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Einleitung

1.Einleitung

Das Magenkarzinom bleibt auf globaler Ebene mit Gber einer Million Neuerkrankungen im Jahr
2020 eine der haufigsten Krebserkrankungen (5). Mit schatzungsweise 769 000 Todesfallen
im Jahr, was in etwa jedem 13. Todesfall weltweit entspricht, gilt diese Erkrankung als
vierthaufigste Krebs-assoziierte Todesursache (5, 6). Trotz ricklaufiger Inzidenzen, aufgrund
verbesserter  Lebensmittelkonservierungsmethoden,  Helicobacter-pylori-Eradikationen,
verbesserter Diagnostik und neuer Therapieansatze, bleibt die Prognose ungunstig und die
Uberlebenszeit meist auf einige Monate begrenzt (7, 8). Dies ist liberwiegend auf das lange
asymptomatische Wachstum des Karzinoms zurtickzufiihren, wodurch die Diagnose oft erst
in einem weit fortgeschrittenen Stadium gestellt werden kann. Infolgedessen wurde das beste

Zeitfenster fir die Behandlung in vielen Fallen bereits Gberschritten (9).

Aufgrund der oft infausten Prognose wurde der Fokus der Forschung der letzten Jahre auf die
Ausarbeitung neuer Therapiestrategien gelegt. Hierbei konnten bereits mit dem monoklonalen
Antikérper Trastuzumab Behandlungserfolge verzeichnet werden. Dieser richtet sich gegen
den humanen epidermalen Wachstumsfaktor HER2/neu und konnte in mehreren Studien mit
einem Anstieg der Uberlebenszeit bei Magenkarzinompatienten in Verbindung gebracht
werden (10, 11).

Auch CD44 und CXCR4 sind in diesem Kontext Gegenstand der Forschung, da ihre
Uberexpression in mehreren Studien auf Magenkarzinomzellen nachgewiesen werden konnte
(12, 13). Ziel ist die Markierung von Krebszellen, um sie so vom umgebenden gesunden
Gewebe abgrenzen zu kénnen. Hierfir soll die Identifizierung von Krebszellmarkern dienen.
Die Idee ist, Uber das zielgerichtete Angreifen der Marker die Krebszellen spezifisch

ausschalten zu kénnen.

Dartber hinaus kommt dem Verstdndnis der Beteiligung von CD44 und CXCR4 an
molekularen Pathogenese-, Resistenzentwicklungs- und Metastasierungsmechanismen eine
besondere Bedeutung zu. So scheint der Stammzellmarker CD44 Einfluss auf die
Karzinogenese und Steuerung zellularer Kommunikation und Motilitdt auszutiben. Zusatzlich
fuhrt die Interaktion mit seinem Hauptliganden Hyaluronsaure und weiteren Bestandteilen der
Extrazellularen Matrix zu einer Steigerung von Invasivitat, Metastasierung, vermehrter

Zellproliferation und Entwicklung von Zytostatikaresistenzen (14-16).



Einleitung

Zu den Hauptaufgaben des Chemokinrezeptors CXCR4 zahlt die Steuerung von Adhasions-
und Migrationsprozessen durch das Zusammenspiel mit seinem Liganden CXCL12.
Mittlerweile konnte in mehreren Studien eine Beteiligung der CXCR4/CXCL12-Achse an
Metastasierungsprozessen und der Uberlebenssicherung mehrerer solider Tumoren belegt
werden (17, 18).

Die zugrundeliegenden Mechanismen sind jedoch noch nicht vollstandig geklart und die Rolle
der Rezeptoren in der Pathogenese des Magenkarzinoms bleibt widersprichlich. Auch
Ergebnisse der Literatur bezuglich des Einflusses der Rezeptoren auf die Malignitat und die
Resistenzentwicklung der Magenkarzinome und das Uberleben der erkrankten Patienten sind
kontrovers (12, 19). Daher wird die Bedeutung von CD44 und CXCR4 im vorliegenden

Kollektiv untersucht.

Zudem fand in den letzten Jahren ein Umdenken in der Krebsforschung statt. Anstatt nur die
Krebszellen fur die Erkrankungsprogression verantwortlich zu machen, ist die Beteiligung des
Tumorstromas in das Zentrum der Aufmerksamkeit gerickt. Dieses Gewebe, das die
Krebszellen umgibt, setzt sich aus einem zelluldren und einem nicht zelluldren Anteil
zusammen und hat wichtige Aufgaben der Uberlebenssicherung und des Schutzes der
Krebszellen vor dem Immunsystem inne. Die Regulierung des Tumormikromilieus ist ein
komplexer Prozess, der noch nicht vollstandig verstanden ist. Wie in einigen Studien gezeigt
werden konnte, scheinen der Stammzellmarker CD44 und die CXCR4/CXCL12-Achse an
diesen Prozessen in diversen Tumorerkrankungen beteiligt zu sein (20, 21). Die Datenlage
zum Vorkommen der Rezeptoren im Mikromilieu von Magenkarzinomen ist jedoch eher
unzureichend. Infolgedessen soll in der folgenden Untersuchung ebenfalls die Rolle der
Expression der beiden Oberflachenproteine im Tumorstroma untersucht und diskutiert

werden.

In dieser Arbeit wird das Expressionsmuster von CD44 und CXCR4 in resezierten
Magenkarzinomen und gastrodsophagealen Ubergangskarzinomen unter Verwendung der
Immunhistochemie analysiert. Das untersuchte Kollektiv setzt sich aus Patienten zusammen,
die in den Jahren 2003 bis 2015 eine operative Therapie des Magenkarzinoms an der
Universitatsmedizin Mainz erhielten. Hierbei liegt der Schwerpunkt auf der Identifizierung
prognosebestimmender Einflussfaktoren, die im Zusammenhang mit der CD44 und CXCR4

Rezeptorexpression stehen und zum Ansetzen zielgerichteter Therapien dienen kdnnten.



Literaturdiskussion

2. Literaturdiskussion

2.1. Epidemiologie

Im Jahr 2020 stellte das Magenkarzinom mit uber 1 Million neu diagnostizierter Falle pro Jahr
die weltweit funfthaufigste Krebsentitat dar und umfasst somit 5,6 % aller diagnostizierten
Krebserkrankungen in der Welt. Obwohl sich die Inzidenzen im Verlauf der letzten 50 Jahre
ricklaufig zeigten, starben im Jahr 2020 etwa 769 000 Menschen aufgrund eines
Magenkarzinoms, womit dieses die Stelle der Vvierthaufigsten Krebs-assoziierten

Todesursache einnimmt (5, 6).

Dabei sind die Inzidenzen bei Mannern im Durchschnitt doppelt so hoch wie bei Frauen (5).
Im Altersvergleich zeigen sich niedrige Inzidenzen bei Menschen unter 50 Jahren. Mit
steigendem Alter nehmen auch die Inzidenzen zu. Die meisten Magenkarzinome werden im
Alter zwischen 55 und 80 Jahre diagnostiziert (6), wobei das mittlere Erkrankungsalter bei 74
Jahren liegt (22, 23).

Trotz Verbesserung und Ausbau der Therapie in den letzten Jahren zeichnet sich die
Erkrankung am Magenkarzinom durch geringe Uberlebensraten aus. Die EUROCARE-5
Studie verzeichnete in Europa im Zeitraum von 1999 bis 2007 eine durchschnittliche 5-Jahres-
Uberlebensrate (5JU) beim Magenkarzinom von 25 % (8). In den letzten Jahren war ein
leichter Anstieg der 5JU zu beobachten, welcher sich in einer 2017/18 in Deutschland

gemessenen 5JU bei Frauen von 37 % und bei Mannern von 34 % widerspiegelt (7) (Abb. 1).

Die Prognose ist dabei immer stark abhangig vom Stadium bei der Diagnose, weswegen der
Friherkennung eine herausragende Bedeutung zugeschrieben wird. Auch in den, vom Robert
Koch-Institut veréffentlichten, Krebsregisterdaten ist ein Abfall der Uberlebenszeit mit
fortgeschrittenem Erkrankungsstadium zu beobachten. So wiesen Manner beim Vorliegen
eines UICC-Stadiums von | eine 5JU von 81 % auf, wohingegen diese sich bei einem Stadium

von Il lediglich auf 27 % und bei einem Stadium von IV auf 4 % belief (7).
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prozentueller Anteil der Fille pro Stadium 5-Jahres Uberleben
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Abbildung 1: Erkrankungsstadium bei Erstdiagnose und 5JU der Patienten in Abh&ngigkeit von dem
Erkrankungsstadium bei Erstdiagnose in den USA in den Jahren 2011 bis 2017

Entnommen und Ubersetzt aus (2)

Es wird nach der anatomischen Lage des Karzinoms zwischen dem distalen Magenkarzinom
(auch Nicht-Kardia-Karzinom) und dem Karzinom des gastrodsophagealen Ubergangs (AEG,
auch Kardia-Karzinom) unterschieden. Die Kardia bezeichnet die Ubergangszone zwischen
Speiserohre und Magen und besitzt daher besondere anatomische Eigenschaften (24).
Aufgrund ihrer anatomischen Unterschiede unterscheiden sich die beiden Subtypen unter
anderem in ihrer Karzinogenese, ihrem Risikoprofil und ihrer Epidemiologie (5). Insgesamt
verzeichnet das distale Magenkarzinom héhere Inzidenzen als das AEG. 2012 erkrankten 8,8
pro 100 000 Personen am distalen Magenkarzinom und im Vergleich dazu nur 3,3 pro 100 000
Personen am AEG (25).

Es lassen sich starke geografische Unterschiede der Inzidenz und Mortalitat in der Welt
feststellen (5). So trat im Jahr 2018 der Uberwiegend gréte Anteil an Magenkarzinomen in
Landern mit einem hohen Human Development Index auf (85,6 % aller Falle (6)). Uber 60 %
aller Magenkarzinome weltweit traten in Ost- und Zentralasien, sowie Osteuropa und
Sldamerika auf. In mehreren Landern Zentralasiens, darunter Iran, Afghanistan,
Turkmenistan und Kirgistan, ist das Magenkarzinom der fihrende Todesgrund und die am
haufigsten diagnostizierte Krebsart (5). Die Inzidenzen liegen in Ostasien bei 32,1 pro 100 000
Mannern und 13,2 pro 100 000 Frauen. Im Vergleich dazu erkranken in Deutschland in den
Jahren 2017/18 nur 9,5 pro 100 000 Manner und 6,1 pro 100 000 Frauen (7, 26).

Aufgrund der hohen Fallraten in Ostasien kam es zur Einfuhrung von Screening-Programmen
in u.a. Japan und Sudkorea. Daraus folgte ein Anstieg des Anteils an erkannten
Frihkarzinomen von 15 % auf 57 % (27). In mehreren Migrationsstudien konnte ein
verminderter Einfluss der ethnischen Herkunft auf das vermehrte Auftreten von

Magenkarzinomen nachgewiesen werden, wohingegen exogene Faktoren wie Umwelt,



Ernahrung, soziodbkonomischer Status und Besiedlung mit Helicobacter pylori den gréRten

Einfluss austiben (5, 28).
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Abbildung 2: Haufigkeitsverteilung des Magenkarzinoms in der Welt

Entnommen aus (1)

Die Inzidenz- und Mortalitadtsraten des distalen Magenkarzinoms verzeichnen in den letzten
50 Jahren in den meisten Populationen einen stetigen Ruckgang. Bei jungen Erwachsenen
(<50 Jahren) lasst sich eine gegenlaufige Bewegung beobachten: in den letzten Jahren kam
es vermehrt unter weilen Menschen aus wohlhabenden Landern zu einer paradoxen
Zunahme der Magenkarzinome (29). Die Ursachen daflr sind noch nicht abschlieend geklart.
Diskutiert werden unter anderem, dass die Dysbiose des Mikrobioms des Magens zusammen
mit der modernen Lebensweise zu einem Anstieg der Pravalenz autoimmuner Gastritis und
daraus resultierenden Raten an distalen Magenkarzinomen fiihrt (30). Auflerdem wird auch
der zunehmende Antibiotikagebrauch als auch die langfristige Verwendung von
magensaurehemmenden Medikamenten mit dem Anstieg der Magenkarzinome in jungen

Generationen in Verbindung gebracht.
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2.2. Atiologie und Pathogenese

Das Magenkarzinom ist eine multifaktorielle Erkrankung. Seine Genese ist von mehreren
unterschiedlichen Risikofaktoren abhangig. Dazu zahlen unter anderem genomische,

epigenetische, metabolische, infektiése, entziindliche und onkologische Einflisse (31).
2.2.1. Helicobacter pylori

Die Hauptursache des distalen Magenkarzinoms stellen chronische H. pylori Infektionen dar,
die beim Menschen eine chronisch aktive Typ-B-Gastritis induziert. Durch Einwirkung
unterschiedlicher Umwelt- und Patienten-abhangiger Faktoren entwickelt ein Teil der
Patienten eine atrophische Gastritis und eine intestinale Metaplasie bis hin zu einem
Magenkarzinom (32). Die Entstehungen 89 % aller distalen Magenkarzinome kdnnen diesem
Bakterium zugeschrieben werden (33, 34). Daher wurde H. pylori von der ,International
Agency for Research on Cancer” der Weltgesundheitsorganisation als Klasse-I-Karzinogen
anerkannt (35). Bei H. pylori handelt es sich um ein gramnegatives Stabchenbakterium,
dessen Lebensraum die Magenschleimhaut des Menschen ist. Mithilfe des Enzyms Urease
spaltet es Harnstoff in Ammoniak und CO. und schafft sich so eine Uberlebensnische im
sauren Magenmilieu (36). 50 % der Bevdlkerung in Industrienationen ist mit H. pylori infiziert
und es lasst sich ein Zusammenhang zwischen der Pravalenz der Infektionen und der Inzidenz
von distalen Magenkarzinome herstellen (37). Dahingegen sind Karzinome des
gastrodsophagealen Ubergangs nicht generell mit H. pylori assoziiert. In den meisten Féllen
erfolgt die Infektion wahrend der Kindheit (meistens vor dem 10. Lebensjahr) und persistiert

ein Leben lang, aul3er sie wird vorher behandelt.
2.2.2. Genetische Pradisposition

Ein weiterer wichtiger Einflussfaktor ist die Genetik. Es wurden mehrere genetische
Erkrankungen identifiziert, die zu erhdhter familiarer Haufung an Magenkarzinomen fuhren. Zu
den wichtigsten Vertretern gehéren das hereditare diffuse Magenkarzinom (HDGC) und das
Lynch-Syndrom (HNPCC). Daruber hinaus sind die familidre adenomatdse Polyposis (FAP),
Li-Fraumeni-Syndrom, das Peutz-Jeghers-Syndrom (PJS), und Trager von Breast Cancer 2-
Mutationen (BRCA2) zu nennen (38). Patienten der genannten Syndrome werden
FriiherkennungsmaRnahmen wie Osophagogastroduodenoskopie und prophylaktische

Mafnahmen wie die antibiotische Behandlung von H. pylori-Infektionen empfohlen.

1-3 % aller Magenkarzinome kénnen auf das HDGC zurlckgefuhrt werden, welches durch

eine Keimbahnmutation des Cadherin-1-Gens (CDH1) entsteht und fiir das Membranprotein
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E-Cadherin kodiert (39). Bei dem HDGC handelt es sich um eine autosomal dominante, sehr
seltene Form des Magenkarzinoms, welche hoch invasiv und diffus wachst und daher eine
sehr schlechte Prognose aufweist (40). Aufgrund des hohen Lebenszeitrisikos fur die
Entwicklung eines Magenkarzinoms wird Tragern dieser Mutation zu einer prophylaktischen

totalen Gastrektomie geraten (32).
2.2.3. Weitere Risikofaktoren

Bis zu 10 % der Magenkarzinome koénnen auf weniger haufigere Ursachen zurtickgefuhrt
werden. Dazu zahlen u.a. das Epstein-Barr-Virus (EBV), die Autoimmungastritis und das
Ménétrier-Syndrom (41). Darlber hinaus stellen auRerdem Tabakrauch, geringe kdrperliche
Aktivitat, mannliches Geschlecht, hoheres Alter sowie Strahlenbelastung fur beide Subtypen

gleichermalen ein erhohtes Risiko dar (22).

Als Hauptrisikofaktoren fiir die Entstehung eines AEGs wurden vor allem Ubergewicht und

gastrodsophagealer Reflux (GERD) identifiziert.

Beim distalen Magenkarzinom Uben dahingegen niedriger soziodkonomischer Status und
Ernahrungsfaktoren einen groRReren Einfluss auf die Karzinogenese aus. Dementsprechend
beglnstigt ein hoher Alkoholkonsum, sowie Konsum salzhaltiger und geraucherter Speisen
(v.a. Fleisch und Fisch) die Entstehung eines distalen Magenkarzinoms (22, 42). In neueren
Studien wurde darlber hinaus ein synergetisches Zusammenspiel zwischen Salz und H. pylori
Infektionen festgestellt, was zu einer Hochregulation der induzierbaren Stickstoffmonoxid-
Synthase (iNOS) und der Cyclooxygenase 2 (COX-2) in der Magenschleimhaut fihrt und somit
das Risiko noch zusatzlich steigert (43, 44). Dahingegen wirken sich ein hoher Frucht- und
Gemdusekonsum, eine ballaststoffreiche Ernahrung, sowie die Zufuhr von Aspirinen oder

anderen nichtsteroidalen Antiphlogistika und Statinen protektiv auf die Onkogenese aus (22).
2.2.4, Vorsorge und Screening

Mehrere Lander mit hohen Magenkarzinominzidenzen, zu denen u.a. Japan, Sudkorea und
Chile gehoéren, haben schon unterschiedliche Screening-Programme etabliert und somit die
Rate an entdeckten Frihkarzinomen um einen wesentlichen Anteil gesteigert (9).

Aufgrund der geringen Magenkarzinominzidenzen und niedrigen H. pylori-
Durchseuchungsrate wird ein Massenscreening der Gesellschaft in Deutschland nicht
empfohlen (32).
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2.2.5. Pravention

Die Pravention von Magenkarzinomen setzt an der Vermeidung von Risikofaktoren an. Da die
chronischen H. pylori-Infektionen als grofter Risikofaktor gelten, wird schon seit einiger Zeit
die Bedeutung der Eradikation im Rahmen der Pravention diskutiert. Eine Meta-Analyse
sieben randomisierter Studien zeigt, dass die Eradikation infizierter Patienten das Krebsrisiko
um 35 % senkt (45). Darauf basierend empfehlen amerikanische und europaische Leitlinien
die Eradikation von H. pylori fir alle Patienten mit Atrophie und/oder intestinalen Metaplasien

sowie fur alle Verwandten ersten Grades von Magenkarzinompatienten (46).
2.3. Lokalisation und Metastasierung

Die meisten Magenkarzinome finden sich im Antrum- und Pylorusbereich (35 %). An der

kleinen Kurvatur finden sich ca. 30 % aller Magenkarzinome und im Kardiabereich ca. 25 %.

Osophagus
gastrodsophagealer

Ubergang
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\
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Duodenum

Abbildung 3: Anatomie des Magens

Entnommen und Gberarbeitet aus (47)

Die Metastasierung erfolgt sowohl lymphogen in die, den Magen umgebenden Lymphknoten,
hamatogen in Leber, Lunge, Knochen und Gehirn als auch per continuitatem in Osophagus,

Duodenum, Kolon, Pankreas oder ins Peritoneum (48).
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2.4. Klassifikation und Grading
2.4.1. WHO Klassifikation

Die WHO klassifiziert die Magenkarzinome aufgrund histologischer Kriterien (9). Der haufigste
Subtyp ist das Adenokarzinom mit 90 %, welches in papillares, tubulares und muzinéses
Adenokarzinom und Siegelringzellkarzinom unterteilt werden kann. Die weiteren Subtypen:
Plattenepithelkarzinom (Squaméses Karzinom), Adenosquaméses Karzinom und

undifferenzierten Karzinom sind aufgrund ihrer Seltenheit zu vernachlassigen (49).
2.4.2. Laurén-Klassifikation

Laurén untergliederte die Magenkarzinome nach ihren Wachstumsmustern in einen
intestinalen, einen diffusen und einen gemischten Wachstumstyp.

Der intestinale Typ zeichnet sich durch ein verdrdngendes, polypdses Wachstum aus und Iasst
sich gut von seiner Umgebung abgrenzen. Dieser Typ ist uberwiegend im distalen Magen zu
finden und betrifft oft altere, mannliche Personen (50). Der diffuse Typ hingegen wachst
infiltrierend ins Gewebe ein, ist schlecht abzugrenzen und meist im Korpus lokalisiert. Diese
Tumoren weisen eine schlechtere Prognose auf und betreffen haufiger jungere Personen,
insbesondere Frauen. Als Mischtyp gelten Tumoren, die sowohl Merkmale des intestinalen als
auch des diffusen Typs vereinen. Der Laurén-Klassifikation wird eine gro3e Bedeutung sowohl
fur die praoperative Auswahl des Resektionsverfahrens (49) als auch fir die prognostische

Einstufung zugeschrieben (51).
2.4.3. TNM Klassifikation

Das TNM Klassifikationssystem wird durch die Union for International Cancer Control (UICC)
festgelegt und gilt auf der ganzen Welt als Standard zur Klassifizierung solider Tumoren. Dabei
beschreibt T die Infiltrationstiefe bzw. die TumorgréRe, N wie viele lokoregionare Lymphknoten
befallen sind und M das Vorhandensein von Fernmetastasen. Dartber hinaus kann uber den
Buchstaben R aufgezeigt werden, ob nach einer Operation ein Resttumor zurtickgeblieben ist.
Zusatzlich kann durch einen Kleinbuchstaben die Informationsgewinnung angegeben werden.
So kann das Staging anhand klinischer Kriterien (cTNM) erhoben, durch eine postoperative
histopathologische Untersuchung (pTNM) oder mithilfe einer endosonografischen
Untersuchung (uUTNM) vorgenommen worden sein. Handelt es sich um ein Rezidiv, wird rTNM

verwendet und das Prafix ,.y“ impliziert eine erfolgende neoadjuvante Therapie.
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Aus der Kombination der TNM Einteilung kann das UICC-Stadium errechnet werden, welches
von | bis IV reicht. Hierbei steht UICC | fir das am wenigsten fortgeschrittene Stadium und
UICC IV fur das am weitesten fortgeschrittene Stadium (siehe Anhang, Tab. 1 und 2).

2.4.4. Grading

Unter Grading versteht man die Einteilung anhand des Differenzierungsgrades. Dabei steht
G1 fur hochdifferenzierte, G2 fur maRig differenzierte, G3 fur gering differenzierte Karzinome
und G4 flr eine fehlende Differenzierung (48). Hochdifferenziertes Tumorgewebe entspricht
dabei weitestgehend dem Aussehen des Ursprungsgewebes. Je geringer die Differenzierung,
desto weniger Ahnlichkeit besteht zum Ursprungsgewebe und desto hoher ist der
Malignitatsgrad des Tumors (48).

2.4.5. Siewert Klassifikation

Die Karzinome des gastrodsophagealen Ubergangs, welcher den Bereich 5 cm oral bis 5 cm
aboral der Kardia einschlie3t, werden nach Siewert anhand ihrer Lokalisation in drei Gruppen
eingeteilt: AEG | beinhaltet alle Adenokarzinome des distalen Osophagus im Bereich von 1
cm bis 5 cm oral der Kardia. In diesem Bereich findet man haufig Barrett-Karzinome. Die zweite
Gruppe AEG Il beinhaltet alle Kardia-Karzinome, die unter 1 cm oral und 2 cm aboral der
Kardia auftreten. Alle weiter unten entstehenden Karzinome, die bis 5 cm aboral der Kardia
entstehen, werden als subkardiale Magenkarzinome bezeichnet und gehéren der Gruppe AEG
[ll an (48).

2.4.6. TCGA Kilassifikation
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Subtypen des gastroésophagealen Karzinoms
Die Breite der Farbbander gibt den Anteil der Subtypen innerhalb der anatomischen Regionen an.

Entnommen aus (3)
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Bei der TCGA (The Cancer Genome Atlas) Klassifikation handelt es sich um eine
molekularbiologische Einteilung, die auf der Grundlage von genetischen Untersuchungen
vorgenommen wird. Molekularbiologischen und genetischen Befunden wird eine immer groRer
werdende Bedeutung bei Prognose und Therapiewahl zugeschrieben. Es werden vier
Subgruppen unterschieden. Dazu gehdren: Epstein-Barr-Virus-positive Tumoren, Tumoren
mit Mikrosatelliteninstabilitat (MSI), Genomstabile Tumoren (GS) und Chromosomeninstabile
Tumoren (CIN) (52). Diese verteilen sich, wie in Abb. 4 dargestellt, unterschiedlich auf die
einzelnen Magenabschnitte und werden in Bezug auf ihre prognostische und pradiktive

Bedeutung sowie auf mogliche Therapieentscheidungen intensiv diskutiert.
2.5. Diagnostik und Staging

Das Magenkarzinom zeichnet sich durch einen sehr langen asymptomatischen Verlauf aus,
weswegen es meist erst im Spatstadium diagnostiziert wird. Erst bei voranschreitender
Erkrankung kommt es zu unspezifischen Symptomen wie Dysphagie, abdominellen
Schmerzen, Voéllegefiihl und Unwohlsein im Oberbauch, Reflux und Brechreiz (9, 48).

