberflache der Tumorzellen untersucht.

Es zeigt sich, dass eine Korrelation zwischen der T-Klassifikation und der Expression
des CXCR4 vorliegt. Dieser Nachweis konnte konsistent in verschiedenen Studien
gefuhrt werden. Allerdings zeigt sich haufig eine Korrelation von hoch exprimierendem

CXCR4 mit einem fortgeschrittenerem T-Status und tiefer infiltrierenden Tumoren (55).
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Im Unterschied dazu findet sich in dieser Arbeit ein Zusammenhang der CXCR4-
Expression mit friheren Stadien des Tumors. So exprimieren 14,8% der TO-T2-
Tumore CXCRA4, hingegen aber nur 5,6% der fortgeschrittenen Tumore mit einem T3-
T4a-Status.

Dieses Ergebnis kdnnte mit der Expressionsstarke der Tumore zusammenhangen. In
der Studie von Li et al. werden unterschiedliche Korrelation mit den Tumorstadien je
nach Expressionsstarke gesehen. Dabei findet sich eine starke Expression des
CXCR4 haufiger in fortgeschrittenen Stadien, schwach exprimierende CXCR4-Tumore
korrelieren dahingegen mit frihen Stadien (58). Ahnliche Ergebnisse erbrachte die
Arbeitsgruppe von Lee. Dieser zeigt fur Tumore mit einer hohen Expression von
CXCR4 und CXCL12 eine signifikante Korrelation zur Tumorinvasivitdt und hohen
Tumorstadien auf. Demnach haben die hoch exprimierenden Tumore die schlechteste
Prognose. Im Gegensatz dazu wiesen die Karzinome mit einer niedrigen Expression
von CXCR4 die glunstige Prognose mit einer Assoziation zu niedrigen Tumorstadien
auf (59). Unsere gefundene Korrelation der positiv exprimierenden Zellen mit den

Tumorstadien T1-T2a unterstiitzen diese Thesen.

5.4.4Abhéangigkeit der N-Klassifikation

Weiterhin postulieren einige Studien, dass eine positive Expression des Tumors mit
einem erhohten N-Status einhergeht. Daneben wird ebenfalls haufig ein
Zusammenhang zwischen der Expression des CXCR4 und vorhandenen
Lymphknotenmetastasen dargestellt (35, 59, 62). In dieser Arbeit konnten diese
Ergebnisse bestatigt werden. Allerdings zeigte sich eine Relation sowohl zu NO als
auch zu N2-/N3-Stadien. Diese unterschiedlichen Abhangigkeiten kdnnten zum einen
aufgrund der fehlenden Unterscheidung der Expressionsstarken auftreten. Zum
anderen konnte es in der Auswahl des Studienkollektivs begrindet liegen. Arigami et
al. untersuchte in seiner Studie das Auftreten der CXCR4-Expression bei
Mikrometastasen in Lymphknoten. In diesen konnte eine erhdhte Anzahl an CXCR4-
exprimierenden Tumorzellen gefunden werden (42). Die in der EXPAND-Studie
eingeschlossenen Patienten weisen alle ein fortgeschrittenes oder schon
fernmetastasiertes Stadium auf. Daher besteht die Mdglichkeit, dass aufgrund der
fortgeschrittenen Erkrankung bereits Mikrometastasen aufgetreten sind, die vermehrt

den Rezeptor exprimieren.
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Da wir keinen Ausschluss der Mikrometastasen gefuhrt haben, lasst sich die
Abhangigkeit des N-Status und der Expression des CXCR4 erschwert beurteilen.

Diese Zusammenhange sollten in Folgestudien beriicksichtigt werden.