Je weiter fortgeschritten das Tumorstadium ist, desto schlechter die Prognose. So hat ein
Patient mit einem Karzinom im Stadium | eine 5JU von 90 %, ein im Stadium Il von 50 bis 60
% und im Stadium Il nur noch von 10 bis 15 % (49). Daraus folgt eine herausragende

Bedeutung der Fritherkennung.

Der ,Goldstandard“ der Magenkarzinomdiagnostik stellt die Videoendoskopie dar. Laut der
aktuellen Leitlinie sollte bei Patienten mit persistierenden Alarmsymptomen und Verdacht auf
Osophagus- oder Magenkarzinom eine Osophagogastroduodenoskopie (OGD) durchgefiihrt
werden. Dabei ist es wichtig, dass sowohl Osophagus als auch Magen vollsténdig
endoskopisch untersucht und aus allen verdachtigen Bereichen Biopsien zur

histopathologischen Untersuchung entnommen werden (32).

Im Fall einer bestatigten Diagnose sollte eine vollstindige Analyse des Ausmalles des
Tumorbefalls angefertigt werden. Dies wird auch als Staging bezeichnet und wird im Fall des
Magenkarzinoms mithilfe der EUS und der Computertomografie (CT) von Thorax und
Abdomen vollzogen. Dies ist bedeutsam fur die Unterscheidung zwischen einem kurativen und
einem palliativen Therapieansatz, sowie bei der Entscheidung fir oder gegen den Beginn einer

multimodalen Behandlung.

11
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Die EUS dient der Beurteilung der Tiefenausdehnung (T-Staging) der Lasion und somit der
Differenzierung zwischen Lasionen der Mukosa und Submukosa (53). Die Beurteilung des

Lymphknotenbefalls (N-Staging) ist nur eingeschrankt moglich (54).

Nach der Beurteilung der lokalen Ausbreitung beinhaltet der zweite Teil des Stagings den
Ausschluss bzw. die Detektion von Fernmetastasen. Dies wird mittels CT von Thorax und
Abdomen, sowie Abdomenultraschall zum Ausschluss von Lebermetastasen realisiert (55).
Liegt ein Karzinom des gastrodsophagealen Ubergangs vor, wird tiber CT und Sonografie

hinaus zusatzlich eine Hals Sonografie durchgefihrt (32).

Wenn ein kurativer Therapieansatz angestrebt wird, ist das Standardverfahren zur Detektion
von Fernmetastasen ein CT von Thorax und Abdomen mit intravendser Kontrastmittelgabe,
wobei eine Distension des Magens durchgefiihrt wird. Hierbei wird der Magen durch eine
Beflllung mit Wasser ausgedehnt, wodurch eine bessere Abgrenzbarkeit des lokalen
Befundes erreicht wird (54).

In den letzten Jahren ist der Stellenwert der Laparoskopie fir das Staging des
Magenkarzinoms betrachtlich gewachsen. So wird nach der aktualisierten Leitlinie aus dem
Jahr 2019 zur Laparoskopie vor Beginn der neoadjuvanten Therapie geraten, sobald ein
fortgeschrittenes distales Magenkarzinom oder ein AEG vorliegt. Dies lasst sich durch die
Méoglichkeit des AusschlieBens von Leber- und Peritonealmetastasen und durch die

verbesserte Genauigkeit beim Staging erklaren (32).

Laborchemische Parameter zum Nachweis eines Magenkarzinoms sind nach wie vor
Gegenstand zahlreicher Studien. Sogenannte Tumormarker sind Stoffe, die entweder von
Tumorzellen selbst gebildet oder als Reaktion des Kdérpers auf den Krebs ausgeschittet
werden. Diese Substanzen kénnen im Blut nachgewiesen werden und Hinweise auf spezielle
Krebserkrankungen geben. Als bekannte und oft verwendete Tumormarker fur das
Magenkarzinom sind vor allem CEA (Carcinoembryonales Antigen), CA 19-9 (Carbohydrate-
Antigen 19-9) und CA72-4 (Cancer Antigen 72-4) zu nennen, wobei letzteres die hdchste
Spezifitdt fir das Magenkarzinom besitzt. Momentan werden noch andere Tumormarker
untersucht wie z.B. Pepsinogen I/l (56). Diese Tumormarker werden jedoch nicht nur bei
Magenkarzinomen ausgeschuttet, sondern viele interstitielle Erkrankungen fiihren zu erhdhten
Werten im Blut. Daher sind sie fir die Primardiagnostik und zur Verwendung als

Prognosefaktor ungeeignet (32).

12
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2.6. Therapie

Die Wahl der Therapie erfolgt bei jedem Patienten individuell unter Einbeziehung von
Tumorausbreitung, = Fernmetastasierung und  Patientenzustand  (Vorerkrankungen,

Allgemeinzustand u.a.) und Besprechung des Falls im interdisziplinaren Tumorboard (57).

Liegt bei dem Patienten keine Fernmetastasierung vor, kann der Patient einer kurativen
Therapie zugeflhrt werden, wohingegen die Therapie bei Vorliegen von Fernmetastasen mit
palliativer Absicht erfolgt. Die kurative Therapie des lokal fortgeschrittenen Magenkarzinoms
ist nur mittels chirurgischer Entfernung mdglich. Diese beinhaltet die vollstandige
Tumorentfernung (RO) sowie die Entfernung aller befallenen Lymphknoten in diesem Gebiet.

Die einzige Ausnahme bildet die endoskopische Entfernung von Frihkarzinomen (32).
2.6.1. Endoskopische Resektion

Unter Magenfrihkarzinomen versteht man oberflachliche Lasionen des Lumens, die sich nur
auf die Mukosa beschranken. Aufgrund der geringen Eindringtiefe der Karzinome bietet sich
eine Abtragung mittels Endoskopie an. Hierbei stehen laut der aktuellen S3-Leitlinien zwei
Verfahren zur Verfiigung: die endoskopische Mukosaresektion (EMR) und die endoskopische
Submukosadissektion (ESD). Voraussetzung fir die Anwendung der endoskopischen
Verfahren ist die Erfullung der ,Guideline Criteria“, die sich an der japanischen Klassifikation
orientieren (32). Diese Kriterien werden von Lasionen erfillt, die einen hohen bis maRigen
Differenzierungsgrad (G1 oder G2) aufweisen, deren Invasion auf die Mukosa begrenzt ist, die
keine makroskopisch erkennbaren Ulzerationen aufweisen, die en-bloc entfernt werden
kénnen und die im Falle einer erhabenen Lasion kleiner als 2 cm oder im Falle einer flachen

Lasion kleiner als 1 cm sind (9).
2.6.2. Operative Resektion

Die Gastrektomie mit D2 Lymphadenektomie (LAD) stellt das Standardverfahren zur Therapie
bei Vorliegen eines T1b oder T2 Stadiums ohne Fernmetastasen und mit Mdglichkeit der
Resektabilitdt dar. In dem weiter fortgeschrittenen Stadium T3NxMO liegt bereits eine
Serosainfiltration vor und eine Behandlung mit neoadjuvanter Chemotherapie vor

Durchfiihrung der Operation ist indiziert.
Bei der Gastrektomie gibt es drei verschiedene Varianten. Bei der subtotalen Gastrektomie

(distale Magenresektion) werden 4/5 des Magens entnommen, was eine Restmagenfunktion

gewahrleistet. Wird eine totale Gastrektomie durchgeflihrt, bleibt kein Magen erhalten, die
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Resektionsrander erstrecken sich vom distalen Osophagus bis zum proximalen Teil des
Duodenums. Die dritte Variante stellt die erweiterte Gastrektomie dar, wobei neben dem
Magen auch die Milz oder ein Teil des Pankreasschwanzes entfernt wird.

Wichtig bei der Resektion des Karzinoms ist, dass der Resektionsabstand eingehalten wird.
Dieser belauft sich beim intestinalen Typ nach Laurén auf 5 cm nach oral und beim diffusen
Typ auf 8 cm in situ. Intraoperativ werden Schnellschnitte durchgefiihrt, um die Tumorfreiheit
der Schnittrander zu beurteilen (32).

Aufgrund der frihzeitigen Lymphknotenmetastasierung (Abb. 5) wird zusatzlich zur
Gastrektomie immer eine Entfernung der Lymphknoten durchgefiihrt (58). Unter einer D1
Lymphknotendissektion versteht man die Entfernung der perigastrischen Lymphknoten. In
einer deutschen Magenkarzinomstudie konnte ein Prognosevorteil v.a. fir Tumoren der
Gruppen Il und IlIA bei der D2 LAD im Vergleich zur D1 Resektion nachgewiesen werden.
Daher ist die D2 LAD heutzutage in Deutschland als Standardverfahren festgelegt. Hierbei
werden zusatzlich zur D1 LAD die Lymphknoten entlang der gro3en Gefalle entnommen. In
der neuesten S3-Leitlinie wird die Entfernung von 25 Lymphknoten empfohlen. Die
Klassifikation pNO wird bei Nachweis 16 nicht befallener Lymphknoten vergeben (54, 57, 59,
60).

Lymphabflusswege entlang
der kleinen Kurvatur 3

c.”’
R e ) " Lymphabflusswege entlang
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Abbildung 5: Entfernte Lymphknoten bei der D1 Lymphadenektomie (a) und zusatzlich entfernte

C

Lymphknoten bei der D2 Lymphadenektomie (b)

Entnommen aus (47)
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Neben der Gastrektomie als offene Operation besteht auch die Mdglichkeit der
laparoskopischen Magenkeilresektion. Dieses Verfahren erweist sich im Vergleich zur
herkdmmlichen totalen Gastrektomie Uberlegen aufgrund der geringeren Invasivitat und damit
u.a. einer fruheren Wiederaufnahme der oralen Nahrungszufuhr, geringerer
Schmerzmittelgabe, weniger Blutungsereignisse sowie niedrigerer Aufenthaltsdauer im
Krankenhaus. Jedoch konnte zum jetzigen Zeitpunkt noch keine Uberlegenheit der
laparoskopischen Prozedur, die Uberlebens- und Rezidivraten betreffend, festgestellt werden.
Aufgrund dieser Ergebnisse wird die laparoskopische Magenkeilresektion in der Zukunft wohl
ein wesentlicher Bestandteil der chirurgischen Therapie sein; weitere Studien sind abzuwarten
(61).

2.6.3. Perioperative und neoadjuvante Therapie

Unter einer neoadjuvanten Therapie versteht man eine Therapie, die vor einer Operation
durchgeflihrt wird. Perioperativ umfasst den Zeitraum vor, wahrend und nach einem
chirurgischen Eingriff. Die neoadjuvante Therapie beim Magenkarzinom verfolgt zwei Ziele:
zum einen kdnnen sehr gro3e Tumoren, die vorher als nicht resezierbar eingestuft wurden,
mithilfe der neoadjuvanten Therapie verkleinert werden, damit sie im Nachhinein kurativ
entnommen werden kdnnen. Dieses Verfahren bezeichnet man auch als Downstaging. Zum
anderen ist davon auszugehen, dass fortgeschrittene Tumoren schon in unterschiedliche
Lokalisationen Mikrometastasen gestreut haben, die im Moment jedoch noch zu klein sind, um
im Staging erkannt zu werden. Per neoadjuvanter Behandlung werden solche
Mikrometastasen reduziert und das Auftreten von Rezidiven durch Mikrometastasen nach
erfolgreicher Resektion vermindert. Die aktuellen Leitlinien empfehlen eine neoadjuvante

Chemotherapie bei lokal fortgeschrittenen Magenkarzinomen ab der Stufe T2 und héher (32).
2.6.3.1. Neoadjuvante Chemotherapie

Im Jahr 2006 legte die von Cunningham et al. verdffentlichte britische MAGIC Phase IIl Studie
den Grundstein flr die perioperative Chemotherapie nach dem ECF/ECX-Protokoll
(Epirubicin, Cisplatin, Fluoruracil/ Capecitabin). Dabei wurde eine Patientenkohorte mit
Magen-, Kardia- und Osophaguskarzinomen, die allein chirurgische behandelt wurde, mit einer
Kohorte, die jeweils 3 Zyklen ECF pra- sowie postoperativ erhalten hatte, verglichen. Das
Ergebnis der Studie zeigte, dass sowohl die operationsbezogene Komplikationsrate als auch
die postoperative Letalitdt der beiden Kohorten Ubereinstimmten. In der neoadjuvant
behandelten Gruppe fanden sich jedoch signifikant kleinere Tumoren (3 vs. 5 cm) und auch
die Tumorstadien wurden erheblich reduziert. Daruber hinaus zeigten die Behandelten einen

Anstieg der Uberlebensraten um 25 %. Nach 5 Jahren lebten 13 % mehr der neoadjuvant
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behandelten Patienten als der rein operativ behandelten Kohorte (62). Aufgrund der
Ergebnisse dieser Studie wurde die neoadjuvante Therapie nach dem ECF-Protokoll in
Deutschland als neuer Standard regional fortgeschrittener Magenkarzinome und AEGs

postuliert.

Die 2017 von Al-Batran et al. veroffentlichte FLOT4-AIO-Studie bestatigte die Ergebnisse der
MAGIC-Studie und wies sogar mit seiner Kombination aus 5-Fluoruracil, Leucovorin,
Oxaliplatin und Docetaxel dem ECF-Protokoll Gberlegene Ergebnisse auf. Dahin gehend
zeigten sich sowohl héhere Uberlebensraten als auch starkere histopathologische
Tumorveranderungen bei der Therapie nach dem FLOT-Protokoll, was zu einem
Umschwenken von der neoadjuvanten Cisplatin-basierten Chemotherapie zur Oxaliplatin-
basierten Behandlung fuhrte. Heutzutage gilt nach den aktuellen Leitlinien die FLOT-
Kombination zur Therapie lokal fortgeschrittener, resektabler Magenkarzinome und AEGs als
Standardverfahren (63, 64).

In 6stlicheren Landern gilt das SOX-Protokoll als Standardverfahren. Dies beinhaltet Tegafur,
Gimeracil, Oteracil und Oxaliplatin. In einer Studie aus dem Jahr 2020, in dem das FLOT- mit
dem SOX-Protokoll verglichen wurde, konnte der SOX-Arm keine signifikanten Unterschiede
gegenuber dem FLOT-Arm vorweisen, weder in Bezug auf Nebenwirkungen und postoperative

Morbiditat noch auf die Tumorregression (65).

AuRerdem lauft im Moment noch eine Phase |l ESOPEC-Studie, welche die Unterschiede
einer perioperativen Chemotherapie nach dem FLOT-Schema und eine neoadjuvante
Radiochemotherapie nach dem CROSS-Protokoll (41,4Gy plus Carboplatin/Paclitaxel) bei der

Behandlung lokal fortgeschrittener AEGs und Osophaguskarzinome untersucht (66).
2.6.3.2. Neoadjuvante Radiotherapie

Nach den Ergebnissen der 2012 publizierten CROSS-Studie besteht bei der Behandlung von
Karzinomen des gastrodsophagealen Ubergangs die Md&glichkeit zur préoperativen
Radiochemotherapie nach dem CROSS-Konzept. In dieser Studie konnte eine Halbierung der
lokoregioaren Rezidive (30 % auf 14 %) und eine Erhdhung des medianen Gesamtiberlebens
von 27,1 Monaten auf 43,2 Monate mit einem Hazard Ratio (HR) von 0,73 (95 % KI: 0,55-0,98,
p=0,038) dokumentiert werden. Auflierdem zeigten sich keine Unterschiede bei der
postoperativen Morbiditat und Mortalitat. Das CROSS-Protokoll sieht eine Bestrahlung mit
41,4 Gy und eine Chemotherapie mit Carboplatin plus Paclitaxel vor (67).
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Zum heutigen Zeitpunkt kénnen diese Ergebnisse nicht auf die Magenkarzinome distal des
gastrodsophagealen Ubergangs libertragen werden. Es liegen zwar Hinweise auf eine gute
Wirksamkeit vor, jedoch kénnen aufgrund von kleinen Kontrollgruppengréfen, niedrigen
Fallzahlen und unterschiedlich angewendeten Therapieprotokollen keine verlasslichen
Aussagen getroffen werden (68). Daher beflirwortet die aktuelle Leitlinie bei distalen
Magenkarzinomen die Anwendung von Radiochemotherapie nur in Studien und noch nicht im
klinischen Alltag (32).

In weiteren aktuell laufenden Studien (TOPGEAR, ARTIST 2, CRITICS) wird die Verwendung
von Radiochemotherapie bei der Behandlung von distalen Magenkarzinomen untersucht (69-
71). Welchen Stellenwert die neoadjuvante Radiochemotherapie in der Zukunft bei der

Behandlung des Magenkarzinoms prinzipiell einnehmen wird, bleibt abzuwarten (68).
2.6.4. Adjuvante Therapie

Zum heutigen Zeitpunkt ist kein Vorteil der adjuvanten Therapie fur westliche Populationen
nachgewiesen. Die in asiatischen Populationen durchgeflihrte CLASSIC-Studie zeigte bei der
adjuvanten Applikation von 8 Zyklen Capecitabin und Oxaliplatin nach erfolgter D2-
Gastrektomie einen Anstieg der 3-JahresUberlebensrate von 59 % auf 74 %. Die
Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf die europaische Population bleibt jedoch fraglich (32,
72).

2.6.5. Zielgerichtete Therapie

Einen vielversprechenden Ansatz stellt die Behandlung des Magenkarzinoms mit dem
humanisierten Antikérper Trastuzumab dar, der auch unter dem Handelsnahmen Herceptin®
bekannt ist. Dieser richtet sich gegen den epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor 2 (human
epidermal growth factor receptor 2, HER2/neu), welcher u.a. auf der Oberflache von
Krebszellen prasentiert wird. Eine Aktivierung des HER2/neu Rezeptors bewirkt die Sicherung
des Uberlebens und eine Steigerung des Wachstums und somit eine schnelle Vermehrung
der Zelle.

In mehreren Studien konnte nachgewiesen werden, dass bei ca. 22 % aller Magenkarzinome

eine Uberexpression dieser Wachstumsrezeptoren vorliegt (73).

In der ToGA-Studie konnte gezeigt werden, dass Patienten mit lokal fortgeschrittenem
Magenkarzinom und positivem HER-2-Status (Uberexpression und/oder Amplifikation) eine
signifikante Verbesserung des progressionsfreien Uberlebens und des Gesamtiiberlebens

aufwiesen, wenn die Chemotherapie durch Trastuzumab ergénzt wurde. Das mediane
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Gesamtuberleben der Patienten konnte von 11,8 Monaten mit alleiniger Chemotherapie auf

16 Monate bei Kombination von Chemotherapie mit Trastuzumab erhdéht werden (10).

Als Folge der ToGA-Studie erhielt Trastuzumab 2010 eine Zulassung in Europa zur
Behandlung metastasierter Her2/neu positiver Magenkarzinome. Zur Indikationsstellung ist ein
dreifach positiver Nachweis der HER-2-Expression in der Immunhistochemie (IHC3+) nétig
(10).

Ein neuer Ansatzpunkt stellen die aktuell in mehreren Studien untersuchten Antikorper-
Wirkstoff-Konjugate dar. Trastuzumab-Deruxtecan gehort zu dieser Gruppe und besteht aus
einem monoklonalen HER2-Antikorper, der an einen zytotoxischen Topoisomerase-I-Inhibitor
gebunden ist. Das Wirkprinzip besteht darin, dass Trastuzumab die spezifische Bindung an
HER2/neu exprimierende Zellen vermittelt und so Deruxtecan in das Zellinnere einschleust,
wo dieses im Zellkern die Topoisomerase inhibiert und zum Zelltod fihrt. In den USA, Israel
und Japan wurde Trastuzumab-Deruxtecan bereits fir Patienten mit fortgeschrittenem oder
metastasierten Magenkarzinom als Zweitlinientherapie zugelassen, da eine bessere
Wirksamkeit im Vergleich zur Chemotherapie aufgezeigt werden konnte (74, 75). Die aktuelle
S3-Leitlinie sieht keine neoadjuvante Verwendung von Trastuzumab auferhalb klinischer

Studien vor. Die Ergebnisse laufender Studien sind abzuwarten (32).

Gegenstand laufender Studien ist ein neuer monoklonaler Antikérper: Pertuzumab. Dieser
zeichnet sich durch eine, im Vergleich zu Trastuzumab, effizientere und starkere Inhibition der
Dimerisierung des HER-2-Rezeptors aus. In aktuellen Studien wird die Erganzung von
Chemotherapie und Trastuzumab mit zuséatzlich Pertuzumab untersucht und zum jetzigen

Zeitpunkt wird sein Einsatz als optimistisch und sicher eingestuft (76).
2.6.6. Immuntherapie

Die Immuncheckpoint-Inhibition stellt einen neuen Therapieansatz dar, der in den letzten
Jahren Einzug in die Behandlung des fortgeschrittenen Magenkarzinoms genommen hat und
durch die Kombination mit konventioneller Chemotherapie zu einer Bereicherung und
Veranderung der Therapiemoglichkeiten gefuhrt hat. Unter Checkpoints versteht man
Kontrollpunkte des Immunsystems, die zur Regulation der Immunantwort fungieren.
Krebszellen kénnen sich dieser Regulationsstellen bedienen und sich mit deren Hilfe vor dem
Immunsystem verstecken. Die Immuncheckpoint-Inhibition erméglicht durch gezielte Blockade
der Kontrollpunkte, dass die Krebszellen fir das Immunsystem sichtbar werden und somit

bekampft werden kdénnen.
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Anhand der Untersuchung der TCGA-Subtypen konnten mehrere therapeutische Ansatze
herausgestellt werden. So zeigen sowohl EBV positive Tumoren als auch Tumoren mit
Mikrosatelliteninstabilitat eine Uberexpression des Programmed cell death Liganden 1 (PD-
L1). Bei PD-L1 handelt es sich um einen solchen Kontrollpunkt, der als Therapieangriffspunkt
genutzt werden kann, um die Immunantwort gegen Tumorzellen zu forcieren (77). Diesen
Angriffspunkt nutzen die neu zugelassenen monoklonalen Antikérper Nivolumab und

Pembrolizumab.

In ihrer 2021 publizierten Phase Il Studie konnten Janijigian et. al. einen Uberlebensvorteil der
mit Nivolumab plus Chemotherapie behandelten Patienten im Vergleich zu den Patienten, die
ausschlief3lich mit Chemotherapie behandelt wurden, nachweisen (78). Aufgrund dieser
Ergebnisse erlangte Nivolumab eine Zulassung fur die Behandlung PD-L1-positiver
Adenokarzinome des Magens in Europa und den USA u.a. (79). Auch Pembrolizumab erhielt
seine Zulassung in den USA fur PD-L1-positive Tumoren, da seine Anwendung die Dauer des
Ansprechens erhdhte (80). Darlber hinaus stellt die Immuntherapie mittlerweile in den USA
die Erstlinientherapie fir HERZ2-exprimierende Tumoren dar. Die Kombination aus
Pembrolizumab mit Trastuzumab und Chemotherapie verbesserte das progressionsfreie
Uberleben signifikant bei Patienten mit metastasierten HER2-positiven Magenkarzinomen
(81).

2.6.7. Palliative Therapie

Wird bei der Erstdiagnose die Existenz von Absiedlungen bdsartiger Tumorzellen an
entfernten Orten im Korper festgestellt, wird dies als Fernmetastasierung bezeichnet und der
Tumor erhalt die TNM-Klassifikation M1. Ein Vorliegen von Fernmetastasen geht mit einer
schlechten Prognose einher. So lag bei M1-klassifizierten Magenkarzinomen im Jahr 2020 die
5JU lediglich bei 5,5 % (2). In diesem Fall wird eine palliative Therapie eingeleitet. Hierbei liegt
der Fokus nicht auf der Heilung der Erkrankung, sondern das Ziel ist die Milderung der

Symptome, die Erhaltung der Lebensqualitat und die Verlangerung des Uberlebens.

Zum Erreichen dieser Ziele konnte die Wirksamkeit einer palliativen Chemotherapie bestatigt
werden. Diese kann bei Patienten mit gutem Allgemeinzustand sowohl zu einer verbesserten
Lebensqualitdt, zu einem langeren Uberleben und zu einer Verbesserung des
Allgemeinzustandes beitragen (54, 82). Zuséatzlich sollte vor Beginn der medikamentdsen
Therapie der HER2-Status ermittelt werden. Beim Vorliegen HER-2-Uberexprimierender
Tumoren kann die Chemotherapie durch den monoklonalen Antikérper Trastuzumab erganzt

werden, um einen Uberlebensvorteil zu erreichen (10).
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2.7. Tumorstroma

Unter Tumorstroma (TS) versteht man das, die Krebszellen unmittelbar umgebende, Gewebe,
welches durch sein eigenes Gefallsystem versorgt wird und einen Teil des Tumors bildet. Es
besteht zum einen aus unterschiedlichen Zellentitaten, zu denen u.a. Fibroblasten,
Endothelzellen und Immunzellen gehoren, sowie einem nicht zellularen Anteil aus u.a.
Komponenten der extrazelluldren Matrix (EZM), Zytokinen, Wachstumsfaktoren und

Hormonen (83).

Das TS bt einen modellierenden Einfluss auf die Karzinogenese und die Metastasierung von
Tumoren aus und spielt dariiber hinaus neusten Studien zufolge eine relevante Rolle bei der
Entwicklung von Therapieresistenzen. Hierbei sind die dynamischen Wechselwirkungen
zwischen den Krebszellen und ihrer Mikroumgebung essenziell (84). Die Mikroumgebung des
Tumors bildet also per se eine Nische fur maligne Zellen, die die perfekten
Wachstumsbedingungen fir Krebszellen sicherstellt.

Zur Bildung des Tumor-Mikromilieus werden normale Zellen aus der Umgebung und auch aus
dem Knochenmark mithilfe von Wachstumsfaktoren und Zytokinen sowie durch Zell-Zell-
Interaktionen rekrutiert und anschlieRend einer Umerziehung zu Tumorstromazellen
unterzogen. Tumorstromazellen sind also nicht maligne Zellen, die die Bedurfnisse der
malignen Zellen erfillen (85). Hier kdnnten daher zuklinftige Therapien ansetzen. Durch das
Durchbrechen der reziproken Signalweitergabe und das Anvisieren des Tumorstromas neben

den Tumorzellen kénnten Therapieresistenzen und Rezidive vermindert werden (84).
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28. CDh44

Cluster of Differentiation 44 (CD44) ist ein ubiquitdr vorkommendes transmembranares
Glykoprotein, welches wichtige physiologische Funktionen bei Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Interaktionen ausubt. Diese Funktionen beinhalten Signaltransduktion, Adhasion, Proliferation,

Migration, Hamatopoese und Lymphozytenaktivierung (86).

Das CD44-Oberflachenprotein setzt sich aus sieben extrazellularen Domanen, einer
Transmembrandomane und einer zytoplasmatischen Doméane zusammen (Abb. 8). Sein Gen
besteht aus 20 Exons, wobei die Exons 1-5 und 16-20 bei allen CD44 Isoformen konstant sind
und die N- bzw. C-terminalen Regionen bilden. Durch posttranslationale Modifikation und
alternatives Splicen der mittleren 10 Exons entsteht eine gro3e Anzahl variabler CD44
Isoformen (CD44v) (Abb. 7) (87).

transmem- intra-

razelluldr 3 &
extrazellular branar  zellular

KonstanteExons 1 2 3 4 § 6 78 910

AHH00 0000000000

Variable Exons v2 v3 v4 v5 v6 v7 v8 vB V10

hyaluronbindende variable zytoplasmatische
Doméne Doméne Doméne

Abbildung 6: Genomstruktur von CD44 und seiner Isoformen

Entnommen aus (4)
CD44 besteht aus 4 Regionen: der extrazellularen Region, diese besteht aus sieben
extrazellularen Domanen inklusive des N-terminalen Anteils, der fir die Bindung des Liganden
zustandig ist, der Stammregion, welche sich bei den Isoformen durch alternatives Splicing
unterschiedlich darstellt, der Transmembranregion, sowie der C-terminalen zytoplasmatischen

Region.

Die CD44s-Isoform ist die kleinste und am haufigsten auftretende Isoform. Sie entsteht ohne
alternatives Splicing aus den 10 konstanten Exons und kommt ubiquitar im Gewebe vor (4).
Im Gegensatz dazu kommen die CD44v-Isoformen im gesunden Gewebe nur auf speziellen
Zellen vor. Sie konnte u.a. auf Keratinozyten, aktivierten Lymphozyten, Makrophagen und

einigen epithelialen Zellen nachgewiesen werden (88). Eine pathologische Hochregulation der
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CD44-Expression zeigte sich bei vielen Tumorzellen epithelialen Ursprungs (89), darunter das
Mammakarzinom (15), das Pankreaskarzinom (90) und mehrere gastrointestinale Tumoren
(91).

CD44v @=» Ligandenbindende Region
CD44s Standard Stammregion
Variierende Stammregion

Transmembranire Region (TM)

. Zytoplasmatische Region (CP)
AuBere Zellmembran

YOOIV OGOPWILD Y

Innere Zellmembran

Abbildung 7: CD44 Protein Struktur
Entnommen und Ubersetzt aus (14)

CD44 gilt als weit verbreiteter Biomarker fiir Krebsstammzellen. Krebsstammzellen (CSCs)
werden Uber ihre Fahigkeiten definiert, sich selbst zu erneuern (in vivo als auch in vitro), das
Krebswachstum zu initiieren, weitere tumorinduzierende und nicht tumorinduzierende Zellen
zu produzieren, sowie sich zu differenzieren (92). Darlber hinaus weisen Krebsstammzellen

haufig Therapieresistenzen auf, was oft in Rezidiven und Metastasen resultiert (14) (Abb. 9).

Den GroRteil seiner Funktionen vollzieht CD44 (ber die Interaktion mit seinem Hauptliganden
Hyaluronsaure (HA), einem Glykosaminoglykan, welches als ein Hauptbestandteil der EZM
gilt. Durch die Bindung von CD44 an HA werden intrazellulare Signalwege induziert, die mit
einer vermehrten Zellproliferation, Zytoskelettveranderungen und der Regulation des
Uberlebens der Zelle einhergehen und generell eine erhdhte Motilitat der Zelle bewirken. Der
CD44-HA-Komplex ist ma3geblich an der Steuerung von Kontakten zwischen Zellen und der
extrazellularen Matrix beteiligt, was CD44-tragenden Zellen die transendotheliale Migration
erleichtert und somit die Neigung zur gesteigerten Invasivitdt und Metastasierung CD44-

exprimierender Krebszellen erklart.

Neben HA dienen CD44 weitere extrazellulare Matrixbestandteile als Liganden, wozu u.a.
Osteopontin  (OPN), Metalloproteinasen (MMPs), Fibronektin, Laminin, Kollagen und
Chondroitinsulfat zahlen (93). Durch die Interaktion von CD44 mit diesen Liganden wird die
Ablésung CD44 exprimierender Tumorzellen aus ihrer Verankerung und die Veranderung des

tumorumgebenden Zytoskeletts induziert. Dies fuhrt dazu, dass die Translokation der
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Krebszellen und die Entstehung von Metastasen erleichtert und weitere krebsférdernde
Signalwege aktiviert werden. Des Weiteren kénnen CD44 exprimierende Tumorzellen durch
die Fahigkeiten HA und weitere Matrixbestandteile abzubauen, in Hyaluronsaure-reiches
Gewebe vordringen und durch die Aussendung Apoptose-hemmender und
wachstumsférdernder Signale das Tumorwachstum vorantreiben. Die CD44-OPN-Verbindung
unterstitzt die Neubildung von Blutgefal3en, wodurch die notwendige Versorgung des Tumors
gesichert ist. In mehreren Studien konnte eine hohe CD44-Expression mit erhdhter Invasivitat,
vermehrter Zellproliferation und Metastasierung und Zytostatikaresistenz in Verbindung
gebracht werden (14-16).

Takaishi et al. konnten im Jahr 2009 zum ersten Mal die Existenz von CD44 positiven Zellen
mit Stammzelleigenschaften in menschlichen Magenkarzinomzelllinien nachweisen. Diese
Zellen besallen die Fahigkeiten der Selbsterneuerung, der Bildung differenzierter
Nachkommen, der Produktion CD44 negativer Zellen und der erhdhten Resistenz gegentber
dem, durch Chemotherapie und Bestrahlung ausgelosten, Zelltod (94, 95). Folglich kommt
dem Nachweis von CD44 eine herausragende Bedeutung bei der Friherkennung von
Tumoren als auch bei der Unterscheidung zwischen gesunden Zellen und Tumorzellen zu (96,
97). Des Weiteren kdnnte CD44 als Angriffspunkt fur ma3geschneiderte Therapien dienen.
Durch die gezielte Ausschaltung der Krebsstammzellen konnte weiteres Wachstum als auch

Rezidiv- und Metastasierungsverhalten unterbunden werden (98).

Auch bei gastrointestinalen Tumoren zeigten sich Zusammenhange zwischen vermehrter
CD44-Expression und Lymphknotenmetastasen, Tumorinvasivitat und Patiententberleben
(99). In einer Metaanalyse aus dem Jahr 2014 wurden die Ergebnisse von 18 Studien
untersucht. Hierbei konnte die Expression von CD44 im Magenkarzinom mit einem
fortgeschrittenem Tumorstadium und einem vermehrten Auftreten von

Lymphknotenmetastasen in Verbindung gebracht werden (12).

Nicht nur Tumorzellen selbst, sondern auch Tumorstromazellen scheinen CD44 zu
exprimieren. So konnte eine Hochregulation von CD44 in mehreren Studien auf CAFs
detektiert werden, v.a. in hypoxischen und Nahrstoff-unterversorgten Bereichen des Tumors.
Die Rolle, die CD44 im Tumorstroma innehat, ist jedoch noch nicht vollstandig geklart. Es wird
davon ausgegangen, dass CD44 als Teil der Mikroumgebung an der Sicherung des

Uberlebens der Krebszellen beteiligt ist (20).
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2.9. CXCR4

Bei CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4 (CXCR4 oder CD184) handelt es sich um ein G-Protein
gekoppeltes, transmembranares Glykoprotein. Es ist an der Zelloberflache lokalisiert und
fungiert als Chemokinrezeptor, welcher durch seinen Liganden CXCL12, auch bekannt als
Stromal cell-derived factor 1 (SDF-1a), aktiviert wird.

Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass es sich bei CXCL12 um den alleinigen Liganden
von CXCR4 handelt. In neusten Studien wurde jedoch auch die Bindung des Macrophage
migration inhibitory factor (MIF), eines atypischen Chemokins, an den CXC-Motiv-
Chemokinrezeptor 4 bestatigt. Die Hauptaufgabe von MIF besteht in der Steuerung der
Migration und Infiltration mesenchymaler Stromazellen (MSC) hin zu Tumorgewebe. Generell
ist Uber den MIF/CXCR4-Signalweg zum heutigen Stand wenig bekannt und seine Bedeutung
fur die Tumorentwicklung bleibt abzuwarten (100, 101).

A CXCR4 B CXCL12a c MIF

N-terminus ECL 2 a-helices

ECL1 RFFESH motif

N-terminus\

3-stranded N B-strand*

B-sheet B-strand* | N-terminus

4-stranded
B-sheet

ICL1

C-terminus a-helix Pseudo-(E)LR

Abbildung 8: Dreidimensionale Struktur des Chemokinrezeptors CXCR4 und seiner Liganden
CXCL12 und MIF
Entnommen aus (108)
Die Funktion des CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4 auf die Regulation von Zelladhasion und -
steuerung wird durch die Bindung von CXCL12 induziert. Infolgedessen kommt es zur
Ausschittung von Botenstoffen, sogenannten Chemotaxis. Diese bewirken, dass CXCR4-
exprimierende Tumorzellen entlang des Konzentrationsgradienten zu Orten mit hohem
CXCL12 Vorkommen migrieren, wozu unter anderem Lymphknoten, Lunge, Leber und
Knochenmark gehdéren (17). In der Zielregion wird die Krebszelle durch die Bindung von
CXCR4 an CXCL12 verankert und Uber die Aussendung antiapoptotischer Signale der Tod
der Krebszelle verhindert (102). Auf’erdem generieren die, die Krebszellen umgebenden
Stromazellen, eine gute Wachstumsumgebung flr den Tumor, indem sie durchgehend
parakrin CXCL12 sezernieren (103). Diese CXCL12 reiche Tumorumfeld bedingt ebenfalls die
Hochregulation der Angiogenese, die wiederum das Tumorwachstum férdert (104, 105). Die

Vaskulogenese wird durch das Anlocken CXCR4 positiver Vorlauferzellen aus dem
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Knochenmark zum Tumor entlang des Konzentrationsgradienten zusatzlich gesteigert, indem
diese die Bildung neuer BlutgefaRe induzieren und zur Anlockung weiterer Vorlauferzellen
beitragen (21, 106-108) (Abb. 11). Durch diese Eigenschaften lassen sich der Einfluss der
CXCL12/CXCR4-Achse auf den Tumorprogress, die Tumorangiogenese, die Entstehung von

Metastasen und das Uberleben erklaren (17, 18).

In Gber 23 soliden menschlichen Krebsentitaten konnte mittlerweile eine Uberexpression von
CXCR4/CXCL12 nachgewiesen werden (109-111). Zu diesen gehdren unter anderen das
Mammakarzinom (112), das Pankreaskarzinom (113) und das kolorektale Karzinom (110,
114). Beim Magenkarzinomen konnten erhdhte CXCR4 und CXCL12 Werte mit vermehrter
Lymphknoten- und Lebermetastasierung in Verbindung gebracht werden (13). Generell konnte
eine Assoziation hoher CXCR4 und CXCL12 Expression mit niedrigeren Uberlebensraten,
vermehrter Metastasierung und schlechterer Prognose festgestellt werden. Darauf aufbauend
wurden mehrere Studien designt, die das CXCR4-Vorkommen in gastrointestinalen Tumoren
als prognostischen Biomarker untersuchten. Eine 2015 von Lim et al. publizierte Studie konnte
demzufolge eine 92,8 % Spezifitdt und eine 75 % Sensitivitdt bei der Vorhersage von
Fernmetastasen bei Magenkarzinomen vorzeigen, indem eine Serumprobe auf das
Vorhandensein von CXCL5, CXCL12 und CEA untersucht wurde (115, 116). Fujita et al.
beschreibt in seiner Studie aus dem Jahr 2015 ebenfalls CXCR4 als neuartigen Marker fur
hochgradig metastasierende Magenkrebsstammzellen. In seinem Mausmodell zeigte er, dass
CXCR4 positive Magenkrebszellen Fahigkeiten zum Wachstum ohne Verankerung, zur
Tumorinduktion in der Maus, zur Produktion differenzierter Tochterzellen und zur Resistenz
gegenulber zytotoxischen Medikamenten aufwiesen (117). Auch eine Meta-Analyse aus dem
Jahr 2019 von 24 unabhangigen Studien, bei denen insgesamt 3637 Patienten mit
gastrointestinalen Tumoren untersucht wurden, konnte eine Verbindung zwischen der
ubermafligen CXCR4 Expression und einer daraus resultierenden schlechteren Prognose
herstellen (19).

Mit dem Wissen Uber die Bedeutung des CXCR4/CXCL12 Signalweges fur die Metastasierung
und die Prognose des Magenkarzinoms wird durch das Eingreifen an dieser Stelle ein
moglicher neuer therapeutischer und diagnostischer Ansatzpunkt geschaffen (108). Das zum
aktuellen Zeitpunkt am meisten verwendete Medikament zur Anvisierung des beschriebenen
Signalwegs stellt der CXCR4-Inhibitor AMD3100 (Plerixafor) dar (102). Durch Inhibition der
Signalweitergabe wird das Tumorwachstum und die Vermehrung der Tumorzellen
unterbunden (17). Zum jetzigen Zeitpunkt ist Plerixafor zu dieser Anwendung in Deutschland
nicht zugelassen. In aktuellen Studien werden weitere monoklonale Antikérper und Small
Molecules zum Eingriff in den CXCR4/CXCL12 Signalweg untersucht (102).
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3. Patienten, Material und Methoden

3.1. Patientenkollektiv und Datenerhebung

Das hier analysierte Kollektiv umfasst Patienten, die im Zeitraum von September 2003 bis April
2015 an der Universitadtsmedizin Mainz an einem Magenkarzinom operiert wurden. Die Studie
schliet ausschlieBlich operativ behandelte Patienten ein. Patienten, die eine alleinige
Chemotherapie oder anderweitige Therapie erhielten, werden bei dieser Untersuchung nicht
beachtet. Das Kollektiv setzt sich aus 173 Patienten zusammen, wovon bei 159 Patienten eine
immunhistochemische Untersuchung des Tumormaterials durchgefiuihrt wurde. 14 Praparate
mussten von der Auswertung ausgeschlossen werden aufgrund von nicht nachweisbarem,
nicht auffindbarem oder nicht fir die Beurteilung ausreichendem Tumormaterial. Die
statistische Auswertung erfolgte mit dem reduzierten Patientenkollektiv.

Die Patientendaten wurden aus einer bereits bestehenden Tabelle Ubernommen, die anhand
der digitalen Krankenakte der Universitdtsmedizin Mainz mittels SAP-Suchanfrage erstellt
wurde. Im April 2021 wurde die bereits bestehende Tabelle aktualisiert. Somit erstreckt sich

der Beobachtungszeitraum bis April 2021.

Die bereits bestehende SPSS-Tabelle beinhaltete folgende Patienten-, Tumor- und

Therapiecharakteristika:

o Allgemeine Patientendaten
= Alter, Geschlecht
= ggf. Todesdatum, Datum des letzten Kontaktes
= Korpergrofe und Gewicht

= Begleiterkrankungen und Risikofaktoren

e Tumordaten
=  uTNM-Stadium
=  pTNM-Stadium
» Grading
= R-Stadium
= Lokalisation des Karzinoms
» Laurén-Klassifikation

» Tumorinfiltration in Lymphgefale, Venen und Perineuralscheiden
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e Therapiedaten
= Operationsdatum
= Chemotherapie (neoadjuvant und adjuvant)

» Bestrahlung (neoadjuvant und adjuvant)

e Verlauf
= Auftreten Rezidiv/Fernmetastasen

» Tumormarker (pra- und postoperativ)

Die Tumorpraparate wurden aus dem Archiv des Institutes fir Pathologie der
Universitatsmedizin Mainz bezogen. Hierbei handelt es sich ausschliellich um OP-
GrolRpraparate, die anschlieRend geschnitten und immunhistochemisch auf die Rezeptoren

CD44 und CXCR4 gefarbt und mikroskopisch ausgewertet wurden.

3.2. Material

Im Folgenden sind alle fiir diese Studie verwendeten Gerate und Materialien aufgelistet.

1. Arbeitsgerate
e Brutschrank, Memmert
e Kuhlschrank, Liebherr KBes 4260
e Laborwaage, Sartorius LC 4200
e Dampfgarer, Braun 3216
e Farbeautomat, DAKO Cytomation Autostainer Plus
e Mikrotom, Zeiss Rotationsmikroskop Hyrax M55
e Lichtmikroskop Olympus CX21
e Lichtmikroskopkamera Olympus CX50

2. Verbrauchsmaterialien und Glaswaren
e Objekttrager, Gerhard Menzel GmbH
o Deckglaser 24x50mm, Gerhard Menzel GmbH
e Messzylinder (50ml), VWR International
e Glaskuvetten, VWR International
o Metallbugel, VWR International
e Hitzebestandige Kivetten, VWR International
¢ Pipetten, Eppendorf SE
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3. Chemikalien
e EnVision Antibody Diluent, Dako Denmark A/S
e EnVision FLEX Substrate Working Solution, Dako Denmark A/S
e Sekundarreagenz: EnVision FLEX + Rabbit (LINKER), Dako Denmark A/S
e Tertiarreagenz: EnVision FLEX HRP (horseradish peroxidase detection system),
Dako Denmark A/S
e EnVision Wash Buffer (20x), Dako Denmark A/S
e EnVision FLEX Target Retrieval Solution (50x), Dako Denmark A/S
e EnVision FLEX Block, Dako Denmark A/S
e Chromogen: FLEX DAB, Dako Denmark A/S
e 100% Ethanol (reinst), Carl Roth GmbH
e 96% Ethanol (40ml A. dest. + 960ml 100% Ethanol)
e 70% Ethanol (300ml A. dest. + 700ml 100% Ethanol)
e 50% Ethanol (500ml A. dest. + 100% Ethanol)
e Xylol, Carl Roth GmbH
e Leitungswasser, Stadtwerke Mainz
e Destilliertes Wasser, B. Braun Melsungen AG
e Hamatotoxylin, Dako Denmark A/S
e Entellan, Eukitt, Sigma Aldrich

4. Antikorper
e CXCR4 Primarantikérper Verdinnung 1:100 (Klon UMB2 (ab 124824), 1ul CXCR4
+ 99ul EnVision Antibody Diluent), Abcam Berlin
e CD44 Primarantikérper (Verdunnung 1:100 (Klon DF1485), 1yl CXCR4 + 99yl
EnVision Antibody Diluent), Dako Denmark A/S

5. Tumorpraparate
Die Paraffinblécke wurden vom pathologischen Institut der Universitatsmedizin Mainz

bezogen. Die Operation aller Patienten erfolgte an der genannten Klinik.

6. Verwendete Software
[.  Microsoft Word 356
II.  Microsoft Excel 365
lll.  SAP-Patientenversorgung
IV.  SPSS 27.0 fur Mac
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3.3. Methoden

3.3.1. Immunhistochemie im Allgemeinen

Bei der Immunhistochemie (IHC) handelt es sich um eine histologische Methode zum
Nachweis spezieller Strukturen im Praparat unter Verwendung einer Antigen-Antikdrper-
Reaktion. Der Molekulabschnitt eines Antigens, der durch den Antikorper gebunden wird, wird
als Epitop bezeichnet. Bei der immunhistochemischen Reaktion wird der Antikdrper, der an
das Epitop bindet, als Primarantikbrper bezeichnet. Er sollte eine hohe Spezifitdt und
Bindungsstarke gegenuber dem gesuchten Antigen aufweisen, um die Entstehung von
Kreuzreaktionen mit anderen Antigenen zu reduzieren. Es kann zwischen einer direkten und

einer indirekten Methode unterschieden werden.

Bei der direkten Methode ist das Enzym direkt an den Primarantikbrper gebunden. Nach
erfolgter Bindung des Antigens durch den Primarantikdrper werden alle nicht gebundenen
Antikérper abgewaschen. Durch Umsetzung des zugegebenen Substrates durch das Enzym
entsteht ein brauner Farbumschlag an der Stelle des Epitops, welcher unter dem
Lichtmikroskop beurteilt werden kann. Da es nur zu genau so vielen Farbumschlagen kommt,
wie Epitope gebunden werden, stof3t die direkte Methode bei einer geringen Anzahl an

Antigenen an ihre Grenzen (Abb. 12).

In dieser Arbeit wurde zum Nachweis der Zielstrukturen die indirekte Methode verwendet.
Sie wird heute standardmaRig eingesetzt und unterscheidet sich von der direkten Methode
durch die Verwendung eines Sekundarantikérpers. Der Primarantikdrper bindet im ersten
Schritt an das Epitop. Anschlieftend wird dieser durch den Sekundarantikdrper gebunden, der
bei dieser Methode das Enzym tragt, welches mit dem Substrat interagiert und dessen
Farbspektrum verandert. Ein Primarantikbrper kann durch mehrere Sekundarantikorper
gebunden werden. Dadurch wird eine Signalamplifikation erreicht, was den Nachweis geringer

Antigenmengen erlaubt (Abb. 12).
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Abbildung 9: Direkte und indirekte Immunhistochemie

3.3.2. Immunhistochemische Farbungen CD44 und CXCR4
3.3.2.1. Vorbereitung der Praparate

Im ersten Schritt der Vorbereitung erfolgt das Schneiden der paraffinierten Tumorbldcke
mithilfe eines Mikrotoms in 4 um dicke Schnitte und das Aufziehen der fertigen Schnitte auf
einen Objekttrager. Anschlielend mussen die paraffinierten Schnitte entparaffiniert und
rehydriert werden, was durch die Gabe in ein Xylolbad und die Fihrung durch eine
absteigende Alkoholreihe geschieht. Das Schema sieht wie folgt aus und erfolgt bei

Raumtemperatur:

3 x 5min. reines Xylol

2 x 5min. 100%iges Ethanol
2 x 5 min. 96%iges Ethanol
2 x 5min. 70%iges Ethanol
2 x 5min. 50%iges Ethanol

o kb w0 Dd =

Nachfolgend werden die Schnitte in destilliertem Wasser gespllt und in die Dako EnVision
Target Retrieval Solution Pufferlésung (Citratpuffer, pH 6,1) gelegt. Hier erfolgt die Epitop-
Demaskierung durch Hitze im Dampfgarer bei 95 °C fir 35 min. Dies ist notwendig, da die
Konservierung der Schnitte in Formalin zu Veranderungen der Struktur der Epitope fihrt,
wodurch die Antikorper nicht binden konnen. Durch Hitze werden diese Vernetzungen
aufgebrochen und die Antikdrperbindung an die Epitope wieder ermdglicht.

AbschlieRend werden die Schnitte im Leitungswasser fir 7 min abgekuhlt und nachfolgend in
der Pufferldésung FLEX Wash Buffer fir 5 min aufbewahrt. Im weiteren Verlauf es ist wichtig,

das Austrocknen der nun rehydrierten Praparate zu verhindern.
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3.3.2.2. Ablauf der Farbung

Um jedes Praparat unter den gleichen Bedingungen zu farben, wurden die IHC mithilfe des
Farbeautomaten ,DAKO Cytomation Autostainer Plus® durchgefuhrt. Hierbei wurde sich am
Farbeprotokoll des Herstellers orientiert, die Reagenzien in ihre vorgesehenen
Haltevorrichtungen eingefigt und die Objekttrager an den daflir vorgesehenen Stellen
eingelegt.

Es wurde ein eindeutig stark positiv gefarbtes Praparat als Positivkontrolle eingesetzt und eine
Negativkontrolle mithilfe desselben Praparats ohne Behandlung mit Erstantikbrpern
durchgeflhrt.

1. Schritt: Enzymblockierung

Durch Zugabe von 100 pl Flex Peroxidase Blocking Reagent wurden die im Gewebe
vorkommenden Peroxidasen blockiert. Dies ist notwendig, um eine Verfalschung der
Ergebnisse durch unspezifische Bindungen und Enzymreaktionen zu vermeiden und somit
eine Hintergrundfarbung zu minimieren. Die Inkubation erfolgt bei jedem Schritt fir 5 min.