5.4.5 Abhangigkeit der anatomischen Lokalisation der Karzinome

In der KreuzTabelle 29 wird die Relation der anatomischen Lage und der Expression
von CXCRA4 untersucht. Bei dem Vergleich der AEG-Tumore und dem Magenkarzinom
kann keine signifikante Abhangigkeit nachgewiesen werden. Werden die Tumore des
gastrodsophagealen Ubergangs nach der Siewert Klassifikation unterteilt und einzeln
betrachten, lasst sich die Abbildung 16 erstellen. Deskriptiv betrachtet scheinen
kranialer gelegene Tumore haufiger den Rezeptor CXCR4 zu exprimieren als kaudaler
gelegene Karzinome. Inwiefern dieser Zusammenhang Einfluss auf die Therapie und
Prognose des Karzinoms des gastroosophagealen Ubergangs nehmen koénnte,

missen weitere Studien mit gré3eren Fallzahlen untersuchen.

Zusammenfassend lassen sich in dieser Arbeit nur deutliche Abhéangigkeiten zu den
T- und N-Klassifikationen der Karzinome des Magens und des gastrodsophagealen
Ubergangs finden. Dabei konnte die Assoziation mit kleineren Tumorstadien fiir eine
bessere Prognose sprechen. Dahingegen weist die Korrelation mit den erhdéhten N-
Stadien eher auf einen schlechteren prognostischen Verlauf hin. Werden die Kaplan-
Meier-Kurven ausgewertet zeigt sich kein Unterschied im Gesamtiberleben von
CXCR 4 positiven oder negativen Tumoren. Aufgrund dieser Ergebnisse kénnen wir in
diesem Subkollektiv keinen Nachweis flr einen prognostischen Vorhersagewert der
Expression des Membranrezeptors CXCR4 finden. Diese Ergebnisse sind aber eng
mit der Auswahl des Subkollektives verkntpft. In der EXPAND-Studie wurden nur lokal
fortgeschrittene oder fernmetastasierte Patienten zugelassen. Damit ist das
untersuchte Subkollektiv nicht reprasentativ auf alle Tumorstadien verteilt, wodurch
bestimmte Zusammenhange zu tumorspezifischen Eigenschaften mdglichweise nicht
erkannt worden sind. Andererseits liegt eine sehr geringe Anzahl an CXCR4 positiv
exprimierenden Tumoren vor, die die statistische Aussagekraft verringert. Besonders
die fehlende Unterteilung in die CXCR4-Expressionsstarken konnten Abhangigkeiten
unentdeckt lassen, da sich diese von niedrig- und hochexprimierendem CXCR4
teilweise gegenlaufig verhalten. Weiterhin war die generelle Prognose des zu
untersuchenden Gesamtkollektiv aufgrund des fortgeschrittenen
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Erkrankungszustandes sehr schlecht. Ein Effekt der Expression von CXCR4 kdnnte
aufgrund anderer prognostisch unabhéngiger Effekte wie des TNM-Stadiums

Uberdeckt worden sein.

Trotz fehlendem Nachweis der Funktion von CXCR4 als prognostischer Marker in dem
hier untersuchten Subkollektiv haben andere Studien diesen Effekt nachgewiesen (58,
59). Daher sollte diese Untersuchung in folgenden Studien an einem grol3eren
Kollektiv an CXCR4 exprimierenden Patienten, abhangig von der Expressionsstarke,

erneut untersucht werden.

5.5 Einsatz von Immuncheckpointinhibitoren beim Adenokarzinom des Magens

Eine neue onkologische Therapiemdglichkeit stellt die Gruppe der
Immuncheckpointinhibitoren ~ (CPI) dar. Der  Wirkmechanismus  dieses
Therapieansatzes beruht dabei nicht wie bei der Chemotherapie oder den Target-
Therapeutika auf dem direkten Angriff des Tumors selbst, sondern auf die zuséatzliche
Aktivierung des Immunsystems. Dieses stellt das effizienteste kdrpereigene Werkzeug
zur Bekampfung von Krankheiten dar. Es kann maligne Zelle erkennen und bekampfen
(63). Dafur nutzt es vor allem tumorspezifische zytotoxische T-Lymphozyten (64). Die
CPI sind monoklonale Antikdrper, die die Aktivitat des Immunsystems hochregulieren
indem sie entweder die inhibitorische Interaktionen zwischen T-Lymphozyten sowie
antigenprasentierenden Zellen an den sogenannten Checkpoints behindern oder
aktivierende Checkpoints stimulieren (65).