AnschlieRend werden die Schnitte mit TRS-Puffer gewaschen.
2. Schritt: Zugabe des Primarantikorpers

Als Nachstes erfolgt die Applikation der Primarantikérper. Hierzu werden sowohl die CXCR4-
als auch die CD44-Antikorper in Dosierungen von je 100 ul pro Schnitt aufgetragen und fir 30
min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend werden die Schnitte mit TRS-Puffer

gewaschen.
3. Schritt: Zugabe des Sekundarantikorpers

Im nachsten Schritt wird der Sekundarantikérper (FLEX+ Rabbit (LINKER)) hinzugegeben,
welcher 15 min bei Raumtemperatur auf den Schnitten verbleibt. AnschlieRend werden die

Schnitte mit TRS-Puffer gewaschen.
4. Schritt: Polymerreaktion

Im vierten Schritt erfolgt die Zugabe von 100 ul Tertidrreagenz (EnVision FLEX HRP) pro
Schnitt. Dieses mit HRP markierte Polymer bindet an den Sekundarantikérper und wird fur 20

min auf den Schnitten belassen, bis wieder eine Reinigung der Schnitte mit TRS-Puffer erfolgt.
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5. Sichtbarmachen durch DAB-Chromogen Farbumschlag

Durch das Auftragen des Chromogens Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid (DAB) auf die
Praparate wird die Antigen-Antikdrperreaktion sichtbar gemacht. DAB fungiert als Substrat der
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP) und wird durch diese zu einem braunen
Farbstoff umgewandelt. Die Inkubation des DABs erfolgt jeweils fir 5 min. AnschlieRend
werden die Schnitte mit TRS-Puffer gewaschen. Es erfolgt eine erneute Wiederholung des
funften Schritts.

6. Gegenfarbung mit Himatotoxylin

Zur Darstellung des restlichen Gewebes und zum Erreichen eines besseren Kontrastes erfolgt
eine Gegenfarbung mit 100 ul Hamatoxylin fir jeweils 3 min pro Schnitt bei Raumtemperatur.
Nachfolgend werden die Praparate unter flieRendem Leitungswasser fur 10 min gespult und
anschlielend fur 5 min in destilliertem Wasser geschwenkt.

Zur Durchfiihrung der Dehydrierung werden die Schnitte jeweils 5 min nacheinander durch die
aufsteigende Alkoholreihe beférdert. Die Dehydrierung wird durch ein dreifaches Tauchen in

Xylol beendet, was die Schnitte erneut reinigt und entfettet. Das Schema lautet wie folgt:

2 x 5min. 50%iges Ethanol
2 x 5 min. 70%iges Ethanol
2 x 5min. 96%iges Ethanol
2 x 5min. 100%iges Ethanol

3 x 5min. reines Xylol

o kb w0 Dbd =

Im letzten Schritt werden die fertigen Schnitte mit Entellan auf einem Objekttrager positioniert

und mit einem Deckglas unter Ausstreichen moglicher Luftblaschen eingedeckelt.
3.3.3. Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Es wurden 159 histologische GroRpraparate immunhistochemisch gefarbt und ausgewertet.
Die Auswertung der Schnitte erfolgte mithilfe des Lichtmikroskops der Firma Olympus, wobei
die 10xer, 20xer und 40xer VergroRerung verwendet wurde. Eine unabhangige Kontrolle
erfolgte durch Herrn Dr. med. Arno Schad des Instituts flr Pathologie der Universitdtsmedizin
Mainz. Dabei fand die Beurteilung der gefarbten Schnitte verblindet statt, ohne Wissen lber

die dazugehorigen Patienten und deren Charakteristika.

Bei der Beurteilung der Schnitte waren grof3e Unterschiede der Intensitaten der Farbungen

auffallig. In der Literatur erfolgt die Einteilung der Farbeintensitat meist in 4 Kategorien: (0),
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schwach (1), moderat (2) und stark (3). Hierbei bedeutet ein negatives Farbeergebnis, dass
die gesuchte Struktur nicht vorhanden ist und daher keine Bindung des Primarantikérpers an
die gesuchte Struktur stattgefunden hat. Infolgedessen ist kein Farbumschlag als Nachweis
der Proteinexpression erkennbar. Ein schwaches Farbeergebnis bedeutet eine geringe
Proteindichte. Der Nachweis eines moderaten oder starken Farbumschlags wird als hohe oder
Uberexpression beschrieben. Nach dieser Methode erfolgte ebenfalls die Einteilung der

Farbeergebnisse unseres Kollektivs.

Die Heterogenitat der Tumoren beschrankte sich jedoch nicht nur auf die unterschiedlichen
Starkegrade der Farbung, sondern auch der Anteil an gefarbten Zellen innerhalb eines Tumors
variiert stark. So zeigten viele Tumoren nur punktuell gefarbte Zellareale und waren nicht
gleichmaRig im gesamten Tumorzellverband gefarbt. Dies veranlasste zur Einteilung der
Tumoren in weitere vier Kategorien anhand ihres Anteils positiver Zellen, um dadurch eine
bessere Vergleichbarkeit der Praparate untereinander zu gewahrleisten. Bei einem gefarbten
Anteil zwischen 1 bis 20 % erhielt das Praparat die Kategorie 1, bei einem Anteil von 21 bis
50 % die Kategorie 2 und bei einem Anteil von Uber 50 % die Kategorie 3. Nicht gefarbte
Tumoren wurden als Kategorie 0 eingestuft. Bei dieser Einstufung wurden auch Tumoren mit

sehr geringem gefarbten Tumoranteil als positiv gewertet.

Um die beschriebene Heterogenitat der gefarbten Areale innerhalb eines Tumors starker zu
gewichten, wurde zur Beurteilung der CD44 Expression in der Membran in Anlehnung an den
vom Remmele et al. 1987 beschriebene Immunreaktive Score (IRS) hinzugezogen (118).

Dieser berechnet sich nach der folgenden Formel:
IRS = Farbeintensitat * gefarbter Anteil

Dazu wurde eine neue Variable kreiert, die die Farbeintensitat (negativ=0, schwach=1,
moderat=2 und stark=3) mit dem gefarbten Anteil (0 %=0, 1-20 %=1, 21-50 %=2 und > 50
%=3) multipliziert. Die entstandenen Werte haben eine Spannweite von 0 (negativ) bis 9 (Uber
50% stark gefarbt). Wie im untenstehenden Schaubild dargestellt (Abb. 13), wurden im
nachsten Schritt die Tumoren mit negativer bzw. schwacher Farbung und einem geringen
gefarbten Anteil (0-2) verglichen mit Tumoren moderater und starker Expression, die einen
groRen gefarbten Anteil aufzeigten (3,4,6,9). Im Folgenden wird zur Untersuchung der CD44
Membranfarbung immer der berechnete Score zur Anwendung gebracht (Tab. 4). Bei der
CXCR4 Membranfarbung wurde aufgrund der geringen Anzahl gefarbter Praparate auf die

Verwendung des IRS verzichtet.
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Abbildung 10: Berechnung des CD44-Membranfarbungsscores
CD44 Bedeutung
Score
0 negativer Tumor, kein gefarbter Anteil
1 geringer Teil des Tumors ist schwach gefarbt
2 mittlerer Teil des Tumors ist schwach gefarbt oder kleiner Teil des Tumors ist moderat
gefarbt

3 groRer Teil des Tumors ist schwach gefarbt oder ein kleiner Teil des Tumors ist stark gefarbt
4 mittlerer Teil des Tumors ist moderat gefarbt
6 groRer Teil des Tumors ist moderat gefarbt oder mittlerer Teil des Tumors ist stark gefarbt
9 groRer Teil des Tumors ist stark gefarbt

Tabelle 1: Werte des CD44-Membranfarbungsscores und ihre Bedeutung

Zusatzlich wurde die Farbung des Tumorstromas beurteilt. Auch hier gab es eine grofde
Variabilitat zwischen den Praparaten. In manchen Praparaten war ausschlief3lich das
Tumorstroma gefarbt und der Tumor zeigte sich komplett negativ (s. Abbildung 23), in
anderen waren sowohl Tumorstroma als auch Tumor gefarbt. Dies ist gut in der Abbildung
22 B zu sehen. Hier ist auf der rechten Bildseite keine Farbung der Krebszellen zu erkennen,

das Tumorstroma weist jedoch eine Farbung auf. Auf der linken Seite des Bildes sind sowohl
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Tumor als auch Tumorstroma gefarbt und es ist schwierig diese beiden voneinander

abzugrenzen.
3.3.4. Statistische Auswertung

Die statistische Analyse der erhobenen Daten erfolgte mithilfe der Statistiksoftware SPSS
Statistics (Statistical Package for Social Sciences, Softwareversion: 27.0). Die bereits
bestehende SPSS-Tabelle wurde mit den erhobenen Farbeergebnissen vervollstandigt und
aktualisiert. Herr Dr. Manuel Herbst vom Institut fir Medizinische Biometrie, Epidemiologie und
Informatik (IMBEI) der Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz begleitete die Auswertung

beratend.

Zunachst wurde eine deskriptive Statistik des Gesamtkollektivs angefertigt, wobei die
Haufigkeiten aller Patienten-, Tumor- und Therapievariablen berilcksichtigt wurden.
AnschlieRend erfolgte eine deskriptive Darstellung der immunhistochemischen
Farbeergebnisse in tabellarischer, grafischer und geschriebener Form. Mittels Kreuztabellen
und dem exakten Fisher-Test wurden die Expression von CD44 und CXCR4 und die vorher
untersuchten klinischen Daten auf Ubereinstimmungen Uberprift. Die Beurteilung der
Gesamtiiberlebenszeit (ULZ) erfolgte anhand von Kaplan-Meier-Kurven. Auf der x-Achse ist
das Uberleben in Monaten dargestellt und auf der y-Achse lassen sich die kumulativen
Uberlebenszeitraten ablesen. Zur Untersuchung méglicher Unterschiede zwischen den
Gruppen wurde der Log-Rank-Test durchgefiihrt. Hierbei wurden Patienten, die im Laufe des
Beobachtungszeitraums den festgelegten Endpunkt (hier: Tod) noch nicht erreicht haben, als

zensierte Falle mit einbezogen.

AbschlieRend erfolgte eine Analyse mehrerer Variablen auf das Gesamtiiberleben mittels Cox-

Regressionsmodellen. Das Signifikanzniveau wurde generell auf 5 % (p<0,05) festgelegt.
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4. Ergebnisse

4.1. Allgemeine deskriptive Statistik des Gesamtkollektivs

Die im Folgenden aufgeflihrten Ergebnisse der statistischen Auswertung beziehen sich

ausschlieBlich auf die immunhistochemisch untersuchten 159 Patienten.

411. Patientendaten
Patientencharakteristik Anzahl, n= Haufigkeit in %
Gesamtzahl 159 100
Geschlecht mannlich 109 68,6
weiblich 50 31,4
Alter bei Erstdiagnose Minimum 30
Maximum 84
Mittelwert 63,6
Std.-Abweichung (SD) 12,3
Adipositas (ab BMI 25) nein 64 40,3
ja 85 53,5
fehlend 10 6,3
Helicobacter pylori nein 83 52,2
ja 27 17
fehlend 49 30,8
Nikotinkonsum nein 38 23,9
ja 72 45,3
fehlend 49 30,8
Diabetes mellitus nein 106 66,7
ja 36 22,6
fehlend 17 10,7
Hypertonie nein 56 35,2
ja 87 54,7
fehlend 16 10,1
Refluxdsophagitis/Gastritis nein 51 32,1
ja 85 53,5
fehlend 23 14,5

Tabelle 2: allgemeine Patientencharakteristika
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Das untersuchte Patientenkollektiv setzt sich aus 68,6 % Mannern (n=109) und 31,4 % Frauen
(n=50) zusammen. Somit liegt das Verhaltnis der Geschlechterverteilung bei knapp 2:1. Das
Durchschnittsalter bei Erstdiagnose belauft sich auf 63,6 Jahre (SD 12,3), wobei der jlingste
Patient im Alter von 30 Jahren und der alteste Patient im Alter von 84 Jahren diagnostiziert

wurden.

In Bezug auf die Risikofaktoren wurde bei 53,5 % der beurteilten Patienten ein Body-Mass-
Index (BMI) von uber 25 festgestellt (n=85). Auflerdem gaben 45,3 % (n=72) einen
Nikotinkonsum an, 22, 6 % (n=36) litten an Diabetes mellitus und 54,7 % (n=87) an arterieller
Hypertonie. Darliber hinaus wurden nur bei 17 % (n=27) eine Besiedlung mit Helicobacter
pylori (30 % ohne Angaben) nachgewiesen.

4.1.2. Tumorcharakteristika

41.21. Tumorlokalisation

Bei der Beurteilung der Lokalisation des Magenkarzinoms wurden mit Abstand die meisten
Karzinome in der Kardia detektiert (39 %, n=62). Insgesamt war ziemlich genau die Halfte aller
Karzinome im Mageneingang bzw. im gastrodsophagealen Ubergang lokalisiert (50,3 %,
n=80), die dUbrigen 49,7 % (n=79) im Magen. Die zweit- und dritthdufigsten
Karzinomlokalisationen waren Korpus und Antrum mit 23,3 % und 21,4 %. Nur 1 Patient zeigte

ein Karzinomwachstum im Fundus und 3 Patienten im Pylorus.

Lokalisation des Karzinoms

60

40

Haufigkeit

20

Magen AEG 1 AEG 2/ AEG 3/ Fundus Korpus Antrum Pylorus
(Barrett, Kardia subkardial
_dist.
Osphagus)

Abbildung 11: Lokalisationen des Karzinoms
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4.1.2.2. Praoperatives Staging

Nur etwa die Halfte der Patienten durchlief ein préaoperatives Staging, wobei bei 53 Patienten
(33,3 %) ein uT3 oder uT4 Status festgestellt wurde. Auch der Befall der Lymphknoten wurde
endoskopisch beurteilt. Hier zeigten 25,2 % (n=40) Patienten keinen Befall und 32,1 % (n=51)
einen N1 Befall oder héher. Ebenso wurde praoperativ bei 51 Patienten das Vorliegen von
Tumormarkern untersucht. Im Zuge dessen wurde bei 26 Patienten (16,1 %) u.a. erhéhte
Werte von CA 72-4, CA 19-9 und CEA nachgewiesen. Bei den restlichen untersuchten 25

Patienten (15,7 %) konnten keine erhdhten Werte festgestellt werden.
4.1.2.3. Postoperatives Staging

Eine postoperative Beurteilung der Tumorcharakteristika wurde bei fast allen im Kollektiv
eingeschlossenen Patienten durchgefliihrt. Die Beurteilung erfolgte u.a. anhand der TNM-
Klassifikation. Hierbei wurden knapp die Halfte, 44,6 % (n=71), der Tumoren als Tumoren
kleiner GroéRRe in die Stadien T1 und T2 eingestuft und die anderen 54 % (n=86) in die Stadien
T3 und T4. Der grofite Teil der Tumoren wies zum Zeitpunkt der Operation bereits eine groRere
Ausdehnung auf und wurde daher in das Stadium T3 eingeteilt (42,1 %, n=67). Insgesamt
wurde kein Tumor ins Stadium TO klassifiziert. Bei der Beurteilung der Lymphknoten wiesen
39,6 % (n=63) keine Lymphknotenmetastasen auf. Bei 584 % (n=93) konnten
Lymphknotenmetastasen nachgewiesen werden, wobei jeweils 20,1 % Stadium N1 und N2 (je
n=32) und 18,2 % (n=29) mit Uber 7 befallenen Lymphknoten Stadium N3 zeigten. In 26 Fallen
(16,4 %) wurden Fernmetastasen nachgewiesen, wobei das Peritoneum bei 11 Patienten, die
Leber bei 4 Patienten und die Knochen bei 3 Patienten befallen waren. Bei der Beurteilung
des Differenzierungsgrades wurde bei 39 % (n=62) eine gute Differenzierung bestimmt
(Stadium G1 und G2). Zum Zeitpunkt der Beurteilung zeigte sich bei 55,3 % bereits ein
schlechter Differenzierungsgrad (G3 und G4). Bei 150 Patienten des Kollektivs wurde das
Wachstumsmuster nach Laurén bestimmt. Hierbei zeigten die meisten Tumoren ein
intestinales Wachstumsmuster mit 37,1 %. Des Weiteren konnte bei 26,4 % ein diffuses
Wachstum nachgewiesen werden. Nur 5,7 % wiesen einen Mischtyp auf. In 89,3 % (n=142)
der Falle konnte der Tumor ohne Ruckstande in den Réndern entfernt werden. Bei lediglich
7,5 % (n=12) der Patienten blieben Tumorreste zuriick (R1+R2). (Tab. 7)
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Anzahl n= Haufigkeit in %
Laurén-Klassifikation Intestinal 59 37,1
Diffus 42 26,4
Mischtyp 9 5,7
fehlend 49 30,8
T-Status pT1 36 22,6
pT2 35 22
pT3 67 421
pT4 19 11,9
fehlend 2 1,3
N-Status pNO 63 39,6
pN1 32 20,1
pN2 32 20,1
pN3 29 18,2
fehlend 3 1,9
M-Status pMO 101 63,5
pM1 26 16,4
fehlend 32 20,1
Grading G1 7 4.4
G2 55 34,6
G3 88 55,3
fehlend 9 5,7
R-Status RO 142 89,3
R1 12 7.5
fehlend 5 3,1

Tabelle 3: Histopathologische Tumorcharakteristika

4.1.3. Therapie

Da das untersuchte Probenmaterial bei der Operation enthommen wurde, stellt die Operation
das zentrale Element jeder Therapie dar, die bei den 159 eingeschlossenen Patienten
durchgefuhrt wurde. Es lassen sich jedoch Unterschiede der neoadjuvanten und adjuvanten
Therapie feststellen. Der Therapiealgorithmus bezogen auf die Chemotherapie des
Patientenkollektivs ist in der Abbildung 12 dargestellt.

Eine neoadjuvante Targeted Therapy wurde einzig in 8 Fallen vollzogen. Dahingegen erhielten
68 Patienten eine neoadjuvante Chemotherapie (42,8 %). Dabei kann unterschieden werden
zwischen 23,9 %, die das PLF oder ECX/ECF-Protokoll erhielten und 18,9 %, die Oxaliplatin-
basiert therapiert wurden. Nur 4,4 % der eingeschlossenen Patienten wurden neoadjuvant
bestrahlt.
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Etwas Uber die Halfte der Patienten wurde im Anschluss an die Operation nicht mit einer
adjuvanten Chemotherapie weiterbehandelt. Lediglich 68 Patienten erhielten eine adjuvante
Chemotherapie, wobei bei 25 das PLF oder ECX/ECF Protokoll angewendet wurde, 17 mit
dem FLOT-Protokoll therapiert wurden und 14 entweder mit FLO/FOLFOX, mit Oxaliplatin und
Epirubicin oder mit XELOX versorgt wurden. 9 weitere Patienten erhielten andere

Chemotherapiekombinationen.

Nach der adjuvanten Therapie wurden bei 42 Patienten die Tumormarker noch einmal
bestimmt. Dabei zeigten 12,6 % (n=20) keine erh6hten Tumormarker. Bei den restlichen 22
Patienten konnten u.a. erhéhte CA 19-9, CEA und CA 72-4-Werte nachgewiesen werden.

Im Verlauf wurde bei 35,2 % (n=56) das Auftreten von Rezidiven oder Metastasen registriert.
24 Patienten (15,1 %) blieben dagegen metastasenfrei. Fir die Halfte der Falle lagen zum

Zeitpunkt der Datenerfassung keine Informationen vor.

Erstdiagnose Magenkarzinom
n= 159
N
E
o]
A .
D Neoadjuvante Keine neoadjuvante
J Chemotherapie Chemotherapie
U n=68 n=91
%
A
N
T A 4 A 4
OPERATION
n=159
L \
A
D 47 18 11
J 20 63
u \ / \
X Adjuvante
N Chemotherapie fehlend
T n=65
v
Nur Neoadjuvante Nur adjuvante Weder
neoadjuvante und adjuvante Chemotherapie neoadjuvante
Chemotherapie Chemotherapie noch adjuvante
Chemotherapie
n=20 n=47 n=18 n=63

Abbildung 12: Therapiealgorithmus des Patientenkollektivs
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4.2. Geschlechtsanalyse des Kollektivs

mannlich

weiblich

Mittelwert = 65,03 Mittelwert = 60,44
20011 Std.-Abw. = 12,067 Std.-Abw. = 12,299
n=104 n=48

Haufigkeit
Haufigkeit

0.
20 40 60 80 ! 20 40 60 50

Alter bei Erstdiagnose Alter bei Erstdiagnose

Abbildung 13: Altersverteilung (in Jahren) des Gesamtkollektivs bei Erstdiagnose aufgeteilt nach

dem Geschlecht

Abhangig vom Geschlecht der Patienten konnten auffallige Unterschiede bei der Auspragung
diverser Tumorcharakteristika detektiert werden (Abb. 16). Bei deutlich mehr Frauen wurde
die Erstdiagnose des Magenkarzinoms vor Vollendung des 65. Lebensjahrs gestellt (p=0,028).
64 % (n=31) aller Frauen wurden vor Vollendung des 65. Lebensjahrs diagnostiziert, im

Vergleich zu 45 % (n=49) aller Manner, die generell eine spatere Diagnose erhielten (Tab. 8).

Alter <= 65 Alter >65 gesamt
mannlich 49 (45%) 60 (55%) 109
weiblich 32 (64%) 18 (36%) 50
gesamt 81 78 159

Tabelle 4: Zusammenhang zwischen dem Alter und dem Geschlecht (p=0,028) (Angaben in der

Tabelle in Anzahl (Haufigkeiten in %)

Bei Betrachtung der Lymphknotenmetastasierung war es deutlich erkennbar, dass diese o6fter
bei Mannern nachweisbar war (Tab. 9). So zeigten bei Erstdiagnose bereits 73 der insgesamt
109 mannlichen Patienten Lymphknotenmetastasen (67 %), wohingegen nur bei 20 der
insgesamt 47 Frauen (42,6 %) Lymphknotenmetastasen zum Zeitpunkt der Operation

nachgewiesen werden konnten.

NO N1+N2+N3 | fehlend | gesamt
mannlich 36 (33%) 73 (67%) 0 109
weiblich 27 (57,4%) 20 (42,6%) | 3 50
gesamt 63 93 3 159

Tabelle 5: Zusammenhang zwischen einer Lymphknotenbeteiligung und dem Geschlecht (p=0,005)

(Angaben in der Tabelle in Anzahl (Haufigkeiten in %)
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Bei der Lokalisation des Karzinoms stellte sich die Geschlechtsverteilung ahnlich dar. 61,5 %
Karzinome, die bei mannlichen Patienten nachgewiesen wurden, befanden sich am

gastrodsophagealen Ubergang, wohingegen nur 26 % (n=13) aller Magenkarzinome bei
weiblichen Patienten als AEG kategorisiert wurden (Tab. 10).

Magen AEG gesamt
mannlich | 42 (38,5%) 67 (61,5%) | 109
weiblich 37 (74%) 13 (26%) 50
gesamt 79 80 159

Tabelle 6: Zusammenhang zwischen der Tumorlokalisation und dem Geschlecht (p<0,001) (Angaben
in der Tabelle in Anzahl (Haufigkeiten in %)

Ein weiterer mdglicher Zusammenhang lasst sich im Hinblick auf die Laurén-Klassifikation
vermuten. Tendenziell zeigten Manner haufiger einen intestinalen (65,1 %) als einen diffusen
Wachstumstyp nach Laurén (34,9 %). Der Zusammenhang konnte mit dem exakten T-Test

nach Fischer im untersuchten Kollektiv jedoch nicht als signifikant bestatigt werden (p=0,097,
Tab. 11 und Abb. 17).

intestinal diffus fehlend | gesamt
mannlich | 41 (65,1%) 22 (34,9%) | 46 109
weiblich 18 (47,4%) 20 (52,6%) | 12 50
gesamt 59 42 58 101

Tabelle 7: Zusammenhang zwischen der Laurén-Klassifikation und dem Geschlecht (p=0,097)

Geschlecht

B minnlich
BMweiblich

Anzahl
Anzahl

<65 >65 Magen AEG

Alter Lokalisation des Karzinoms

Abbildung 14: Geschlechterverteilung in Abhangigkeit von Alter bei Erstdiagnose (links) und

Lokalisation des Karzinoms (rechts)
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4.3. Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

In den folgenden Abbildungen (Abb. 15-23) sind die Ergebnisse der immunhistochemischen
Farbung mit Antikdrpern gegen CXCR4 und CD44 dargestellt. Die Expression der
Oberflachenproteine ist durch eine braune Farbung der Zellmembran zu erkennen (Abb. 15,
links). Bei Nichtexpression tritt dieser Farbumschlag nicht auf und das Praparat wird als

negativ gewertet (Abb. 15, rechts).

Abbildung 15: starke, positive Membranfarbung (links) und negativer Tumor (rechts)

Bei der Einteilung des Tumorgewebes wurde zwischen leicht, moderat und stark gefarbten
Tumorzellen unterschieden. Die Einteilung der Farbung des Tumorstromas erfolgte nur in
positiv oder negativ. Tumorzellen wurden als positiv gewertet, wenn sie eine vollstandige und
ausschlielliche Membranfarbung aufzeigten. Neben der membrangebundenen Farbung der
Tumorzellen wiesen zum Teil gesunde Zellen des Magengewebes eine positive Farbreaktion
auf. Diese Farbungen fanden keine Berlicksichtigung in der Auswertung.

Im Vergleich zur leichten Membranfarbung (Abb. 16, 17) lassen sich bei den moderaten und
starken Farbungen (Abb. 18-21) die Tumorzellen durch die intensive Farbung sehr gut
voneinander abgrenzen. Bei nicht gefarbten Praparaten zeigen sich die Zellwande graulich
bzw. sind optisch schlecht von dem Zytoplasma zu trennen (Abb. 15). Die stark gefarbten
Zellen weisen im Vergleich zu den moderat gefarbten Zellen eine sehr prominente
Membranfarbung auf.

Dariber hinaus war eine grofl3e Heterogenitat des Farbeverhaltens erkennbar. Zum Teil zeigte
sich eine homogene, durchgehende Farbung in einer Intensitat des gesamten Tumors. In
anderen Praparaten zeigte sich der Tumor nur punktuell gefarbt. Zur Veranschaulichung
dieser Heterogenitat dient die Abbildung 22. Auf der linken Seite ist in einem Praparat stark
gefarbtes Tumorgewebe direkt neben komplett negativen Tumorzellen erkennbar. In
derselben Abbildung auf der rechten Seite zeigt sich ein Farbumschlag ausschlielich in der

Wachstumsfront des Tumors, was bedeutet, dass dieser ausschliellich dort CD44 exprimiert.
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1. Leichte Farbeintensitat CD44

C D
Abbildung 16 (A-D): Ausschnitte leichter CD44 Farbeintensitaten

2. Leichte Farbeintensitat CXCR4

A B
Abbildung 17 (A-B): Ausschnitte leichter CXCR4 Farbeintensitaten
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3. Mittlere/Moderate Farbeintensitat CD44

C D
Abbildung 18 (A-D): Ausschnitte moderater CD44 Farbeintensitaten

4. Mittlere/Moderate Farbeintensitat CXCR4

A B
Abbildung 19 (A-B): Ausschnitte moderater CXCR4 Farbeintensitaten
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5. Starke Farbeintensitat CD44

Abbildung 20 (A-D): Ausschnitter starker CD44 Farbeintensitaten

6. Starke Farbintensitat CXCR4

A B

Abbildung 21 (A-B): Ausschnitte starker CXCR4 Farbeintensitaten
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7. Heterogenitat der Farbeintensitaten in einem Préaparat

C F

Abbildung 22: Heterogenitat der Farbungseigenschaften der einzelnen Zellen innerhalb eines

Karzinoms
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8. Tumorstroma

C D

Abbildung 23: Tumorstromafarbungen
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4.4. Deskriptive Statistik der Farbeergebnisse
4.4.1. Deskriptive Statistik der CD44 Farbungen

In etwas mehr als der Halfte der Praparate (51,6 %) konnte eine CD44-Membranfarbung
nachgewiesen werden. Davon war der grof3te Anteil moderat (19,5 %) oder stark (18,9 %)
gefarbt. In den meisten Fallen (23,9 %) lag der gefarbte Anteil zwischen 1 und 20 %, nurin 5,7
% (n=9) wurde ein Anteil von Uber 50 % des Gesamttumors als gefarbt eingestuft (Abb. 24).
Beim Tumorstroma wurden nur 38,4 % als positiv detektiert, die restlichen 98 Praparate

zeigten ungefarbtes Tumorstroma (Tab. 8).

CD44 Anteil n= % CD44 Score n= %
0% 77 48,4 0 77 48,40
1-20% 38 23,9 1 15 9,40
20-50% 35 22,0 2 21 13,20
>50% 9 57 3 8 5,0
4 15 9,40
CD44 Intensitat n= % 6 15 9,40
negativ 77 48,4 9 8 5,0
schwach 21 13,2 negativ/schwach (0-2) 113 71,10
moderat 31 19,5 stark/groRer Anteil (3-9) 46 28,90
stark 30 18,9
CD44 Tumorstroma n= %
nicht gefarbt 98 61,6
gefarbt 61 38,4

Tabelle 8: Deskriptive Statistik der CD44 Farbeergebnisse
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CD44 CD44
Intensitat .Turnorstroma
[ negativ nicht gefarbt
] sd?wach W gefirbt
[l moderat
M stark

Abbildung 24: Anteile der CD44 in der Zellmembran (links) und im Tumorstroma (rechts)
exprimierender Zellen am Gesamtkollektiv

4.4.2. Deskriptive Statistik der CXCR4 Farbungen

Im Vergleich zur Farbung mit CD44 weisen die Farbungen mit CXCR4 deutlich seltener eine
positive Membranfarbung auf. Es konnte nur in 11 Fallen eine positive Membranfarbung
nachgewiesen werden. Dies entspricht nur 6,9 % des gesamten Kollektivs (Abb. 25).
Insgesamt waren 93,1 % nicht gefarbt (negativ). Die Farbung des Tumorstromas ist wiederum
in 17 % aller Falle vorhanden (positiv), was einer Anzahl von 27 Praparaten entspricht.

CXCR4 Intensitat n= %
negativ 148 93,1
schwach 3 1,9
moderat 3 1,9
stark 5 3,1
CXCR4 Anteil n= %
0% 148 93,1
1-20% 4 2,5
20-50% 5 31
>50% 2 1,3
CXCR4 Tumorstroma n= %
nicht gefarbt 132 83
gefarbt 27 17

Tabelle 9: Deskriptive Statistik der CXCR4 Farbeergebnisse
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CXCR4
Intensitat

[ negativ
@ schwach
B moderat
W stark

CXCR4

Tumorstroma

M nicht gefarbt
W gefirbt

Abbildung 25: Anteile der CXCR4 exprimierender Zellen in der Zellmembran (links) und im

Da es sich mit 11 von 159 Patienten um einen sehr kleinen Teil des Kollektivs handelt, kdnnen
anhand der bei der Untersuchung der CXCR4 positiven Patienten ergebenden Ergebnisse
keine signifikanten Rickschlisse gezogen werden. Um trotzdem einen Einblick in die
Charakteristika dieser Patienten zu erhalten, sind Ausschnitte ihrer wichtigsten Patienten- und

Tumorstroma (rechts) am Gesamtkollektiv

Tumorcharakteristika in Tabelle 10 aufgefihrt.

CXCR4 Alter bei | Geschlecht | pT | pN | pM | Laurén- Gra- | Lokali- | Inten-
positive | Erstdiag Klassifik | ding | sation | sitat
Patienten | nose ation

1 67 mannlich 3 1 0 intestinal | G2 Korpus | 2

2 80 mannlich 4 3 0 intestinal | G2 AEG2 |3

3 84 mannlich 4 3 1 diffus G3 Korpus | 1

4 65 mannlich 3 3 0 G2 AEG1 3

5 63 weiblich 2 2 0 G3 AEG2 |2

6 54 mannlich 3 1 G2 AEG2 |1

7 46 mannlich 2 0 0 intestinal | G2 Antrum | 2

8 54 mannlich 3 0 0 intestinal | G2 AEG2 |3

9 44 mannlich 3 2 1 intestinal | G2 AEG2 1

10 64 mannlich 3 2 Mischtyp | G3 AEG2 |3

11 66 mannlich 3 2 0 G2 AEG1 3

Tabelle 10: Auflistung der 11 CXCR4 membranpositiven Patienten und Ausziigen ihrer untersuchten

Die 11 Patienten des Kollektivs, die CXCR4 in der Membran exprimieren, sind fast
ausschlief3lich mannlich (10 der 11 Patienten). Auflerdem sind die CXCR4 exprimierenden
Tumoren Uberwiegend im gastrodsophagealen Ubergang lokalisiert (nur 3 finden sich im
restlichen Magen) und weisen eine grof3ere Invasivitat/ Eindringtiefe auf (9 von 11 haben ein
pT Stadium von 3 und héher). Zudem konnte bei 9 der 11 CXCR4 exprimierenden Patienten

Patienten- und Tumorcharakteristika

eine Lymphknotenmetastasierung nachgewiesen werden.
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4.5. Zusammenhange zwischen den erhobenen Patientendaten und

den Farbeergebnissen

Nachfolgend werden nun die Ergebnisse der Farbungen mit den Patientendaten des
untersuchten Kollektivs korreliert. Zuerst wurde ein Zusammenhang zwischen der Expression
von CD44 und CXCR4 im Tumorgewebe und den allgemeinen Charakteristika der Patienten
untersucht. Dabei erfolgte die Unterscheidung der Farbeergebnisse bei der
membranstandigen und der Tumorstromafarbung nur zwischen gefarbt und nicht gefarbt. Zur
Untersuchung der CD44 Tumorzellmembranfarbung wurde durchgehend der beschriebene
Multiplikationsscore verwendet. Infolgedessen werden schwach gefarbte Tumoren und
Tumoren mit einem geringen gefarbten Anteil (CD44 Score 0-2) auch als negativ gewertet und

alle restlichen Tumoren als positiv.

4.5.1.CD44

4.5.1.1. Zusammenhang zwischen der CD44 Expression und den Patientendaten

In Bezug auf das Geschlecht, das Alter (<65 vs. >65 Jahre) und die vorliegenden
Risikofaktoren wie die Besiedlung mit Helicobacter pylori, den Nikotinkonsum, die Erkrankung
an Diabetes mellitus, Hypertonie und Refluxdsophagitis war im untersuchten Kollektiv mittels
exaktem Fisher-Test kein statistisch nachweisbarer Zusammenhang mit der Expression von

CD44 im Tumorgewebe festzustellen.

Im Gegensatz dazu korrelierte die Expression von CD44 im Tumorstroma mit mehreren

Patienteneigenschaften (Tab. 11).

So exprimierten deutlich weniger Patienten CD44 im Tumorstroma, wenn sie einen BMI<25
hatten (p=0,018). Bei adipdsen Patienten (mit einem BMI>25) lagen in etwa in einem gleichen
Verhéltnis gefarbtes und nicht gefarbtes Tumorstroma vor. Ahnliches war bei dem Risikofaktor
Rauchen zu beobachten. Im Vergleich zu den Rauchern lag bei Nichtrauchern nachweislich
weniger gefarbtes Tumorstroma vor (p=0,025). Auch hier war das Vorhandensein oder Nicht-
Vorhandensein der Farbung bei Rauchern in etwa gleich verteilt. Betrachtet man die
Besiedlung mit Helicobacter pylori wurde bei H. pylori positiv getesteten Patienten deutlich
weniger CD44 im Tumorstroma exprimiert (p=0,044). Es wiesen nur 22 % der Patienten mit
einer Besiedlung mit H. pylori eine Tumorstromafarbung auf, im Vergleich zu 44 % der

Patienten, bei denen keine Besiedlung nachgewiesen worden war.
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Nikotinkonsum | Keine Expression von CD44 im | Expression von CD44 im | gesamt
Tumorstroma Tumorstroma

Nichtraucher 29 (76,3%) 9 (23,7%) 38

Raucher 39 (54,2%) 33 (45,8%) 72

fehlend 30 19 49

gesamt 98 61 159

Adipositas Keine Expression von CD44 | Expression von CD44 im | gesamt
im Tumorstroma Tumorstroma

BMI<25 46 (71,9%) 18 (28,1%) 64

BMI>25 44 (51,8%) 41 (48,2%) 85

fehlend 8 2 10

gesamt 98 61 159

Helicobacter Keine Expression von CD44 | Expression von CD44 im | gesamt

pylori im Tumorstroma Tumorstroma

nein 46 (55,4%) 37 (44,6%) 83

ja 21 (77,8%) 6 (22,2%) 27

fehlend 31 18 49

gesamt 98 61 159

Tabelle 11: Zusammenhang zwischen dem Nikotinkonsum (p=0,025), der Adipositas (p=0,018) und
der Besiedlung mit Helicobacter pylori (p=0,044) mit der CD44 Expression im Tumorstroma. (Angaben
in der Tabelle in Anzahl (Haufigkeiten in %)

4.5.1.2.
Tumorcharakteristika

Zusammenhange zwischen der CD44 Expression und den

Bei der Untersuchung der Tumorcharakteristika konnte kein Zusammenhang zwischen der
CD44 Membranfarbung und der Tumorgréfie und -ausdehnung (T-Status), dem Vorliegen von
Fernmetastasen (M-Status), dem Wachstumsmuster nach Laurén und dem Vorhandensein
von Resttumor nach der Operation (R-Status) festgestellt werden. Zudem wiesen auch die

erhobenen Tumormarker keine Wechselbeziehung zu den Farbeauspragungen auf (Tab.12).

Weiterhin wurden Zusammenhange der Farbungen mit der Infiltration der Tumoren in
Lymphgefalie, Venen und Perineuralscheiden untersucht. Aufgrund der Vielzahl an fehlenden
Patientendaten konnten diese Beurteilungen nicht in die Ergebnisdarstellung mit

eingeschlossen werden.
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Tabelle 12: Zusammenhange zwischen Tumorcharakteristika und membranstandiger CD44 Farbung,

Zwischen der Expression von CD44 in der Zellmembran und dem Vorhandensein von
Lymphknotenmetastasen konnte mittels exaktem Fisher-Test eine Assoziation nachgewiesen
(p=0,031, Tab. 13). Ein

werden

Ergebnisse

Tumorcharakteristika CD44-Score
TumorgroRe - T p=0,219
Lymphknotenbefall - N p=0,031
Fernmetastasierung - M p=0,151
Grading G p=0,715
Wachstumsmuster (intestinal vs. diffus) p=1
Resttumor R p=0,34
Lokalisation (Magen vs. AEG) p=0,054

p-Werte nach exaktem Fisher-Test

groRerer Teil der

Patienten,

die

Lymphknotenmetastasen aufwiesen, exprimierte ebenfalls CD44 in der Membran.

CD44-Score (0-2) CD44-Score (3-9) gesamt
NoO 51 (81%) 12 (19%) 63
N1+N2+N3 60 (64,5%) 33 (35,5%) 93
fehlend 2 1 3
gesamt 113 46 159

Tabelle 13: Zusammenhang zwischen einer Lymphknotenbeteiligung und dem CD44-Score
(Membranfarbung, p=0,031) (Angaben in der Tabelle in Anzahl (Haufigkeit in %))

Aullerdem zeigte sich ein tendenzieller Zusammenhang zwischen CD44-Membranfarbung
und der Lokalisation des Karzinoms. Bei Tumoren des gastrodsophagealen Ubergangs im

Vergleich zu Tumoren des restlichen Magens war tendenziell ein groRerer Anteil gefarbt und

die Farbung war starker ausgepragt (p=0,054, Tab. 14, Abb. 26).

CD44 Score (0-2) CD44 Score (3-9) gesamt
Magen 62 (78,5%) 17 (21,5%) 79
AEG 51 (63,7%) 29 (36,3%) 80
gesamt 113 46 159

Tabelle 14: Zusammenhang zwischen der Tumorlokalisation und dem CD44-Score
(Membranfarbung, p=0,054) (Angaben in der Tabelle in Anzahl (Haufigkeit in %))
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CD44
Score
Mo-2
H3-9

Anzahl
Anzahl

Magen

AEG NO
Lokalisation aufgeteilt in Magen und AEG

NI+N2+N3
Lymphknotenmetastasierung

Abbildung 26: Verteilung der Tumoren auf die Lokalisation bzw. auf das Vorliegen von LK Metastasen
in Abhangigkeit ihrer CD44 Expression

Des Weiteren konnten signifikant weniger Farbungen des Tumorstromas bei diffus

wachsenden Tumoren festgestellt werden (Tab. 15, 16).

Laurén- Keine Expression von CD44 | Expression von CD44 im | gesamt
Klassifikation im Tumorstroma Tumorstroma

intestinal 32 (54,2%) 27 (45,8%) 59
diffus 32 (76,2%) 10 (23,8%) 42
fehlend 34 24 58
gesamt 98 61 159

Tabelle 15: Zusammenhang zwischen der Laurén-Klassifikation und der CD44 Tumorstromafarbung
(p=0,036) (Angaben in der Tabelle in Anzahl (Haufigkeit in %))

Laurén- Keine Expression von | Expression von CXCR4 im | gesamt
Klassifikation CXCR4 im Tumorstroma Tumorstroma

intestinal 44 (74,6%) 15 (25,4%) 59
diffus 41 (97,6%) 1(2,4%) 42
fehlend 47 11 58
gesamt 132 27 159

Tabelle 16: Zusammenhang zwischen der Laurén-Klassifikation und der CXCR4 Tumorstromafarbung
(p=0,002) (Angaben in der Tabelle in Anzahl (Haufigkeit in %))

4.5.1.3. Zusammenhange zwischen der CD44 Expression und der Therapie

Fir die Klarung mdéglicher pradiktiver Eigenschaften von CD44 wurde der Zusammenhang mit
der verabreichten Therapie naher beleuchtet. Hier zeigten sich Tendenzen daflr, dass eine
vorausgegangene neoadjuvante Chemotherapie mit einer vermehrten Expression von CD44
auf der Krebszelloberflache einhergeht (p=0,077, Tab. 17). Bei der genaueren Untersuchung

stellte sich heraus, dass diese Wechselbeziehung auf kein bestimmtes Chemotherapeutikum
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zurlckzufiihren ist, sondern das Verabreichen von sowohl Cisplatin als auch von Oxaliplatin

womdglich zu einer erhéhten Expression flhrt.

Neoadjuvante Therapie | CD44 Score 0-2 | CD44 Score 3-9 gesamt
nein 70 (76,9%) 21 (23,1%) 91

ja 43 (63,2%) 25 (36,8%) 68
gesamt 113 46 159

Tabelle 17: Zusammenhang zwischen einer neoadjuvante Therapie und dem CD44 Score
(Membranfarbung, p=0,077) (Angaben in der Tabelle in Anzahl (Haufigkeit in %))

4.5.2. CXCR4

4.5.2.1. Zusammenhange zwischen der CXCR4 und den Patientendaten

Bei der Untersuchung der oben beschriebenen Risikofaktoren konnten keine

Wechselbeziehungen mit der membranstandigen CXCR4 Expression dokumentiert werden.

Die Expression von CXCR4 im Tumorstroma geht mit mehreren Risikofaktoren einher.

Es war ein eindeutiger Unterschied im Expressionsmuster beim Vergleich der Geschlechter
auffallig. Hierbei waren nachweislich weniger positive Tumorstromafarbungen bei Frauen zu
sehen (p=0,043). Gleichzeitig war ein Zusammenhang zwischen Diabetes mellitus und der
CXCR4 Expression zu beobachten. Bei an Diabetes Mellitus erkrankten Personen des
Kollektivs war das Tumorstroma in deutlich mehr Fallen positiv gefarbt als bei nicht Erkrankten
(33 % im Vergleich zu 11 %). Gleichermalen verteilte sich die Farbung bei den Patienten mit
einer arteriellen Hypertonie. 25 % aller an Hypertonie erkrankten Patienten wiesen einen
Farbumschlag im Stroma auf, im Gegensatz zu 3,6 % aller nicht an Hypertonie Erkrankten
(Tab. 18).
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Geschlecht Keine Expression von CXCR4 | Expression von CXCR4 im | gesamt
im Tumorstroma Tumorstroma

mannlich 86 (78,9%) 23 (21,1%) 109

weiblich 46 (92%) 4 (8%) 50

gesamt 132 27 159

Hypertonie Keine Expression von CXCR4 | Expression von CXCR4 im | gesamt
im Tumorstroma Tumorstroma

nein 54 (96,4%) 2 (3,6%) 56

ja 65 (74,7%) 22 (25,2%) 87

fehlend 13 3 16

gesamt 132 27 159

Tabelle 18: Zusammenhang zwischen dem Geschlecht (p=0,043) und dem Vorliegen eines erhohten
Blutdrucks (p<0,001) mit der CXCR4 Expression im Tumorstroma (Angaben in der Tabelle in Anzahl
(Haufigkeit in %))

4.5.2.2. Zusammenhange zwischen der CXCR4 Expression und den

Tumorcharakteristika

Tumorcharakteristika CXCR4 Membranfarbung
TumorgroRe - T p=0,113
Lymphknotenbefall - N p=0,201
Fernmetastasierung - M p=0,666

Grading G p=0,052
Wachstumsmuster (intestinal vs. diffus) | p=0,396

Resttumor R p=1

Lokalisation (Magen vs. AEG) p=0,21

Tabelle 19: Zusammenhange der Tumorcharakteristika mit membranstandiger CXCR4 Farbung,

p-Werte nach exaktem Fisher-Test

Es konnte keine nachweisbare Assoziation zwischen der Expression von CXCR4 in der
Membran und der TumorgréRe (pT), dem Lymphknotenbefall (pN), der Fernmetastasierung
(pM), dem Wachstumsmuster nach Laurén, dem Vorhandensein von Resttumor und der
(Tab. 19). Nur bei

Differenzierungsgrades des Tumors (Grading, G) lasst sich ein tendenzieller Zusammenhang

Lokalisation hergestellt werden der Untersuchung des
mit der CXCR4 Membranfarbung vermuten (p=0,052). Dieser Zusammenhang ist jedoch im
Kontext der geringen Anzahl an positiven Farbeergebnissen bei der CXCR4 Farbung kritisch

zu hinterfragen.
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Auch bei der Existenz von CXCR4 im Tumorstroma konnte eine Verbindung zum
Wachstumsmuster hergestellt werden (p<0,001). So exprimierten 30 % der gut differenzierten
Tumoren (G1 und G2) CXCR4 im Tumorstroma, wohingegen bei den schlecht differenzierten
Tumoren (G3 und G4) nur 8 % CXCR4 aufwiesen (Tab. 19). Dartber hinaus zeichnete sich
auch bei der CXCR4-Tumorstromafarbung, genau wie bei der CD44-Membranfarbung, eine
Tendenz zur Assoziation zwischen der Lokalisation des Karzinoms und der Farbung ab. Auch
hier war eine deutlich vermehrte Farbung des TS bei AEGs im Vergleich zu Karzinomen des

Magens erkennbar (Tab. 21).

Grading Keine Expression CXCR4 im | Expression CXCR4 im | gesamt
Tumorstroma Tumorstroma

G1+G2 43 (69,4%) 19 (30,6%) 62

G3+G4 81 (92%) 7 (8%) 88

fehlend 8 1 9

gesamt 132 27 159

Tabelle 20: Zusammenhang zwischen dem Differenzierungsgrad des Tumors und der Expression von

CXCR4 im Tumorstroma (p<0,001) (Angaben in der Tabelle in Anzahl (Haufigkeit in %))

Lokalisation | Keine Expression CXCR4 im | Expression CXCR4 im | gesamt
Tumorstroma Tumorstroma

Magen 70 (88,6%) 9 (11,4%) 79

AEG 62 (77,5%) 18 (22,5%) 80

gesamt 132 27 159

Tabelle 21: Zusammenhang zwischen der Tumorlokalisation und der Expression von CXCR4 im

Tumorstroma (p=0,09) (Angaben in der Tabelle in Anzahl (Haufigkeit in %))
4.5.2.3. Zusammenhange zwischen der CXCR4 Expression und der Therapie

Bei der Beurteilung der neoadjuvanten Therapie waren sowohl bei der Membran- als auch bei

der Stromafarbung mit CXCR4 keine nachweisbaren Zusammenhange detektierbar.
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4.5.3. Zusammenhange zwischen den Farbungen untereinander

Weiterfihrend wurden Farbeergebnisse auf gemeinsame Expressionsmuster geprift. Dabei
konnte sowohl bei der Membranfarbung als auch bei der Tumorstromafarbung
Koexpressionen aufgedeckt werden. So zeigten Patienten mit einer CD44-Membranfarbung
vermehrt ebenfalls eine CXCR4-Membranfarbung (p=0,014, Tab. 22) und Patienten mit
positiver CD44-Tumorstromafarbung vermehrt ebenfalls eine CXCR4-Tumorstromafarbung
(p<0,001, Tab. 23).

CXCR4 Membranfarbung | CXCR4 Membranfarbung | gesamt
negativ positiv
CD44 Membranfarbung | 109 (96,5%) 4 (3,5%) 113
negativ/ischwach (0-2)
CD44 Membranfarbung | 39 (84,8%) 7 (15,2%) 46
stark (3-9)
gesamt 148 11 159

Tabelle 22: Zusammenhang zwischen dem CD44 Membranfarbungsscore und der CXCR4
Membranfarbung (p=0,014) (Angaben in der Tabelle in Anzahl (Haufigkeit in %))

CXCR4 Tumorstroma | CXCR4 Tumorstroma | gesamt
negativ positiv
CD44 Tumorstroma negativ | 94 (95,9%) 4 (4,1%) 98
CD44 Tumorstroma positiv | 38 (62,3%) 23 (37,7%) 61
gesamt 132 27 159

Tabelle 23: Zusammenhang zwischen der CD44 Tumorstromafarbung und der CXCR4
Tumorstromafarbung (p<0,001) (Angaben in der Tabelle in Anzahl (Haufigkeit in %))

Bei der Untersuchung mittels Kreuztabellen konnte kein Zusammenhang zwischen der CD44-
Expression in der Tumorzellmembran und der Expression im Tumorstroma dokumentiert
werden (p=0,281, Tab. 24). Dasselbe gilt fir die Expression von CXCR4 in Zellmembran und
Stroma (p=0,4, Tab. 25).