Die erste Zulassung eines CPI erfolgte 2011 bei nicht resezierbaren und/oder
metastasierten malignen Melanomen. Mittlerweile sind in der europaischen Union funf
Antikdrper zur Therapie in verschiedenen Tumorentitaten wie dem Lungenkarzinom,
Nierenzellkarzinom oder Hodgkin-Lymphom zugelassen (65). Dabei werden weiterhin
bis zu 70 verschiedene Signalmolekiile, die eine modulierende Wirkung auf die T-Zell-
Aktivitat zeigen sollen, in Gber 3400 Studien untersucht (64). Studien zeigen, dass
nicht alle Tumorentitaten gleich gut auf eine CPI-Therapie ansprechen. Unter anderem
konnte das an dem nur unzureichenden Verstandnis der Resistenzmechanismen der

Karzinome gegenuber der Therapie liegen (64).
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In neueren Studien, wie der randomisierten Phase-IlI-JAVELIN-Studie, wurde der
Effekt des Immuncheckpointinhibitors Avemulab in der Erhaltungstherapie bei
Patienten mit HER2 negativem, fortgeschrittenem Karzinom des Magens oder des
gastroosophagealen Ubergangs gepruft (22). Die Ergebnisse zeigten zwar eine gleich
hohe klinische Wirksamkeit, verfehlten aber das primare Endziel des tUberlegenen
Gesamtuberlebens, gegeniber der Leitlinienchemotherapie. Allerdings zeigte die CPI-
Therapie weniger Nebenwirkungen als die Chemotherapie bei gleicher Wirksamkeit
(22). In der Keynote-062 Studie konnte ein Gesamtiberleben von 17,4 Monaten im
Behandlungsarm der Monotherapie mit Pembrolizumab zu 10,8 Monaten
Uberlebenszeit mit einer alleinigen Gabe der Chemotherapie nachgewiesen werden
(66). Nachfolgend bewies die CheckMate-649 Phase-IlI-Studie das Erreichen des
primaren Endziels eines besseren Gesamtiberlebens und eines verlangerten
progressionsfreien Uberlebens beim Einsatz von Nivolumab in Kombination mit
Cisplatin  und 5-Fluoruracil im Vergleich zur alleinigen Therapie mit
Chemotherapeutika (67). In den genannten Studien konnte fir die
Immuncheckpointinhibitoren ein erhéhtes Sicherheitsprofil im Gegensatz zur
Chemotherapie gezeigt werden (22, 66, 67). Aufgrund der grol3en Erfolge der CPI
sollten weitere Forschungen hinsichtlich des besseren Verstadndnisses der
unterschiedlichen Wirkungserfolge der CPI bei den verschiedenen Tumorentitaten,
sowie den unbekannte Einflussfaktoren, untersucht und Resistenzmechanismen

erforscht werden. Dazu kénnte auch der Membranrezeptor CXCR4 gehdoren.

Der Einfluss von CXCR4 auf die lymphoide Mikroumgebung in Entziindungsreaktionen
wurde bereits in der Literaturdiskussion beschrieben. Dabei zeigt das umliegende
Stroma eine essentielle Rolle in der Tumorinitierung und dem Progress.
Mikrobiologisch setzt es sich unter anderem aus den Zellen der Fibroblasten, des
Immunsystems und des Endothels sowie deren Matrixproteinen, Wachstumsfaktoren
und inflammatorischen Enzymen zusammen. Die mesenchymalen Stromazellen
kénnen den Liganden CXCL12 in hohen Konzentrationen produzieren und sollen
dadurch chemotaktisch bei der Metastasierung der CXCR4 positiven Tumoren helfen.
Weiterhin stimuliert CXCL12 die Transformation normaler epitheloider Zellen. Diese
produzieren im Folgenden Wachstumsfaktoren und Chemokine, die einen positiven
Einfluss auf das Tumorwachstum zeigen (68). In der Arbeit von Zhang et al.

beschreiben diese die Progression des Tumors mithilfe der Produktion
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antiapoptotischer Molekile und Wachstumsfaktoren, die durch die Mikroumgebung
des Tumors gebildet werden (40, 55).