59



Ergebnisse

CD44 Tumorstroma | CD44 Tumorstroma | gesamt
negativ positiv
CD44 Score 0-2 (negativ/ | 73 (64,6%) 40 (35,4%) 113
schwach)
CD44 Score 39 (stark/ | 25 (54,3%) 21 (45,7%) 46
groBer Anteil)
gesamt 98 61 159

Tabelle 24: Zusammenhang zwischen dem CD44 Membranfarbungsscore und der CD44

Tumorstromafarbung (p=0,281) (Angaben in der Tabelle in Anzahl (Haufigkeit in %))

CXCR4 Tumorstroma | CXCR4  Tumorstroma | gesamt
negativ positiv
CXCR4 Membranfarbung | 124 (83,8%) 24 (16,2%) 148
negativ
CXCR4 Membranfarbung | 8 (72,7%) 3 (27,3%) 11
positiv
gesamt 132 27 159

Tabelle 25: Zusammenhang zwischen der CXCR4 Membranfarbung und der CXCR4

Tumorstromafarbung (p=0,4) (Angaben in der Tabelle in Anzahl (Haufigkeit in %))
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4.5. Uberlebenszeitanalysen

4.6.1. Uberlebenszeitanalysen des Gesamtkollektivs

Im Zeitraum von September 2003 bis April 2015 erhielten alle Patienten des Kollektivs eine
operative Therapie des Magenkarzinoms an der Universitdtsmedizin Mainz. Die
Uberlebensanalysen wurden zum letzten Mal im April 2021 aktualisiert. Von den 159
eingeschlossenen Patienten sind zu diesem Zeitpunkt offiziell 71 (44,7 %) als tot gemeldet,

88 (55,3 %) leben noch oder es liegen keine Informationen Uber ihren Lebensstatus vor. Das

mediane Uberleben des Gesamtkollektivs liegt bei 46,8 Monaten (3,9 Jahren).
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E- 04 ‘++++ "
=
Z
0,2
0,0

,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00 140,00

ULZ ab der Operation (in Monaten)
Abbildung 27: Gesamtiiberleben des Kollektivs ab dem Zeitpunkt der Operation bis zum letzten Kontakt
Bei der Analyse des Gesamtiberlebens konnte bezogen auf Patienten-, Tumor- und
Therapieeigenschaften deutliche Uberlebensvorteile in Abhéngigkeit von Tumoreindringtiefe,
Lymphknotenmetastasierung, Fernmetastasierung, erhdhter prd- und postoperativer
Tumormarkerwerte, R-Status und Lokalisation festgestellt werden.
Demzufolge zeigten Patienten sowohl mit einer hdheren Tumoreindringtiefe (T3 und T4) als
auch mit bestehender Metastasierung in die Lymphknoten (N1, N2, N3) oder in andere Organe
(M1) eine kiirzere Uberlebensdauer als Patienten mit geringerer Tumoreindringtiefe (T1 und
T2) oder noch nicht erfolgter Metastasierung (MO). Auch eine nicht vollstandige
Tumorentfernung korreliert mit einer kiirzeren Uberlebensdauer. Patienten mit nachweislichen
Tumorresten in den Schnittrandern des Praparats (R1-Resektion) lebten im Median nur 12,09
Monate im Vergleich zu 58,05 Monaten, die Patienten mit vollstandig entferntem Tumor
uberlebten (Tab. 26).

Des Weiteren Uberlebten Patienten mit vor der Operation erhdhten Tumormarkerwerten

kirzer. So konnte bei Uber der Halfte der Patienten mit Werten im Normalbereich noch kein

Todeszeitpunkt festgestellt werden, wohingegen Patienten mit praoperativ erhdhten
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Tumormarkern im Median nur 40,69 Monate Uberlebten. Diese Tendenz verstarkt sich bei der

Betrachtung der Patienten mit postoperativ erhdhten Tumormarkern. Die Patienten mit

erhohten Werten lebten im Median nur 19,87 Monate und damit deutlich kirzer.

Auch die Lokalisation des Karzinoms hat Einfluss auf das Uberleben. Die Patienten unseres

Kollektivs mit einem AEG haben eine mediane Uberlebenszeit von 27,07 Monaten im

Vergleich zur medianen Uberlebenszeit von 73,85 Monaten, wenn das Karzinom in einem

anderen Bereich des Magens lokalisiert war (p=0,008).

Variable n= % davon tot mediane ULZ Signifikanz
[Monate] (log rank)

Alter <65 81 50,9 39 44,98 n.s.
>65 78 49,1 32 58,05 (p=0,856)

Geschlecht m 109 68,6 52 37,13 n.s.
w 50 31,4 19 73,85 (p=0,073)

T-Stadium T1+T2 71 44,7 19 p<0,001
T3+T4 86 54,1 50 20,37

N-Stadium NO 63 39,6 17 p<0,001
N1+N2+N3 93 58,5 51 26,45

M-Stadium MO 101 63,5 43 68,93 p<0,001
M1 26 16,4 16 12,09

praoperative normal 25 15,7 10 p=0,027

Tumormarker erhoht 26 16,4 17 40,69

postoperative normal 20 12,6 1 p<0,001

Tumormarker erhdht 22 13,8 18 19,87

Grading G1+G2 62 39 22 83,35 n.s.
G3+G4 88 55,3 42 44,97 (p=0,125)

Residualtumor RO 142 89,3 61 58,05 p=0,02
R1 12 7,5 9 12,09

Lokalisation Magen 79 49,7 27 73,85 p=0,008
AEG 80 50,3 44 27,07

Laurén- intestinal 59 371 23 69,98 n.s.

Klassifikation diffus 42 26,4 18 73,86 (p=0,724)

Neoadjuvante nein 91 57,2 36 58,05 n.s.

Therapie ja 68 42,8 35 42,64 (p=0,941)

Adjuvante nein 83 52,2 30 83,35 n.s.

Therapie ja 65 40,9 39 33,38 (p=0,109)

Tabelle 26: Potenzielle Prognosefaktoren in Abhangigkeit von Patienten-, Tumor-, und

Therapiecharakteristika (. bedeutet, dass die mediane ULZ nicht erreicht wurde)

62



Ergebnisse

Bei der Altersuntersuchung der Patienten konnte keine Gruppe ein nachweislich besseres
Uberleben vorweisen, wobei jiingere Patienten (<65 Jahre) ein wenig schlechter zu Uiberleben
scheinen als altere (>65 Jahre). Bei dem Vergleich von Mannern und Frauen bezlglich ihres
Uberlebens zeigten Manner ein tendenziell schlechteres Uberleben mit 37,13 Monaten im
Median im Vergleich zu Frauen mit 73,85 Monaten (p=0,073, Abb. 28).

Daruber hinaus scheinen im untersuchten Kollektiv Patienten mit einem niedrigeren
Differenzierungsgrad des Krebsgewebes (G3 und G4) im Median kuirzer zu Uberleben (44,97
Monate) als Patienten mit gut differenzierten Tumoren (83,85 Monate). Es besteht jedoch kein
signifikanter Zusammenhang (p=0,125). Das Wachstumsmuster erweist sich als nicht
ausschlaggebender Faktor auf die Uberlebensdauer mit &hnlichen medianen

Uberlebenszeiten des diffusen und intestinalen Typs nach Laurén.
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ULZ ab der Operation (in Monaten) Geschlecht

Abbildung 28: Uberlebenszeiten in Abhéngigkeit von dem Geschlecht

Sowohl die Durchfiihrung einer neoadjuvanten als auch einer adjuvanten Chemotherapie hatte
keine Auswirkungen auf das Uberleben der Patienten im Kollektiv, wobei Patienten, die nicht
neoadjuvant behandelt wurden, im Median 14,4 Monate langer Uberlebten als Patienten, die
eine neoadjuvante Therapie erhielten. Ahnliche Tendenzen lassen sich bei adjuvant
behandelten Patienten vermuten. Hier lag die mediane Uberlebenszeit nicht adjuvant
behandelter Patienten bei 52,2 Monaten im Vergleich zu 40,9 Monaten der adjuvant

behandelten Patienten.
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Abbildung 29: Uberlebenszeiten in Abhangigkeit von der Tumoreindringtiefe (A), der

Lymphknotenmetastasierung (B), der Fernmetastasierung (C) und der Lokalisation des Karzinoms (D)

4.6.2. Uberlebenszeitanalysen der Firbeergebnisse

Mit Zunahme der Intensitdt der CD44-Membranfarbung scheint die Uberlebenszeit der

Patienten abzunehmen. Patienten mit schwacher Membranfarbung Gberlebten hierbei ahnlich

lange wie Patienten ohne Membranfarbung. Sowohl die Gruppe mit moderater als auch mit

stark gefarbter Krebszellmembran Uberlebten im Vergleich dazu deutlich kurzer. Mit einem p-

Wert von 0,072 sind die Unterschiede der einzelnen Gruppen nicht statistisch belegbar, es

l&sst sich jedoch ein Trend vermuten (Tab. 27, Abb. 30).

Farbungs- n= % davon Mediane
intensitit tot oLz
[Monate]
negativ 77 48,4 30 59,92
schwach | 21 13,2 7 69,97
moderat 31 19,5 15 28,32
Stark 30 18,9 19 19,88

Tabelle 27: Potenzielle Prognosefaktoren in
Abhangigkeit von der CD44

Membranfarbeintensitat

Kum. Uberleben
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Dieser beobachtete Trend bestatigt sich bei der Analyse der Uberlebenszeiten unter
Betrachtung des CD44-Membranfarbungsscores. Hier ergibt sich im Log Rank Test ein
nachweislicher Uberlebensvorteil der Gruppe, die Tumoren ohne CD44 Membranfarbung und
schwach gefarbte Tumoren beinhaltet (mediane ULZ: 59,92 Monate) im Vergleich zu der
Gruppe, die alle stark gefarbten Tumoren mit einem grof3en gefarbten Anteil umfasst. Diese

Gruppe weist eine mediane Uberlebenszeit von nur 20,43 Monaten auf.

Die Farbung des Tumorstromas hat im analysierten Kollektiv keinen signifikanten Einfluss auf
das Uberleben, wobei Patienten mit fehlender Farbung im Tumorstroma im Median etwas
besser zu Uberleben scheinen (56,25 Monate) als Patienten mit gefarbtem Tumorstroma
(40,64 Monate, Tab. 28).

Aufgrund der geringen Anzahl positiver CXCR4 Farbeergebnisse sind die Ergebnisse der
Uberlebenszeitanalyse nicht reprasentativ und lassen daher keine verlassliche Aussage zu.
Bei Betrachtung des Uberlebens der 11 Patienten mit positiver CXCR4 Membranfarbung
scheinen diese mit einer medianen Uberlebenszeit von 10,55 Monaten deutlich kirzer zu
Uberleben als die restlichen Patienten, die eine mediane Uberlebenszeit von 56,25 Monaten
aufwiesen.

Der p-Wert von 0,925 im durchgefiihrten Log Rank Test legt nahe, dass die Expression von

CXCR4 im Tumorstroma keinen Einfluss auf das Uberleben hat.

Variable n= % davon tot mediane ULZ Signifikanz
[Monate] (log rank)

CD44 Score negativ. 113 711 44 59,92 p=0,034

(Membranfarbung) positiv 46 28,9 27 20,43

CD44 Tumorstroma negativ 98 61,6 42 56,25 n.s.
positiv 61 38,4 29 40,64 (p=0,253)

CXCR4 negativ. = 148 93,1 62 56,25 p<0,001

Membranfarbung positiv 11 6,9 9 10,55

CXCR4 negativ. 132 83,0 62 46,817 n.s.

Tumorstroma positiv 27 17,0 9 . (p=0,925)

Tabelle 28: Potenzielle Prognosefaktoren in Abhangigkeit der Farbeergebnisse
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4.6.3. Uberlebenszeitanalysen ausgewihlter Tumorcharakteristika

4.6.3.1. Lymphknotenmetastasierung

Bei der Priifung der Auswirkung von Lymphknotenmetastasen auf das Uberleben, konnte eine
Verbindung zwischen dem Vorliegen von Lymphknotenmetastasen und einer klrzeren
Uberlebenszeit identifiziert werden. Dieser Unterschied soll im Folgenden genauer untersucht
werden durch Einbezug der CD44 Farbeergebnisse und deren Einfluss auf die Uberlebenszeit.
Da die Gruppe der CD44 membranstandig exprimierenden Patienten mit NO Status nur 12
Patienten (7,5 %) umfasst, lasst sich in diesem Fall keine verlassliche Aussage treffen.
Patienten aus diesem Kollektiv Uberleben scheinbar besser im Vergleich zu Patienten mit
fehlender Farbung und NO Status.

Bei der Betrachtung des Schatzers des medianen Uberlebens der Gruppe der Patienten mit
Lymphknotenmetastasen wiesen Patienten mit fehlender CD44 Membranfarbung mit 83,35
Monaten eine dreifach langere Uberlebenszeit auf als Patienten mit positiver Membranfarbung
(16,43 Monate, Tab. 29, Abb. 31).

CD44 Anzahl, Haufigkeit davon Mediane ULZ
Membranfarbungsscore n in % tot [Monate]
negativ und NO 51 32,1 15 83,35
positiv und NO 12 7,5 2

negativ und N1+2+3 60 37,7 27 44,98
positivund N1+2+3 33 20,8 24 16,43

Tabelle 29: Potenzielle Prognosefaktoren in Abhangigkeit von der Kombination aus
Lymphknotenmetastasierung und CD44 Membranfarbung (p<0,001)

. e N-Stadium und
. A CD44-Score

Ty T negativ + NO
08 ‘\L 1 Mnegativ + N1+2+3
1 e —Tpositiv + NO
b -y positiv + N1+2+3
! ) negativ + NO-
06 AR e 5 zensiert
=+ _1_negativ +
N1+2+3-zensiert
04 ) _positiv + NO-
] zensiert
positiv +
N1+2+3-zensiert

Kum. Uberleben

02
0,0
00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00 140,00

ULZ ab der Operation (in Monaten)

Abbildung 31: Uberleben in Abh&ngigkeit von Lymphknotenmetastasierung und CD44
Membranfarbung (p<0,001)
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CD44 n % davon Mediane ULZ
Tumorstromafarbung tot [Monate]
negativ und NO 41 25,8 13

positiv und NO 22 13,8 4 .
negativ und N1+2+3 55 34,6 27 37,13
positiv und N1+2+3 38 23,9 24 19,88

Tabelle 30: Potenzielle Prognosefaktoren in Abhangigkeit von der Kombination aus

Lymphknotenmetastasierung und CD44 Tumorstromafarbung (p<0,001)

Ein ahnlicher Trend lasst sich bei der Untersuchung der Expression von CD44 im Tumorstroma
beobachten. Bei Vorliegen von Lymphknotenmetastasen zeigen die Patienten mit fehlender
Tumorstromafarbung ein annahernd doppelt so langes medianes Uberleben (37,13 Monate)

im Vergleich zu Patienten mit CD44 Expression im Tumorstroma (19,88 Monate, Tab. 30).
4.6.3.2. Laurén-Klassifikation

Weder die Expression von CD44 noch von CXCR4 im Tumorstroma konnte mit einem

Uberlebensvorteil in Abhéngigkeit der Laurén-Klassifikation in Verbindung gebracht werden.
4.6.3.3. Lokalisation des Karzinoms

Patienten mit einer Lokalisation des Karzinoms im gastrodsophagealen Ubergang tiberlebten
deutlich kurzer (27,07 Monate) als Patienten mit einer Lokalisation im restlichen Magen (73,85
Monate). Beim zusétzlichen Einbezug der Expression der Stammzellmarker in diese Analyse
konnte eine Verstarkung der Unterschiede beobachtet werden (Tab. 31, 32).

So wiesen Patienten mit einem CD44 in der Membran exprimierendem AEG nur eine mediane
Uberlebenszeit von 16,43 Monaten auf, im Falle fehlender CD44 Expression im AEG
dahingegen eine mediane Uberlebenszeit von 58,05 Monaten. Des Weiteren ist auffallig, dass
bei Patienten mit positiver CXCR4 Tumorstromafarbung sowohl bei Lokalisation im Magen als
auch bei Lokalisation im gastroésophagealen Ubergang ein langeres medianes Uberleben

nachgewiesen werden konnte (Tab. 31, 32).

Kreuztabelle Lokalisation und Signifikanz (log rank)

CD44 Membranfarbung p<0,001
CD44 Tumorstromafarbung n.s. (p=0,051)
CXCR4 Membranfarbung p<0,001
CXCR4 Tumorstromafarbung n.s. (p=0,067)

Tabelle 31: Ergebnisse des Log- Rank Tests der Lokalisation und der Farbeergebnisse
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Variable n= % davon mediane ULZ
tot [Monate]
Magen keine Farbung 79 49,7 27 73,85
AEG keine Farbung 80 50,3 44 27,07
Magen CD44 negativ 62 39 23 69,98
Membranfarbung positiv 17 10,7 4 .
CD44 negativ 53 33,3 17 83,35
Tumorstroma positiv 26 164 10 73,85
CXCR4 negativ 76 478 25 83,35
Membranfarbung positiv 3 1,9 2 6,44
CXCR4 negativ 70 44 25 73,85
Tumorstroma positiv 9 5,7 2 112
AEG CD44 negativ 51 321 21 58,05
Membranfarbung positiv 29 18,2 23 16,43
CD44 negativ 45 28,3 17 28,32
Tumorstroma positiv 35 22 19 26,45
CXCR4 negativ 72 453 37 56,05
Membranfarbung positiv 8 5,0 7 25,92
CXCR4 negativ 62 39 37 54,29
Tumorstroma positiv 18 11,3 7 60,42

Tabelle 32: Potenzielle Prognosefaktoren in Abhangigkeit der Lokalisation des Karzinoms und der

Farbeergebnisse

4.6.3.4. Therapie

I Neoadjuvante Therapie I Keine Neoadjuvante Therapie
keine adjuvante Adjuvante Adjuvante keine adjuvante
Therapie Therapie Therapie Therapie
CD44 CDh44 CDh44 CD44 CD44 CD44 CD44 CD44

neg pos neg pos neg pos neg pos
n=12 n=8 n=31 n=16 n=14 n= n=46 n=17
ULz: ULz ULz: ULz ULz ULz: ULz: uLz:
Uber 12,65 44,98 26,25 28,78 12,09 83,35 Uber
Halfte Mo. Mo. Mo. Mo. Mo. Mo. Halfte
lebt lebt

Abbildung 32: Uberleben in Abhangigkeit von dem Therapieprotokolls und der CD44

Membranexpression

68



Ergebnisse

Bei der Untersuchung des Uberlebens der einzelnen Therapiearme ist zu bemerken, dass
Patienten ohne chemotherapeutische Behandlung mit 83,35 Monaten (Mo.) die langste
mediane Uberlebenszeit aufweisen und Patienten mit alleiniger adjuvanter Chemotherapie mit
18,76 Monate die geringste mediane Uberlebenszeit. Bei Aufteilung der erfolgten
Therapiestrategien, wie in der obenstehenden Abbildung aufgeflhrt nach sowohl erfolgter
neoadjuvanter und adjuvanter Chemotherapie als auch der Expression von CD44 in der
Membran, zeigen sich signifikante Uberlebensunterschiede in den einzelnen Subgruppen
bezogen auf ihr Uberleben (p=0,022, Tab. 33). Hierbei weisen Patienten, die nur neoadjuvant
oder nur adjuvant behandelt wurden und CD44 exprimieren, mit etwas mehr als 12 Monaten
die geringste mediane Uberlebenszeit auf. Insbesondere bei den alleinig neoadjuvant
behandelten Patienten ist ein sehr deutlicher Uberlebensvorteil der nicht CD44 exprimierenden

Gruppe feststellbar. Ahnliche Unterschiede zeigen sich auch in den anderen Subgruppen.

Variable Anzahl, Haufigkeit davon mediane ULZ
n= in % tot [Monate]
Weder neoadjuvante noch | Keine Farbung 63 39,6 20 83,35
adjuvante Therapie
CD44 negativ 46 28,9 14 83,35
CD44 positiv 17 10,7 6
Nur adjuvante Therapie Keine Farbung 18 11,3 15 18,76
CD44 negativ 14 8,8 11 28,78
CD44 positiv 4 25 4 12,09
Nur neoadjuvante Keine Farbung 20 12,6 10 47,38
Therapie
CD44 negativ 12 7,5
CD44 positiv 8 5 6 12,65
Neoadjuvante und Keine Farbung 47 29,6 24 40,64
adjuvante Therapie
CD44 negativ 31 19,5 14 44,97
CD44 positiv 16 10,1 10 26,25

Tabelle 33: Potenzielle Prognosefaktoren in Abhangigkeit des Therapieprotokolls und der CD44
Membranexpression (p=0,022)
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4.6.4. Multivariate Uberlebenszeitanalyse

Der letzte Schritt der Uberlebenszeitanalyse umfasst die multivariate Analyse, wobei der
Einfluss mehrerer Eigenschaften gleichzeitig auf das Gesamtuberleben untersucht werden
soll. Gegenstand dieser Studie war die Detektion einer prognosebestimmenden
Eigenschaftenkombination, weswegen in der folgenden multivariaten Analyse die in diesem
Kollektiv identifizierten vielversprechendsten Prognosefaktoren auf ihre Unabhangigkeit
voneinander geprift werden sollen. Unter Durchfliihrung der Methode ,,Einschluss® wurden der
CD44 Membranfarbungsscore, die Farbung des Tumorstromas, die
Lymphknotenmetastasierung, die erfolgte neoadjuvante Therapie und die Lokalisation des

Karzinoms in die Analyse mit aufgenommen.

n HR 95%-KI o]
CD44 Score 156 0,6 0,36-1,01 n.s.
0-2 vs. 3-9 (0,052)
CD44 Tumorstroma 156 0,819 0,5-1,37 n.s.
negativ vs. positiv (0,425)
N-Status 156 0,363 0,21-0,64 <0,001
NO vs. N1/2/3
Neoadjuvante Therapie 156 1,7 0,98-3,08 n.s.
nein vs. ja (0,057)
Lokalisation 156 0,523 0,29-0,93 0,028
Magen vs. AEG

Tabelle 34: Ergebnisse der Cox-Regression in Bezug auf das Gesamtiiberleben

Hierbei konnte eine Beeinflussung des Gesamtlberlebens  durch die
Lymphknotenmetastasierung und die Lokalisation des Karzinoms festgestellt werden. So
haben Patienten mit einer Lokalisation des Karzinoms im Magen ein 48 % geringeres Risiko
zu sterben als Patienten mit einem AEG. Patienten ohne Lymphknotenmetastasen haben im
Vergleich zu Patienten, bei denen bereits eine Lymphknotenmetastasierung festgestellt
wurde, ein 64 % niedrigeres Risiko. Darliber hinaus lassen sich bei der Expression von CD44
in der Membran als auch bei neoadjuvanten Therapiestrategien im untersuchten Kollektiv
Zusammenhange mit der Uberlebenszeit vermuten. Lediglich die Expression von CD44 im

Tumorstroma scheint keinen Einfluss auf die Uberlebenszeit auszutiiben.
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5. Diskussion

In dieser Studie wurden die Expressionen von CD44 und CXCR4 auf der Tumorzellmembran
und im Tumorstoma von Magenkarzinomen untersucht und ihre prognostischen Bedeutungen
analysiert. Es wurde nach Zusammenhangen zwischen der Expression der
Oberflachenproteine und Patienten-, Tumor- und Therapieeigenschaften gesucht und deren
Einfluss auf das Gesamtluberleben geprift, um mdégliche prognosebestimmende
Eigenschaften zu identifizieren. Es folgt eine kritische Diskussion dieser Ergebnisse und eine

Gegenuberstellung mit der aktuellen Studienlage.

5.1. Das Studienkollektiv im Vergleich zur Literatur

5.1.1. Geschlecht und Altersverteilung

In der Literatur wird beschrieben, dass Manner doppelt so haufig am Magenkarzinom
erkranken wie Frauen (5). Diese Geschlechtsverteilung deckt sich mit der Verteilung der

Geschlechter in unserem Kollektiv. 109 Patienten des Kollektivs sind Manner und 50 Frauen.

Anders sieht es bei der Altersverteilung aus. Hier liegt das beschriebene mittlere
Erkrankungsalter bei durchschnittlichen 74 Jahren (22, 23). Auch das in Deutschland in den
Jahren 2017/2018 gemessene mittlere Erkrankungsalter wird vom Robert Koch-Institut im
selben Bereich angegeben. Mit einem durchschnittlichen Erkrankungsalter von 63,6 Jahren
sind die in dieser Studie eingeschlossenen Patienten im Schnitt 10 Jahre jinger. Bei Frauen
zeigt sich diese Abweichung noch deutlicher. Hier ist im Krebsregister ein mittleres
Erkrankungsalter von 76 Jahren angegeben. In dem vorliegenden Kollektiv wurde ein mittleres
Erkrankungsalter bei Frauen von 60,5 Jahren gemessen, was einen Unterschied von 15,5
Jahren ausmacht. Die Manner unseres Kollektivs erhielten mit durchschnittlichen 65 Jahren
ihre Diagnose. Damit weicht das Alter bei Erstdiagnose nur 6 Jahre von dem bestimmten Alter

des Zentrums fir Krebsregisterdaten ab, was bei durchschnittlich 71 Jahren liegt (7).

Eine Erklarung flr die abweichende Altersverteilung kdnnte ein Ausschluss der inoperablen
Patienten von dieser Studie sein. Aufgrund eines zu weit fortgeschrittenen
Erkrankungsstadiums werden Patienten palliativ behandelt, was nur in Ausnahmefallen eine
Operation beinhaltet. In unserer Studie sind Uberwiegend Patienten inbegriffen, die mit einem
kurativen Ansatz behandelt wurden. Es ist zu vermuten, dass palliativ behandelte Patienten

tendenziell eher den héheren Altersgruppen angehdren, weswegen sie in dieser Studie nicht
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mitberucksichtigt wurden. Au3erdem konnten jingere Patienten mdglicherweise eine hdhere
Bereitschaft haben, sich in einer Uniklinik operieren zu lassen und dafir auch langere

Anreisewege in Kauf zu nehmen.

Es ist auffallig, dass ein Grofteil der im frihen Alter aufgetretenen Magenkarzinome bei
Frauen diagnostiziert wurde. 64 % aller Frauen des Kollektivs wurden vor der Vollendung ihres
65. Lebensjahrs diagnostiziert. Dies deckt sich auch mit den Ergebnissen der Studie von Kim
et al., in der 4722 Patienten untersucht wurden und ebenfalls eine Assoziation zwischen
jungem Erkrankungsalter und weiblichem Geschlecht festgestellt wurde (119). Der Grund fur
das vermehrte Erkranken junger Frauen am Magenkarzinom ist bis heute ungeklart und sollte
Gegenstand weiterer Studien sein, damit mdgliche Risikofaktoren identifiziert und angegangen

werden konnen.
5.1.2. Tumorlokalisation

Im untersuchten Kollektiv wurden sowohl Patienten mit distalen Magenkarzinomen als auch
mit AEGs eingeschlossen und gleichermalRen untersucht. Obwohl sich in den letzten Jahren
ein Trend zur Abnahme der distalen Magenkarzinome unter gleichzeitiger Zunahme der AEGs
vollzogen hat, macht zum heutigen Zeitpunkt das distale Magenkarzinom weiterhin den
gréReren Anteil der Magenkarzinome aus. Im Jahr 2018 wurden weltweit 181.000 AEGs und
853.000 distale Magenkarzinome diagnostiziert, was ein 4,5 Mal héheres Vorkommen von
Magenkarzinomen im Vergleich zu AEGs bedeutet (120). In dem hier vorliegenden Kollektiv
weicht das Verhaltnis von AEGs zu distalen Magenkarzinomen von dem vorherrschenden
Verhaltnis der Gesamtpopulation ab und lag ziemlich genau bei 1:1. Dies kdénnte darauf
zurlickzufiihren sein, dass Patienten mit einem Ubergangskarzinom vermehrt die Uniklinik
aufsuchen aufgrund der schlechten Prognose und des oft niedrigen Differenzierungsgrades,

um dort die bestmogliche Behandlung zu erhalten.

Patienten mit einem Karzinom des gastrodsophagealen Ubergangs (iberlebten im
vorliegenden Kollektiv nachweislich schlechter als Patienten mit einer Lokalisation des
Karzinoms im distalen Magen (p=0,008). Die Ergebnisse der EUROCARE-5 Studie, die die
Uberlebenszeit von Patienten mit Magenkarzinomen in 29 Landern untersucht, bestatigen
diese Uberlebensunterschiede (8). Auch in weiteren Studien konnte ein Uberlebensvorteil der

distalen Magenkarzinome konstatiert werden (121).

Dariiber hinaus wird in der Literatur ein vermehrtes Auftreten der AEGs bei Mannern

beobachtet (7, 25). Diese Distribution konnte in unserem Kollektiv mit einer signifikant h6heren
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AEG-Rate bei Mannern als bei Frauen bestatigt werden (p<0,001). Wieso das
Ubergangskarzinom vermehrt bei Mannern auftritt, ist nicht bekannt. Das maénnliche
Geschlecht gilt sowohl beim AEG als auch beim distalen Magenkarzinom als Risikofaktor. Ein
moglicher Erklarungsansatz ist das Ubergewicht, welches als alleiniger Risikofaktor fir das
AEG gilt (22). Es existieren grolRe Unterschiede bei der Verteilung des Fettgewebes bei
Mannern und Frauen. Ubergewicht tritt zwar in der Bevdlkerung vermehrt beim weiblichen
Geschlecht auf, Manner weisen jedoch haufiger viszerales Fettgewebe auf, welches schon in
mehreren Studien mit dem Auftreten von gastrointestinalen Tumoren assoziiert werden konnte
(122-124).

Aufgrund ihrer Lokalisation in der Ubergangszone vereinen die AEGs anatomische
Besonderheiten von sowohl Osophagus als auch Magen. Der Diskurs dariiber, ob AEGs zu
den Magenkarzinomen oder den Osophaguskarzinomen gezahlt werden sollen, halt bis heute
an (125). In vielen Studien, wie auch in dieser Arbeit, werden sie zu den Magenkarzinomen
oder den dsophagogastralen Karzinomen gezahlt und wie eine Entitdt behandelt, obwohl
bereits in mehreren Studien nachgewiesen werden konnte, dass die Subtypen stark
voneinander abweichende Eigenschaften u.a. beziiglich ihrer Atiologie und histologischen
Differenzierung aufweisen (126). Ein mdglicher Ausblick fir die Zukunft ware die Betrachtung

der AEGs als eigene Entitat unter Analyse der Besonderheiten der einzelnen Subgruppen.
5.1.3. Histopathologische Einflussfaktoren

Im vorliegenden Kollektiv wurde der Uberwiegende Teil der Patienten mit einem T3-Stadium
diagnostiziert (42,1 %). Darauf folgten Diagnosen im T1- und T2-Stadium mit jeweils 22 %. Ein
T4-Stadium wurde selten diagnostiziert, ist hier jedoch ohnehin zu vernachlassigen, da es sich
um eine Studie mit kurativem Ansatz handelt und Patienten mit weit fortgeschrittenem Stadium
daher von Beginn an nicht bertcksichtigt wurden. Insgesamt gab es ein hohes Vorkommen
des T3-Stadiums, was sich mit den Daten der Literatur deckt (127). Das T-Stadium gilt als
wichtiger prognostischer Faktor (128). Dies konnte in unserer Studie belegt werden. Patienten
mit einer niedrigen Tumoreindringtiefe (T1 und T2) lebten signifikant langer als Patienten mit
einem hohen T-Stadium (T3 und T4).

Neben der Tumoreindringtiefe gilt auch die Lymphknotenbeteiligung als einer der wichtigsten
prognostischen Marker des Magenkarzinoms (129). In einer Vielzahl an Studien konnte belegt
werden, dass bei Erstdiagnose Uber die Halfte aller Magenkarzinompatienten bereits
Lymphknotenmetastasen aufwiesen (49, 130). Diese Zahlen decken sich mit den Ergebnissen

des untersuchten Kollektivs: bei 58,4 % der Patienten wurden bereits Krebszellen in den
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Lymphknoten gefunden (N1, N2, N3), bei 39,6 % der Patienten noch nicht. Der Anteil an
Patienten mit Lymphknotenmetastasen deckt sich mit den 2015 von Rodcken et al.
gemessenen Werten (127). Dass viele Patienten bereits Lymphknotenmetastasen aufweisen,
ist zum einen durch die spate Diagnose aufgrund des asymptomatischen Wachstums zu
erklaren und zum anderen auf die friihe Metastasierung zurtickzufuhren. So zeigen 3 % aller
Patienten mit dem Stadium T1a Lymphknotenmetastasen, im Stadium T1b schon 30 %. Die
Metastasierung eines Magenkarzinoms verschlechtert die Prognose erheblich. So fallt bei
Nachweis von Lymphknotenmetastasen die 5JU von 60 bis 65 % auf 10 bis 15 % (49). Dies
I&sst sich mit den erhobenen Daten des Kollektivs bestatigen. Patienten, die bei Erstdiagnose
bereits Lymphknotenmetastasen aufwiesen, Uberlebten nachweislich kurzer (p<0,001).
Weitere Studien belegen die Abnahme der Uberlebenszeit mit Zunahme der Anzahl an
Lymphknotenmetastasen (127, 131, 132).

Diese Ergebnisse sind relevant fir die Wahl der Therapiestrategie. Obwohl es in den letzten
Jahren grofe Fortschritte in der Chemo-, Immun- und Radiotherapie gab, stellt bis zum
heutigen Zeitpunkt die chirurgische Resektion die einzige kurative Therapieoption dar. In
diesem Kontext wird seit vielen Jahren die Mitentfernung der Lymphknotenstationen um den
Magen bei der totalen Gastrektomie kontrovers diskutiert. Mittlerweile ist die D2
Lymphadenektomie seit geraumer Zeit auch in Deutschland der Standard, da ein
Uberlebensvorteil und eine geringere lokoregiondre Riickfallrate nachgewiesen werden
konnte (57, 133).

Beim Vorliegen von Fernmetastasen wird zumeist von einer Behandlung mit kurativer Intention
auf eine palliative Behandlungsstrategie umgeschwenkt, welche nur in seltenen Fallen eine
operative Behandlung beinhaltet. Aufgrund des langen symptomlosen Wachstums des
Magenkarzinoms weisen bei Erstdiagnose bereits um die 40 % der Patienten Fernmetastasen
auf (2, 134). In unserem Kollektiv wurde ausschlieBlich bei 16,4 % der Patienten ein M1 Status
diagnostiziert, was auf den Ausschluss palliativ behandelter Patienten, aufgrund der fehlenden
Operation, zurlickzufuihren ist. Trotzdem konnte bei den eingeschlossenen Patienten unseres
Kollektivs ein kiirzeres Uberleben aufgedeckt werden (p<0,001), was mit den

Uberlebenszeiten der Literatur (ibereinstimmt (2, 134).
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5.1.4. Perioperative Chemotherapie

In den letzten 25 Jahren verzeichnete die multimodale Therapie des Magenkarzinoms grol3e
Fortschritte. Dies ist zu einem groflen Teil dem Nachweis von Therapievorteilen der
neoadjuvanten und adjuvanten Chemotherapie in mehreren Phase Il Studien und der daran
gekoppelten Weiterentwicklung der Therapiestrategien zuzuschreiben (135). Diese Studien
belegen einen Uberlebensvorteil der mit Chemotherapie behandelten Patienten bei
fortgeschrittenen Magenkarzinomen (62-64, 136). Infolgedessen wurde die Durchfiihrung
einer neoadjuvanten Chemotherapie bei fortgeschrittenen Magenkarzinomen ab Stufe T2 in

die Leitlinien aufgenommen (32).

Bei der Beurteilung unserer Ergebnisse ist es von grolier Relevanz, die Daten zeitlich zu
kontextualisieren. Die Datenerhebung erfolgte im Zeitraum von 2003 bis 2015 und umfasst
somit den Beginn der neoadjuvanten Chemotherapie im Jahr 2006 nach der Einfihrung des
ECX/ECF-Protokolls durch die MAGIC-Studie (62). Basierend auf den Ergebnissen dieser und
weiterer randomisierter kontrollierter Studien erfolgte die Implementierung der perioperativen
bzw. neoadjuvanten Chemotherapie bei Patienten mit fortgeschrittenem Magenkarzinom in die

deutsche Magenkarzinomleitlinie im Jahr 2010 (137).

Erst nach der Beendigung der Datenerhebung erfolgte der Umschwung zur Oxaliplatin-
basierten Chemotherapie im Jahr 2017 durch die FLOT-Studie, welche bis heute die
Grundlage der neoadjuvanten Chemotherapie in Deutschland bildet (63, 64).

Insgesamt erhielten im vorliegenden Kollektiv 53,5 % der Patienten eine perioperative
Chemotherapie. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Daten der National Cancer Database
(NCDB) aus den Jahren 2004 bis 2016.

Die NCDB ist eine klinisch onkologische Datenbank, die die Daten von bis zu 70 % aller
diagnostizierten Krebsfalle in den USA einbezieht und aus der Zusammenarbeit des American
College of Surgeons und der American Cancer Society entstanden ist (138, 139). In den
Jahren 2004 bis 2016 verzeichnete die NCDB 108.150 Magenkarzinomdiagnosen in den USA,
wovon 53.321 eine operative Therapie erhielten. Ausschliel3lich operativ wurden von diesen
Patienten 44,4 % behandelt. Die restlichen 55,6 % erhielten zusatzlich zur Operation eine
perioperative Therapie mit Zytostatika.

Noch deutlicher wird der vollzogene Wandel der Therapiekonzepte in diesem Zeitintervall bei
Betrachtung der neoadjuvanten Chemotherapie.

In dem untersuchten Kollektiv wurden 42,8 % der Patienten eine neoadjuvante Chemotherapie
zugeflihrt, wovon 55,8 % eine Cisplatin-basiert und 44,2 % eine Oxaliplatin-basiert therapiert

wurden. In der neuen S3-Leitlinie wird die Durchfihrung einer neoadjuvanten, Oxaliplatin-
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basierten Chemotherapie allen Patienten mit einem pT2-Stadium oder héher empfohlen (137).
Insgesamt kénnen 76 % der Patienten des Kollektivs in diese Kategorie gezahlt werden, es
wurden jedoch nur 42,8 % neoadjuvant behandelt. Dies koénnte auf mehrere Grinde
zuruckgefuhrt werden. Zum einen hatte die neoadjuvante Chemotherapie zum untersuchten
Zeitraum kurzlich erst begonnen, Einzug in die Therapie des Magenkarzinoms zu nehmen.
Dies wird durch die Analyse der NCDB-Daten durch das American College of Surgeons
deutlich. So wurden im Jahr 2004 lediglich 15 % der Patienten mit Magenkarzinomdiagnose
in den USA mit einer neoadjuvanten Chemotherapie behandelt. Im Vergleich dazu liegt der
Anteil der neoadjuvant mit Chemotherapie behandelten Patienten im Jahr 2017 bereits bei 60
%. Dies bedeutet einen Anstieg der Applikation von Zytostatika um 45 % im betrachteten
Zeitraum. Die Implementierung eines neuen Therapiekonzepts in der klinischen Praxis nach
Veroffentlichung einer richtungsgebenden Studie nimmt eine gewisse Zeit in Anspruch. Dieses
Phanomen wurde schon von Morris beschrieben, der diesen Zeitraum mit 17 Jahren bemisst
(140). Demzufolge ist zu vermuten, dass bei Wiederholung der Studie zum jetzigen Zeitpunkt
ein deutlich gréRRerer Anteil an Patienten einer neoadjuvanten Chemotherapie unterzogen
worden ware. Zusatzlich ist die Diskrepanz zwischen 42,8 % neoadjuvant behandelter
Patienten und 76 % mit hoher Tumoreindringtiefe durch persénliche Voraussetzungen und
Motive zu erklaren. Nicht alle Patienten mochten eine Therapie mit Zytostatika durchfihren,

sind dazu koérperlich in der Lage oder vertragen diese Art von Therapie (138).

Bei den Patienten des untersuchten Kollektivs, die keine perioperative Chemotherapie
erhielten, wurde mit 83,35 Monaten das langste mediane Gesamtiberleben dokumentiert.
Betrachtet man die Intentionen fur die Durchflihrung einer perioperativen Chemotherapie,
beinhalten diese u.a. das Downstaging eines inoperablen Tumors zu einer resezierbaren
Tumorgrofle und die Vernichtung bereits gestreuter Mikrometastasen. Die Gruppe der
ausschliel3lich operierten Patienten umfasste folglich mehrheitlich Patienten niedriger T-
Stadien, die von vornherein, in Bezug auf das Gesamtlberleben, als prognostisch iberlegen

eingestuft werden kdnnen.

Im Vergleich dazu Uberlebten Patienten, die alleinig adjuvant chemotherapeutisch behandelt
wurden, am kurzesten. Die Durchflhrung einer ausschlielich adjuvanten Chemotherapie wird
in Deutschland nicht empfohlen, da bis zum heutigen Zeitpunkt lediglich in asiatischen
Populationen in diesem Kontext eine Uberlegenheit postuliert werden konnte (141, 142). Sie
wird in Deutschland nur bei nicht erfolgtem praoperativem Staging und hohem Rezidivrisiko
durchgefuhrt. Demzufolge gehdrten der Gruppe adjuvant behandelter Patienten bereits vor

der Durchfliihrung der Therapie Uberwiegend Patienten mit infauster Prognose an.
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Im GroBen und Ganzen zeigte sich in der Analyse des Kollektivs kein signifikanter
Uberlebensvorteil in Abhéngigkeit von der chemotherapeutischen Behandlung, sondern die
neoadjuvante Chemotherapie scheint eher mit einer kirzeren Uberlebensdauer
einherzugehen. Die Studienlage zu diesem Thema ist kontrovers. Wahrend in mehreren
Studien (u.a. MAGIC, FNCLCC/FFCD, FLOT) eine Assoziation von neoadjuvanter
Chemotherapie mit einer langeren Uberlebenszeit hergestellt werden konnte (62-64, 143,
144), konnten andere Studien keine Uberlebensvorteile der kombiniert neoadjuvant und
operativ behandelten Patienten mit distalen Magenkarzinomen dokumentieren (145-147).
Patienten mit AEGs profitieren hingegen nachgewiesenermalen von einer neoadjuvanten
Chemotherapie (145). Weitere randomisierte, multizentrische Studien in gré3erem Umfang
sind nétig. Diese sollten insbesondere Unterscheidungen zwischen AEGs und distalen

Magenkarzinomen vornehmen als auch die neuesten Therapieprotokolle mit einbeziehen.

Annlich sieht die Studienlage bei der adjuvanten Therapie aus. Auch hier zeigen die Patienten
des vorliegenden Kollektivs einen Trend zur kiirzeren Uberlebensdauer. Die japanische ACTS-
GC-Studie und die koreanische CLASSIC-Studie belegen einen Vorteil der adjuvanten
Chemotherapie in asiatischen Populationen (141, 142). Studien in westlichen Populationen
sind ausstehend. Der Nachweis fiir die Uberlegenheit der perioperativen Chemotherapie und

ihre Bedeutung fur die Therapie des Magenkarzinoms in der Zukunft bleibt abzuwarten.
5.1.5. Prognose

Trotz verbesserter Operationstechniken, gezielterer Therapiestrategien, steigender 5-
Jahresuberlebensrate und ricklaufiger Inzidenzen bleibt die Prognose des Magenkarzinoms
schlecht. Dies ist zu einem groRen Teil auf das lange symptomlose Wachstum des
Adenokarzinoms zurlckzufihren, was eine frihe Diagnostik erschwert. Eine mdglichst
frihzeitige Detektion ist notwendig, um die bereits fruh stattfindende lokoregionare
Ausbreitung des Magenkarzinoms zu unterbinden und somit auch die Prognose zu
verbessern. In mehreren Studien konnte nachgewiesen werden, dass ein frihes

Erkrankungsstadium bei Erstdiagnose mit einer héheren 5JU einhergeht (2, 6, 7, 27, 139).

In den letzten Jahrzehnten wurde ein Anstieg der 5JU verzeichnet. Betrachtet man den
Zeitraum von 1991 bis 2010 in den USA, konnte ein Abfall der Magenkarzinom-assoziierten
Todesrate um 20 % beobachtet werden (22, 148). Die Analyse der NCDB-Daten aus den
Jahren 2004 bis 2017 stltzt dieses Phanomen (139). Trotz dieses marginalen Anstiegs bleibt
die 5JU allumfassend gering. So lag diese im Jahr 2017/18 laut der Daten des deutschen

Krebsregisters bei Mannern bei 34 % und bei Frauen bei 37 %. Diese Ergebnisse decken sich
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tendenziell mit den Ergebnissen des untersuchten Kollektivs. Nach 5 Jahren lebten noch etwas
mehr als 40 % der eingeschlossenen Patienten. Bei der Interpretation dieser Ergebnisse muss
beachtet werden, dass v.a. kurativ intendiert behandelte Patienten in unsere Studie mit
aufgenommen wurden und somit die Patienten mit den wahrscheinlich kirzesten 5JU
ausgeschlossen wurden. Dies kénnte die leicht erhdhte durchschnittliche Uberlebenszeit
unseres Kollektivs erklaren. Weiterfuhrend ist fur die Prognose auch die durchgefihrte
Behandlung essenziell. So konnte anhand der NCDB-Daten gezeigt werden, dass Patienten,
die keine leitliniengerechte Therapie erhielten, signifikant kirzer Uberlebten. Da das
Einschlusskriterium unserer Studie die Operation war, sind nur therapierte Patienten in
unserem Kollektiv inbegriffen. Dies ist ebenfalls ein Faktor, der zu der héheren 5JU im

Vergleich zu den 2017/18 in Deutschland gemessenen Daten beitragt (7, 139).

Der Anstieg der 5JU kann auf den Abfall der Magenkarzinominzidenzen der letzten Jahre
zurlickgeflhrt oder durch die verbesserten Therapiemdglichkeiten erklart werden. Trotzdem
bleibt die Prognose aufgrund der fortgeschrittenen Erkrankungsstadien bei Diagnose
marginal. Eine Méglichkeit zur Verbesserung der Uberlebenszeiten stellt der Ausbau der
Friherkennung dar. Da eine fortgeschrittene Erkrankung mit einem kirzeren Uberleben
assoziiert ist, missen die Screening- und Vorsorgemethoden erweitert bzw. zunachst in der
westlichen Welt etabliert werden, um die Patienten im optimalen Behandlungsfenster
therapieren und somit die Uberlebenszeit in die Hohe treiben zu kénnen. Als mogliche
Vorbilder kdnnten hierfir Japan oder Korea dienen, die schon seit vielen Jahren Mdglichkeiten
zum Magenkarzinomscreening anbieten (9, 149, 150). Das Screeningverfahren muisste hierbei
auf die Gegebenheiten unserer Population angepasst werden. Hierfir sind weitere

randomisierte kontrollierte Studien notwendig, um mdgliche Ansatzpunkte zu detektieren.
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5.2. CDA44 als molekularer Prognosefaktor

Bei der Beurteilung der Farbeergebnisse wurde zwischen einer Farbung der Zellmembran und
des Tumorstromas unterschieden. Sowohl Zellkerne als auch Zytoplasma sollten nicht gefarbt
sein, da dies auf einen Defekt der Zellmembran oder den Tod der Zelle hinweist. Auch die

positive Farbung des gesunden Magengewebes wurde von der Beurteilung ausgeschlossen.

Zahlt man alle CD44 positiven Farbeergebnisse zusammen, exprimierten 67,3 % des
untersuchten Kollektivs CD44 im Tumor. Differenziert man diese Ergebnisse nach der
Lokalisation der CD44 Expression, wiesen 51,6 % eine positive Membranfarbung und 38,4 %
eine positive Tumorstromafarbung auf. Der immunhistochemisch nachgewiesene Anteil CD44
positiver Zellen variiert in der Literatur zwischen 17,7 % und 72 % (12, 151-154). Hierbei bleibt
in vielen Studien unklar, ob bei der Beurteilung der Schnitte eine Unterscheidung zwischen
Membranfarbung und Tumorstromafarbung vorgenommen wurde. In einigen Studien wurde
nur die Farbung der Krebszellmembran als positiv gewertet. Mit 67,3 % exprimieren in unserer

Studie verhaltnismaRig viele Magenkarzinomzellen CD44.

Die Variabilitat des Anteils CD44-exprimierender Tumoren in den Kollektiven kann auf diverse
Grinde zurtickgefiihrt werden. Hierbei spielen u.a. die Groe der Studie, die persdnlichen
Faktoren der eingeschlossenen Patienten (u.a. Geschlecht, Alter, Herkunft) und deren
Tumoreigenschaften, die erfolgten Therapien als auch die Orte der Durchflihrung der Studien
eine Rolle. In dem untersuchten Kollektiv wurden verhaltnismaRig viele Patienten mit Tumoren
des gastroésophagealen Ubergangs eingeschlossen, als auch nahezu die Halfte der Patienten
mit neoadjuvanter Chemotherapie behandelt. Diese Faktoren kénnen zu der vermehrten

CD44-Expression beitragen. Dies soll im Folgenden weiter untersucht werden.
5.2.1. Geschlechts- und Altersverteilung

In dem untersuchten Kollektiv konnten keine Zusammenhange zwischen der Expression von
CD44 und dem Alter oder dem Geschlecht nachgewiesen werden. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen anderer Studien (12, 151, 152).

5.2.2. Risikofaktoren

Die Studienlage zu Zusammenhangen zwischen patientenbezogenen Risikofaktoren und der
Expression von CD44 beim Magenkarzinom ist schwach. Nur Cao et al. untersuchen in ihrer
Studie die Zusammenhange zwischen der Expression von CD44 und dem Vorliegen einer H.

pylori-Infektion, konnten jedoch keine Zusammenhange detektieren (151). Ahnlich sieht es im

79



Diskussion

vorliegenden Kollektiv aus. Die Expression von CD44 in der Membran konnte mit keinem
bestimmten Risikoprofil in Verbindung gebracht werden. Betrachtet man jedoch die Expression
von CD44 im Tumorstroma ist auffallig, dass Patienten ohne Risikofaktoren vermehrt CD44
exprimieren. So wiesen vermehrt Nichtraucher und Normalgewichtige als auch Patienten ohne
H. pylori Besiedlung eine positive Tumorstromafarbung auf. Dies lasst die Vermutung zu, die
CD44-Expression im Tumorstroma koénnte, im Vergleich zu CD44-Expression in der Membran,

ein positiver Prognosefaktor sein.
5.2.3. Tumorlokalisation

Eine vermehrte CD44-Expression konnte im vorliegenden Kollektiv bei Karzinomen des
gastrodsophagealen Ubergangs festgestellt werden. 36,3 % aller AEGs exprimierten CD44 in
der Membran, wohingegen nur 21,5 % aller distalen Magenkarzinome CD44 aufwiesen. Diese
Ergebnisse decken sich sowohl mit denen von Brungs et al. 2019 verdéffentlichten Daten (155),
als auch mit den Resultaten einer Metaanalyse, die 1346 Patienten mit Osophaguskarzinomen

untersuchte und bei 35,7 % der Patienten eine CD44-Expression aufzeigte (156).