Li et al. beschreibt 2020 (58) detaillierter die Auswirkungen der CXCR4-Expression
des Tumors und die Wirkung auf die inflammatorischen Zellen in der Umgebung.
Dieser erkannte, dass die Expressionsstarke von CXCR4 im Tumor die
Zusammensetzung der einzelnen Immunzellen verdndert. Bei Tumoren mit einer
hohen Expression von CXCR4 konnte im Gegensatz zu niedrig exprimierenden
Tumoren ein vermehrtes Auftreten von B-Lymphozyten und CD8+ Zellen gefunden
werden. Zugleich wurde eine geringere Anzahl an CD4+ Zellen, Monozyten und
naturlichen Killerzellen gesehen (58). In vorherigen Studien konnte das vermehrte
Auftreten von CD8+ Zellen mit einem schlechteren Gesamtiiberleben beschrieben
werden (69). Dagegen sind CD4+ Zellen, Monozyten und NK-Zellen positive
prognostische Marker (70).

5.5.1 Moglicher Einfluss der Expression von CXCR4 auf das korpereigene

Immunsystem

In dieser Arbeit wurde neben der Expression von CXCR4 im Tumor auch das
Vorhandensein des Oberflachenrezeptors in Stromazellen untersucht. Dabei wird der
Rezeptor nicht ausschlief3lich von Immunzellen, sondern auch aus Fibroblasten, die in
das umliegende Stroma des Tumors eingebettet sind, exprimiert. In der Analyse
wurden die histologischen Schnitten auf das Vorkommen von Immunzellinfiltraten in
der Nahe des Tumors untersucht. Diese zeigen sich sowohl mit und ohne Expression
von CXCR4 auf ihrer Oberflache. Dabei wird keine Abh&ngigkeit zwischen dem
generellen Auftreten von Immunzellinfiltraten und der Expression von CXCR4 im

Tumor festgestellt. Allerdings zeigt

Tabelle 19 eine Korrelation zwischen der Expression von CXCR4 intratumoral und in
den Immunzellen. Die relative Wahrscheinlichkeit im Umfeld eines CXCR4
exprimierenden Magenkarzinoms Immunzellinfiltrate mit der gleichen Expression
nachzuweisen ist erhoht. Dieser Einfluss der CXCR4 positiven Tumore auf ihre
mikrobiologische Umgebung konnte in vorherigen Studien gezeigt werden (40, 58).
Die Auswirkung dieser Immunzellinfiltrate auf den Outcome des Patienten ist
inkonsistent.
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Studien belegen eine schlechtere Prognose fur Tumore mit CXCR4 positivem Stroma.
Unter der Kontrolle des CXCRA4-Signalweges spielen die im Stroma befindlichen
Fibroblasten eine wichtige Rolle in der Inhibition des Immunsystems, bei einem
gleichzeitigen Ausschluss von T-Lymphozyten. Dies kdnnte eine Erklarung fur den
CXCR4-Resistenzmechanismus gegenuber Chemotherapeutika und CPI sein (63).
Weiterhin soll die Uberexpression von CXCR4 mit einer erhthten Anzahl von CD8+
Zellen in der Umgebung des Tumors und damit einem schlechteren Uberleben
einhergehen (58, 69).

Diese Erkenntnisse stehen im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit. Dabei
wird zunachst in Abbildung 19, der Einfluss der Immunzellinfiltrate auf das
Gesamtuberleben des Tumors untersucht. Auch wenn dabei tendenziell eine bessere
Uberlebenskurve bei gleichzeitigem Auftreten von Immunzellinfiltraten gesehen
werden kann, ist der Unterschied nicht statistisch relevant.

Ein deutlicher Effekt auf das Uberleben konnte im hier untersuchten Kollektiv nur fur
Patienten mit CXCR4 exprimierenden Immunzellinfiltraten, dargestellt in Abbildung 20,

nachgewiesen werden.

In weiteren Analysen wurde das Gesamtiberleben von Tumoren mit CXCR4 positiven
Immunzellinfiltraten und einer zusatzlichen intratumoralen CXCR4-Expression
untersucht. Dabei scheint sich deskriptiv in der Betrachtung der Kaplan-Meier-Kurven
der positive Effekt auf ein besseres Gesamtiiberleben der Patienten zu verstarken.
Dieses Ergebnis konnte sich mit den gewonnenen Erkenntnissen von Li et al. erklaren
lassen. Aufgrund der Uberwiegend schwachen Expression von CXCR4 in den
Tumorzellen setzt sich die Mikroumgebung mdglicherweise vermehrt aus Monozyten,
naturlichen Killerzellen und CD4+ Zellen zusammen (58). Dieses Mikromilieu hatte
einen prognostisch gunstigeren Verlauf. Das Ergebnis beruht allerdings nur auf der

Untersuchung eines sehr kleinen Kollektivs.

Daher ware es essentiell wichtig die gezeigten Tendenzen in Studien mit grol3eren
Fallzahlen zu untersuchen. Diese Erkenntnisse konnten eine entscheidende Rolle bei
der Wahl einer Immuncheckpointtherapie spielen. Weiterhin kbnnte der Einsatz einer
Kombinationstherapie aus CXCR4-Antagonisten und CPI neu evaluiert werden.

Daflr waren weitere Analysen der genauen Zusammensetzung des immunologischen

Tumormilieus natzlich. Auf3erdem sollte nach weiteren Einflussgrofen wie des
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Auftretens von Immunzellinfiltraten und deren Expression von CXCR4 geforscht

werden
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6 Zusammenfassung

Das Adenokarzinom des Magens und des gastroosophagealen Ubergang stellt trotz
der Bemiuhungen zur Entwicklung neuer onkologischer Therapieschemata weiterhin
einer der schwerwiegendsten Erkrankungen weltweit dar. Im Rahmen der Erforschung
neuer Therapiemdglichkeiten entstand auch die weltweit randomisierte Phase-llI-
EXPAND-Studie. Diese testete den zusatzlichen Einsatz des monoklonalen EGFR-
Antikdrper Cetuximab mit der Leitlinienchemotherapie im Gegensatz zur alleinigen
Therapie mit Cisplatin und Capecitabin. In dieser Studie konnte kein signifikanter Effekt
fur ein besseres Gesamtuberleben nachgewiesen werden. Im Rahmen dieser
Doktorarbeit wurde ein Subkollektiv der EXPAND-Studie auf die Expression des
Membranrezeptors CXCR4 mikroskopisch untersucht. CXCR4 ist ein physiologischer
Membranrezeptor, der in Tumorzellen zu einer gesteigerten Proliferation, Invasion und
Metastasierung fuhrt. Dabei wurde ermittelt, ob die Expression des Membranrezeptors
CXCR4 einen Einfluss auf die Therapie mit Cetuximab zeigt und inwiefern dieser
Rezeptor als biologischer Marker fir die Prognose der Patienten genutzt werden kann.
Weiterhin wurde histologisch das Auftreten von Immunzellinfiltrate in der Umgebung
des Tumors und deren Expression von CXCR4 auf der Membranoberflache detektiert
und anschliel3end auf die Folgen, fur den Patienten untersucht. Dafir wurden in der
Arbeit 459 histologische Schnittproben immunhistochemisch gefarbt und auf die
Expression des Membranrezeptors CXCR4 untersucht. AnschlieRend wurden die
positiven und negativen Proben hinsichtlich ihres Gesamtiberlebens verglichen. Dies
wurde zusatzlich auch aufgeteilt in die Behandlungsarme wiederholt. Die Ergebnisse
zeigten konsistent zur EXPAND-Studie kein statistisch relevant besseres Uberleben,
weder insgesamt noch aufgeteilt in die Behandlungsarme. Somit liel sich kein
positiver Effekt bei der Behandlung mit dem monoklonalen Antikérper Cetuximab bei
Patienten mit einem CXCR4 exprimierenden Tumor des Magens oder des
Gastroosophagealen Ubergangs zeigen.

Bei der Untersuchung der CXCR4-Expression als biologischer Marker konnte keine
Abhangigkeit der Expression des Membranrezeptors mit den patientenspezifischen
Eigenschaften wie Alter, Geschlecht und Herkunft sowie den tumorspezifischen
Merkmalen der Laurén-Klassifikation, Grading und Metastasierung, gezeigt werden.
Weiterhin lieBen sich nur deskriptiv Unterschiede bei der Expressionsrate der
unterschiedlichen Wachstumslage der Karzinome unterteilt in die AEG-Typen I-11l und

das Adenokarzinom des Magens zeigen. Dabei war zu beobachten, dass die weiter
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proximal liegenden Tumore den Membranrezeptor mit héherer Wahrscheinlichkeit
exprimieren als distal gelegenere Karzinome. Diese Ergebnisse waren allerdings nicht
statistisch relevant. Stattdessen konnten Zusammenhéange der Expression des
CXCR4-Rezeptors zum einen mit kleinen Tumorstadien, zum anderen zu den nodalen
Stadien NO und N2-, N3 gesehen werden. Diese Erkenntnisse zeigten aber keinen
Einfluss auf das Gesamtuberleben der Patienten. Somit konnte fur das in dieser Arbeit
untersuchte Subkollektiv die Expression des CXCR4 nicht als prognostischer
biologischer Marker verwendet werden. Diese Ergebnisse widersprachen anderen
zuvor durchgefiihrten Studien, die die Expression des CXCR4 mit einem schlechten
prognostischen Outcome assoziieren konnten (4, 35, 42, 44).

In weiteren Untersuchungen wurde das Auftreten von Immunzellinfiltraten in der Nahe
des Tumors untersucht. Dabei wurde zum einen mdgliche Zusammenhange zwischen
der Expression von CXCR4 im Tumor und im umliegenden Stroma analysiert, zum
anderen wurden die Auswirkungen auf das Gesamtiuberleben der Patienten beurteilt.
Die Resultate zeigten eine Assoziation zwischen dem Auftreten von
Immunzellinfiltraten mit einer positiven Expression von CXCR4 bei gleichzeitiger
Merkmalsauspragung des CXCR4 auf der Membranoberflache der Tumorzellen.
Somit exprimierte das Immunsystem der Patienten mit héherer Wahrscheinlichkeit den
Rezeptor CXCR4, wenn dieser gleichzeitig von den Tumorzellen exprimiert wurde. In
der statistischen Auswertung des Effekts auf das Gesamtiberleben, konnte ein
statistisch relevant besseres Uberleben fur Patienten mit positiv exprimierenden
CXCR4 Immunzellen gesehen werden. Wurde das untersuchte Kollektiv noch weiter
in Gruppen mit positiv exprimierenden Immunzellen und gleichzeitig CXCR4 positiven
Tumorzellen unterteilt, war aufgrund der sehr kleinen Datenmengen kein statistisch
relevantes Ergebnis zu errechnen. Deskriptiv lieR sich aber vermuten, dass die
Patienten, bei denen gleichzeitig der Membranrezeptors in den Immunzellen und in
den Tumorzellen auftritt, eine bessere Uberlebenskurve zeigten, als Patienten mit
keiner oder nur einseitiger Expression des CXCR4 in einer Zellreihe.
Zusammenfassend hat diese Doktorarbeit verdeutlicht, dass die Expression des
CXCR4-Membranzeptors keinen Effekt auf die Behandlung mit Cetuximab in dem
untersuchten Subkollektiv gezeigt hat. Weiterhin konnte bei schon lokal
fortgeschrittenen oder bereits fernmetastasierten Patienten CXCR4 in diesem
Patientenkollektiv nicht als biologisch prognostischer Marker verwendet werden.
Allerdings konnte, aufgrund der Ergebnisse hinsichtlich des besseren

Gesamtiuberlebens der Patienten mit positiv exprimierenden CXCR4-Immunzellen, ein
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Effekt der Expression von CXCR4 in der Behandlung mit Immuncheckpointinhibitoren
postuliert werden. Der Einsatz von Immuncheckpointinhibitoren bei der Therapie des
Adenokarzinom des Magens und des gastroosophagealen Ubergangs ist aktuell
Mittelpunkt in vielen klinischen Studien. In eben jeden klinischen Studien, sollte daher
der Effekt der Expression von CXCR4 sowohl in den Tumor umgebenden

Immunzellen, sowie in den Tumorzellen selbst, untersucht werden
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8 Anhang :

Tabelle 30: Klassifikation der Tumorstadien nach UICC-Stadien (71)

UICC-Stadium Priméartumor Lymphknoten Fernmetastasen
Stadium O Tis (Carcinome in situ) NO MO
Stadium 1A Tla NO MO
T1lb NO MO
Stadium IB T1 N1 MO
T2 NO MO
Stadium IIA T1 N2 MO
T2 N1 MO
T3 N2 MO
Stadium 1IB T1 N3 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T4a NO MO
Stadium [lI1A T2 N3 MO
T3 N2 MO
T4a N1 MO
Stadium 11IB T3 N3 MO
T4a N2 MO
T4b NO/1 MO
Stadium IV Jedes T Jedes N M1

Tabelle 31: Erweiterte Kriterien zur Durchfiihrung einer ESD bei Magenfriihkarzinomen (10)

1. Differenziertes Mukosakarzinom (G1/2) ohne Ulzeration und Gréf3e > 2cm

2. Differenziertes Mukosakarzinom mit Ulzeration und Gro3e < 3cm

3. Gut differenzierte Karzinome mit Submukosainvasion < 500pum und GrolR3e <
3cm

4. Undifferenziertes Mukosakarzinom < 2cm Durchmesser (sofern bioptisch

kein Nachweis von Tumorzellen im Abstand < 1cm besteht
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Tabelle 32: Weitere alternative Therapieregime der perioperativen Therapie bei Magenkarzinomen, (10)

Protokoll Medikamente Verabreichung
FLOT Docetaxel V.
Oxaliplatin

5-FU+Folinséaure

ECF Epirubicin V.
Cisplatin
5-FU+Folinséaure

PLF Cisplatin V.

5-FU+ Folinsaure

EOX Epirubicin V.
Oxaliplatin p.o.

Capecitabine

FLO Oxaliplatin V.
5-FU+ Folinséure
FLP Cisplatin V.

5-FU+ Folinsaure
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Tabelle 33:Regressionsgrading nach Becker (72) (10)

Regressionsgrad nach Becker
Kompletter Response (CR)
Grad la

Subtotaler Response (1)

Grad 1b

Partieller Response (16)
Grad 2

Geringer Response (MR)
Grad 3

Keine Response (53)

Anmerkung

Keine Tumorzellen nachweisbar

In <10%

morphologisch

des Tumorbettes

intakte neoplastische
Zellen

In 10 bis 50% des Tumorbettes

morphologisch intakte neoplastische
Zellen
In >50% des Tumorbettes
morphologisch intakte neoplastische
Zellen
Keine histologischen

Regressionszeichen

Tabelle 34: Auflistung der kritischen Werte des Qui-Quadrat Testes auf einem Signifikanzniveau von 5%, abhangig

von den Freiheitsgraden; Legende: di= Freiheitsgrad des Qui- Quadrat Testes(73)

Freiheitsgad Qui Quadrat
di=

ga b~ W N BB

Kritischer Wert des Qui-Quadrat
Testes

Bei Signifikanzniveu von 5%

3,841

5,991

7,815

9,488

11,070
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