AEGs sind in der Ubergangszone von Speiserdhre zu Magen lokalisiert, welche sich durch
den Ubergang vom Plattenepithel des Osophagus zum Zylinderepithel des Magens
auszeichnet und somit Uber eine einzigartige zelluldare Zusammensetzung verfugt. Solche
epithelialen Ubergangszonen sind pradestiniert firr die Entstehung von Karzinomen (157-159).
Die genauen Mechanismen, die zur Karzinogenese in diesen Bereichen flhren, sind jedoch
noch unzureichend geklart. Die 2020 verdffentlichte Studie von Fu et al. liefert einen
Erklarungsansatz fir die Entstehung von Magenkarzinomen in der gastro6sophagealen
Ubergangszone. Es wird die Entstehung bésartiger Transformationen durch sich in der
Ubergangszone befindende Ansammilungen unreifer CD44-positiver Zellen beschrieben, die
fir Erneuerungsprozesse zustandig sind. Diese Zellen besitzen hochgradig proliferative
Eigenschaften und kénnen entstandene Mutationen so leicht an ihre Nachkommen
weitergeben. Zusatzlich fordert die Interaktion von CD44 mit seinem Liganden OPN die
Transformation der Epithelien der gastroésophagealen Ubergangszone und begiinstigt so die
Karzinogenese (159).

Wie oben beschrieben, weisen AEGs im vorliegenden Kollektiv als auch in der Literatur eine
kiirzere mediane Uberlebenszeit auf. Exprimieren die Patienten zusatzlich CD44 in der
Membran, scheint das die mediane Uberlebenszeit zuséatzlich zu verkirzen. Patienten mit AEG
und ohne nachweisbare CD44-Farbung Uberlebten im Median 58,05 Monate, wohingegen die
mediane Uberlebenszeit bei positiver Membranfarbung 16,43 Monate betrégt. Dahingegen

scheint die Expression von CD44 im Tumorstroma weniger Auswirkungen auf die
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Uberlebenszeit zu haben. Die medianen Uberlebenszeiten bei positiver und negativer CD44-

Tumorstromafarbung sind annahernd gleich.
5.2.4. Histopathologische Einflussfaktoren

In ihrer 2014 veréffentlichten Metaanalyse, die 18 untersuchte Studien mit einschlief3t, konnten
Wang et al. keinen Nachweis Uber Zusammenhange zwischen der CD44-Expression und dem
Differenzierungsgrad und dem Wachstumstyp nach Laurén erbringen (12). Dies lasst sich mit
den Ergebnissen des untersuchten Kollektivs weitestgehend belegen. Nur im Tumorstroma
konnte eine verminderte Expression bei Karzinomen des diffusen Typs dokumentiert werden.
Dies stutzt ebenfalls die Vermutung einer Assoziation von CD44 im Tumorstroma mit einer
verbesserten Prognose, da diffuse Tumoren, im Vergleich zu intestinal wachsenden Tumoren,

vermehrt mit einer schlechteren Prognose einhergehen (50, 51).

Zusatzlich wurde in den Ergebnissen der Metaanalyse ein vermehrter Farbumschlag bei
héheren T-Stadien und dem Vorliegen von Fernmetastasen dokumentiert (152, 153). Diese
Ergebnisse stimmen nicht mit denen des untersuchten Kollektivs Uberein, da weder die
Tumoreindringtiefe noch die Fernmetastasierung mit der CD44 Auspragung in Verbindung
gebracht werden konnten. Die Interaktion mit seinen Liganden Hyaluronsaure, Osteopontin,
extrazellularen Matrixmetalloproteinasen und weiteren EZM-Bestandteilen ermdglicht CD44
exprimierenden Tumorzellen durch Zytoskelettverdnderungen und Ablésen aus ihrer
Verankerung tiefer in das umgebende Gewebe einzudringen und Krebszellabsiedlungen zu
bilden (93). Aufgrund dieser Fahigkeiten des CD44-Oberflachenproteins zur Induktion von
Adhasions- und Migrationsprozessen wurde hier ein abweichendes Ergebnis erwartet (86).
Mégliche Griinde fir die divergierenden Ergebnisse kénnten in der geringen StudiengréRe des
untersuchten Kollektivs und Unterschieden in den Zusammensetzungen der untersuchten

Studien liegen.

Im Gegensatz dazu stimmen die Ergebnisse der Lymphknotenmetastasierung mit den
Ergebnissen der Metaanalyse von Wang et al. Uberein (12). Beim Vorliegen von
Lymphknotenmetastasen trugen die Tumorzellen nachweislich vermehrt CD44 in der
Membran (p=0,031). In einer Vielzahl an Studien konnte eine Verbindung zwischen der CD44-
Expression und der Metastasierung in Lymphknoten aufgezeigt werden (151, 154, 160).

Insbesondere dem Auftreten der CD44-Variante 6 wird ein erhdhtes Metastasierungspotenzial
nachgesagt. In einer Metaanalyse aus dem Jahr 2018 wurden die Ergebnisse von 18 Studien
analysiert und die Bedeutung der CD44-Auspragung im Magenkarzinom untersucht. Hierbei

konnte sowohl ein signifikanter Zusammenhang zwischen CD44 generell und der Entstehung
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von Lymphknotenmetastasen als auch der Auspragung von CD44v6 mit einer Lymphknoten-
als auch LymphgefalRinvasion identifiziert werden (12, 161, 162). Die verwendeten Antikdrper
lassen jedoch keine Unterscheidung zwischen den Isoformen wie CD44v6 zu, weshalb hier
nur zwischen CD44 positiv und negativ unterschieden werden kann.

Das Vorliegen von Lymphknotenmetastasen gilt als ein Prognosefaktor fur eine kirzere
Uberlebenszeit. Bei Vorliegen einer Lymphknotenmetastasierung, gleichzeitiger Expression
von CD44 in der Membran oder im Tumorstroma verkrzt sich das mediane Uberleben, nach
den hier vorliegenden Ergebnissen des Kollektivs, zusatzlich. Die Expression von CD44
scheint also nicht nur mit der Metastasierung in die Lymphknoten einherzugehen, sondern die
Prognose zugleich mageblich zu verschlechtern. Mehrere Studien beschreiben CD44 als
unabhangigen prognostischen Marker zusammen mit der Lymphknoteninvasion und dem T-
Stadium (151). Beim kolorektalen Karzinom konnte die Uberexpression von CD44 auf CAF
bereits in Verbindung mit einem erhdhten Metastasierungspotenzial des Karzinoms gebracht
werden (163).

In der Zukunft kénnte eine Bestimmung der CD44-Expression sowohl die Entstehung von
Lymphknotenmetastasen als auch die damit einhergehende Verkiirzung der Uberlebenszeit
prognostizieren. Aufgrund der frihen Streuung in Lymphknoten und der zum Teil daraus
resultierenden schlechten Prognose des Magenkarzinoms spielt die Friherkennung und die
mogliche gezielte Ausschaltung von Tumorzellen eine zentrale Rolle in der aktuellen

Forschung des Magenkarzinoms. Weitere Studien in groRem Umfang sind erforderlich.

Bei dem vorliegenden Kollektiv ist kein Zusammenhang zwischen der Membranfarbung und
dem Wachstumstyp nach Laurén erkennbar. Dies deckt sich mit den Ergebnissen weiterer
Studien (152, 153). Anders als bei der Membranfarbung konnte eine CD44 positive
Tumorstromafarbung Uberwiegend beim intestinalen Wachstumstyp detektiert werden. Diese
Erkenntnis stitzt wiederum die These, die CD44-Expression im Tumorstroma kdnnte einen

positiven prognostischen Einfluss auslben.

5.2.5. Perioperative Chemotherapie

Die Krebsstammzellhypothese geht davon aus, dass ein Anteil der Krebszellen
Stammzellfahigkeiten besitzen, die die Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika beinhaltet.
Infolgedessen sollen diese Zellen die Chemotherapie uUberleben und anschlielend zu
Ruckfallen und Metastasierung fuhren (95). Die Studienlage zur Wirkung der Chemotherapie
auf die Stammzellen ist kontrovers. Wahrend in einigen Studien eine Vergrolierung der
Stammzellpopulation (gemessen Uber die Expression der Stammzellmarker CD44, CD24 und

CD133) aufgezeigt werden konnte (164, 165), weisen andere Studien eine Reduktion der
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CSC-Marker nach erfolgter Chemotherapie auf (166, 167). Diese Studienergebnisse beziehen
sich auf Mamma- und Kolonkarzinome. Zu Auswirkungen der neoadjuvanten Therapie auf die

Expression von CD44 bei Magenkarzinomen liegen wenige Studienergebnisse vor (168, 169).

Eine dieser Studien ist die 2021 von Jogo et al. verdffentlichte Studie, welche die
Auswirkungen untersucht, die eine perioperative Chemotherapie auf die Expression der
Isoform CD44v9 in der Membran von Magenkarzinomzellen ausubt. Hierbei wiesen 48,3 %
der praoperativ mit Chemotherapie behandelten Patienten eine CD44v9 Expression auf,
wohingegen nur 26,4 % der nicht praoperativ behandelten Patienten CD44v9 exprimierten.
Diese Ergebnisse weisen, ahnlich den Ergebnissen des untersuchten Kollektivs, eine Tendenz
zur vermehrten Expression von CD44 in der Membran nach erfolgter neoadjuvanter Therapie
auf. 36,8 % aller neoadjuvant vorbehandelten Patienten des untersuchten Kollektivs
exprimierten CD44 in der Membran, wohingegen nur 23,1 % der nicht neoadjuvant
behandelten Patienten CD44 exprimierten. Die Zunahme des CD44-Vorkommens nach
erfolgter neoadjuvanter Chemotherapie lasst eine Induktion von Veranderungsmechanismen
in der Zelle durch die applizierte Chemotherapie vermuten. Mdglich ware eine Ausbildung des
CD44-Oberflachenmerkmals durch die Krebszelle, um diese vor der angreifenden
Chemotherapie zu schitzen und sie dadurch resistenter zu machen. Ein weiterer moglicherer
Erklarungsansatz geht mit der Stammzelltheorie einher. Nach erfolgter radikaler
Chemotherapie bleiben nur die Zellen mit Stammzelleigenschaften zurtick und kénnen im
Folgenden zu Ruckfallen und Metastasierung fuhren. Bei Resektion des Tumors werden daher

bei diesen Tumoren zu grofen Teilen CD44-positive Zellen detektiert (169).

Die Unterschiede zwischen den Ergebnissen der oben beschriebenen Studie und den
Ergebnissen dieser Dissertation kdnnen auf die geringen Anzahlen perioperativ behandelter
Patienten der Studie von Jogo et al. zurlickgefiihrt werden. So wurden nur 29 Patienten
neoadjuvant Chemotherapie verabreicht, im Vergleich zu 68 Patienten in der vorliegenden
Studie. Auflierdem wurde einzig die Isoform CD44v9 untersucht, da es Hinweise zur
Assoziation dieser Isoform mit erhéhter Riickfallrate und Zytostatikaresistenz gibt (170). Diese
Vermutungen konnten Jogo et al. in ihrer Studie belegen. Patienten mit CD44v9 Expression
wiesen sowohl Zusammenhange mit schlechteren klinisch-pathologischen Faktoren, als auch
schlechteres Ansprechen auf Chemotherapie und infolgedessen eine schlechtere Prognose
auf (169). Dies bestatigt die Vermutungen zur Ausbildung resistenter CD44-positiver Zellen

mit Stammzelleigenschaften.

Weitere Studien mit einer grolkeren Patientenanzahl und unterschiedlichen CD44-

Splicevarianten sind nétig, um diesen Verdacht endglltig zu bestatigen. Diese Ergebnisse
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geben jedoch einen Ausblick auf die moégliche gezielte Ausschaltung CD44-positiver
Stammzellen, zur Effektivitatssteigerung der Chemotherapie als auch zur Verhinderung von
Ruckfallen. Dartber hinaus kénnte CD44 als prognostischer Marker verwendet werden, um
die Wahrscheinlichkeit von Ruckfallen, Entwicklung von Zytostatikaresistenzen und Mortalitat

abzuschéatzen.
5.2.6. Prognose

Im Gegensatz zu der Uneinigkeit der Literatur in Bezug auf die oben beschriebenen Parameter
ist die Studienlage zur Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der CD44-Farbung eindeutiger.
Dementsprechend konnte in mehreren Studien eine Assoziation von CD44 im Tumorgewebe
und einer kirzeren Uberlebenszeit dokumentiert werden (151, 152). Dieser Trend lasst sich
ebenfalls in dem untersuchten Kollektiv beobachten. Die Zunahme der CD44-Farbeintensitat
geht mit einer deutlichen Abnahme der medianen Uberlebenszeit einher, wobei Patienten mit
schwacher CD44 Farbung, im Vergleich zu Patienten mit medianer und starker Farbung,
ahnliche mediane Uberlebenszeiten wie Patienten ohne CD44-Expression aufwiesen. Diese
Ergebnisse bestatigen die Vermutung, dass schwach gefarbte Tumoren &hnliche
Eigenschaften wie negative Tumoren zu haben scheinen. Hierbei scheint vor allem die
Expression in der Tumorzellmembran von Bedeutung zu sein. Der Expression von CD44 im

Tumorstroma kommt in Bezug auf das Uberleben scheinbar eine geringere Bedeutung zu.

Die Ergebnisse dieser Studie suggerieren, dass die CD44 Uberexpression in
Magenkarzinomzellmembranen nicht nur hochgradig metastasierende Eigenschaften mit sich
bringt, sondern auch an der Ausbildung von Zytostatikaresistenzen beteiligt ist. Daher stellt
sich die Frage, ob CD44 als mdglicher Prognosefaktor fir die Metastasierung in Lymphknoten,
die Entwicklung von Zytostatikaresistenzen und zur Vorhersage der Uberlebenszeit verwendet
werden kann.

Durch die Durchfilhrung von Cox-Regressionen konnte die CD44 Uberexpression in mehreren
Studien als unabhangiger prognostischer Marker fir ein kirzeres Gesamtuberleben der
Patienten identifiziert werden (151-153, 171). Ahnliche Tendenzen sind im vorliegenden
Kollektiv ebenfalls erkennbar. Sowohl die CD44 Expression (p=0,052), als auch die erfolgte
neoadjuvante Chemotherapie (p=0,052) tben vermutlich Einfluss auf das Gesamtuberleben
der Patienten aus. Zusatzlich konnten N-Status und auch die Lokalisation des Karzinoms als
unabhangige prognostische Marker identifiziert und somit als pradiktive Faktoren gewertet
werden. Dahingegen scheint die Expression von CD44 im Tumorstroma keine Wirkung auf

das Uberleben zu haben und ist daher als Vorhersagewert unbrauchbar.
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Insgesamt ist der Vergleich des untersuchten Kollektivs mit den Studien aus der Literatur aus
mehreren Grunden nur eingeschrankt moglich. Zum einen verflgten die vorliegenden Studien
teilweise Uber sehr kleine Patientenkohorten, wodurch lediglich eine geringe Anzahl CD44
positiver Magenkarzinome untersucht wurde. Darlber hinaus wurden die Studien in
unterschiedlichen Landern durchfihrt, wodurch die Patienten unterschiedliche Risikoprofile
und Grundvoraussetzungen mitbrachten. So erfolgte die Studiendurchfiihrung von Chen et al.
als auch die von Wakamatsu et al. in einem japanischen Kollektiv. Japan zahlt zu den Landern
mit den hochsten Magenkarzinominzidenzen weltweit (5). Aufgrund abweichender
Essgewohnheiten, héherer H. pylori-Durchseuchungsraten und weiteren exogenen Faktoren
bringen die untersuchten Patienten andere Voraussetzungen mit und sind somit nicht direkt

mit dem hier untersuchten Kollektiv vergleichbar (28).

Trotz verbesserter und aggressiverer Therapiestrategien bleibt die Prognose des
Magenkarzinoms schlecht. Molekulare Prognosefaktoren koénnten in der Zukunft in die
Klassifizierung der Tumoren mit einbezogen werden und so die Mdglichkeit bieten, die
Rickfallwahrscheinlichkeit und Uberlebenszeit der betroffenen Patienten besser
abzuschéatzen. Dartber hinaus kénnte das Screening der Patienten nach molekularen
Prognosefaktoren zur Detektion solcher Patienten fiihren, die von gezielten Therapien

profitieren konnten.

Um dies zu erreichen, ist die Validierung der molekularen Rolle von CD44 in einem gré3eren
und unabhangigen Datensatz erforderlich. Hierbei sollten AEGs und Magenkarzinome als zwei
unterschiedliche Entitaten behandelt werden. Darlber hinaus konnte CD44 in der Zukunft als
Angriffspunkt neuer zielgerichteter Therapien dienen. Durch gezieltes Ausschalten der CD44
exprimierenden Zellen mit Stammzelleigenschaften kénnte das Metastasierungspotenzial

reduziert und das Gesamtlberleben gesteigert werden.
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5.3. CXCR4 als molekularer Prognosefaktor

Wie bei der Beurteilung der immunhistochemischen CD44-Farbeergebnisse, wurde bei der
CXCR4-Farbung auch sowohl die vollstandige Membranfarbung als auch die Farbung des
Tumormikromilieus evaluiert. In dem untersuchten Kollektiv exprimierten lediglich 6,9 % der
Patienten CXCR4 in der Tumorzellmembran und 17 % im umgebenden Tumorstroma.
Insgesamt ergibt sich eine CXCR4-positive Farbung des Tumorgewebes von 22 %, was einem
sehr geringen Anteil entspricht. Diese Ergebnisse weichen deutlich von den Verhaltnissen der
Literatur ab, welche zwischen 30,6 % und 44,3 % variieren (172-175). Wieso in dem
vorliegenden Kollektiv verhaltnismaRig wenige Patienten CXCR4 im Tumorgewebe
exprimierten, bleibt fraglich. Mégliche Ursachen kénnten in den genetischen Hintergriinden
der Patienten, der Studienzusammensetzung und den kleinen GréRen der Studien liegen, die

in einer geringeren Vergleichbarkeit der Studienergebnisse untereinander resultieren.

In Folge des geringen Anteils an Tumoren mit membranstandiger CXCR4-Expression im
untersuchten Kollektiv sind die erhobenen Ergebnisse nur geringflgig reprasentativ und
mussen mit Vorsicht interpretiert werden. Weiterfihrende Untersuchungen mit zahlenmaRig

gréRReren Kollektiven kénnten zu vielversprechenden Daten fiihren.
5.3.1. Geschlechts- und Altersverteilung

Bei der Beurteilung der membranstandigen CXCR4-Farbung in Hinblick auf die
altersabhangige Verteilung im Kollektiv konnten keine Zusammenhange erkannt werden. Dies
deckt sich mit den Ergebnissen mehrerer Studien (172, 173, 176).

Anders verhalt es sich bei der geschlechtsabhangigen Verteilung des Chemokinrezeptors im
untersuchten Kollektiv. Betrachtet man die 11 CXCR4 membranstéandig exprimierenden
Karzinompatienten ist auffallig, dass diese Uberwiegend dem mannlichen Geschlecht
angehoren. Diese Tendenzen lassen sich zum jetzigen Zeitpunkt durch keine vorliegende
Magenkarzinomstudie bestatigen. Bei der Untersuchung von Kolonkarzinomen konnte Yopp
et al. im Jahr 2012 jedoch ebenfalls ein vermehrtes Vorkommen der CXCR4 Expression beim
mannlichen Geschlecht verzeichnen (177). ZahlenmaRig grofere Studien sind nétig, um diese
moglichen Tendenzen weiter zu untersuchen. Das Geschlecht sollte bei der mdglichen

Verwendung CXCR4s als prognostischen Marker nicht auflder Acht gelassen werden.
Auch bei der Tumorstromafarbung wurden Unterschiede in Bezug auf das Geschlecht deutlich.

Hier konnte eine nachweislich vermehrte CXCR4-Farbungen bei weiblichen Patienten

aufgezeigt werden.
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Grundsatzlich ist die Studienlage zur Expression von CXCR4 im Tumorstroma des
Magenkarzinoms unzureichend. Es ist bekannt, dass CXCR4 auf unterschiedlichen, dem
Tumormikromilieu zugehorigen, Zellen exprimiert wird, zu denen u.a. Fibroblasten,
Endothelzellen, Epithelzellen und Lymphozyten zahlen (116). Diese Zellen werden durch hohe
CXCL12 Konzentrationen in der Umgebung der Krebszellen angelockt, um dort als Teil des
Tumorstromas das Krebswachstum zu unterstitzen (21, 178). Das Vorkommen des
Chemokins CXCL12, welches als Ligand von CXCR4 agiert und nachgewiesenermalfien auf
CAFs und im Tumormikromilieu vorkommt und so das Tumorwachstum und die
Metastasenentstehung beginstigt, wurde in mehreren Studien untersucht und belegt (102,
179).

5.3.2. Tumorlokalisation

Dartber hinaus konnte eine vermehrte CXCR4-Farbung im Tumorstroma bei Tumoren des
gastrodsophagealen Ubergangs festgestellt werden und auch 8 der 11 CXCR4 in der
Membran exprimierenden Tumoren waren in diesem Bereich lokalisiert. Spezielle Studien, die
Unterschiede in CXCR4-Expressionsmustern bei Ubergangskarzinomen und distalen
Magenkarzinomen vergleichen, liegen zum jetzigen Zeitpunkt nicht vor. In ihrer 2015
publizierten Studie untersuchten Sugihara et al. die Auspragungen des CXCR4 Liganden
CXCL12 in 123 AEG-Patienten. Hierbei konnte gezeigt werden, dass bei Uber die Halfte der
Patienten CXCL12 vermehrt auf Krebszellen und Stromazellen exprimiert und dass dieses
vermehrte Vorkommen Uber die Interaktion mit CXCR4 mit einem deutlich schlechteren

Uberleben der Patienten einherging (180).

Bei der Analyse der Uberlebenszeiten des Kollektivs zeigt sich in Bezug auf die CXCR4-
Membranfarbung sowohl beim distalen Magenkarzinom als auch bei dem AEG eine deutliche
Abnahme der Uberlebenszeit bei CXCR4 tragenden Patienten. So wiesen Patienten mit einem
Ubergangskarzinom ohne CXCR4-Farbung eine Uberlebenszeit von 56 Monaten auf,
wohingegen diese sich bei CXCR4-Farbung auf unter die Halfte reduziert. Dahingegen lebten
die Patienten mit CXCR4 positivem Tumorstroma sowohl beim distalen Magenkarzinom als
auch beim Ubergangskarzinom im Median tendenziell Ianger. Diese Beobachtung zeigte sich
verstarkt beim distalen Magenkarzinom. Patienten ohne Tumorstromafarbung lebten im
Median 73,85 Monate und bei positiver Farbung 112 Monate. Hierbei muss jedoch erwahnt
werden, dass bei so speziellen Subgruppenanalysen sehr geringe Gruppengréfen entstehen,
wodurch die Ergebnisse nicht unbeschrankt auf das Gesamtkollektiv Gbertragbar sind. Diese
Tendenzen bestatigen jedoch die Vermutungen, dass CXCR4-Expression im Tumorstroma ein

moglicher positiver pradiktiver Faktor sein kdnnte. Hierzu sind weitere Studien notwendig.
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5.3.3. Histopathologische Einflussfaktoren

Bei der Untersuchung des Tumorstromas konnten keine Zusammenhange mit einer erhohten
Eindringtiefe festgestellt werden. Dahingegen wiesen bei Betrachtung der Membranfarbung 9
der 11 Tumoren mit Farbumschlag mindestens ein pT3-Stadium auf. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen der Studie von Chen et al. aus dem Jahr 2021, in der ein nachweislich erhdhtes
Vorkommen des Chemokinrezeptors bei Tumoren der T3 und T4 Stadien gezeigt werden
konnte (174). Dies legt die Vermutung nahe, dass die Expression von CXCR4 in der Membran

mit ungiinstigeren Tumoreigenschaften einhergeht.

Erwiesenermallen hangt das Metastasierungspotenzial mehrerer solider Tumoren eng mit der
Expression des CXC-Chemokinrezeptors 4 zusammen (110, 112, 114, 181) und auch beim
Magenkarzinom konnten lwasa et al. eine Verbindung zwischen der CXCR4-Expression und
der Entstehung von Lymphknoten- und Fernmetastasen herstellen (13). Durch das
Zusammenspiel mit seinem Liganden CXCL12 verleint CXCR4 den Krebszellen pleiotrope
Effekte und reguliert Migrationsbewegungen entlang des CXCL12 Konzentrationsgradienten.
In mehreren Studien konnte durch eine gezielte Ausschaltung des CXCR4/CXCL12-
Signalweges eine Reduktion der Metastasenlast erzielt werden (182).

Auch im vorliegenden Kollektiv scheinen die CXCR4 membranstandig exprimierenden
Krebszellen Metastasierungstendenzen zu besitzen. So wiesen 9 der 11 Patienten, bei denen
der Chemokinrezeptor in der Membran nachgewiesen werden konnte, bereits
Lymphknotenmetastasen zum Zeitpunkt der Diagnose auf. Dies untermalt zusatzlich die
Ergebnisse der 2021 verdffentlichten Studie von Chen et al.,, der ebenfalls einen
Zusammenhang der CXCR4 Uberexpression mit der Metastasierung in Lymphknoten und
darlber hinaus in weitere Organe belegen konnte (174).

Trotzdem liegen ebenfalls Studien vor, die keine Verbindung zwischen CXCR4 und der
Metastasierung in Lymphknoten herstellen konnten (172, 173).

Diese Unterschiede sind mdglicherweise auf abweichenden Studiengréen und Unterschiede
in der Studienzusammensetzung zurlckzufihren, die in einer unzureichenden
Vergleichbarkeit der Studien untereinander resultiert. Zusatzlich schrankt die niedrige Anzahl
CXCR4-positiver Praparate des untersuchten Kollektivs die Vergleichbarkeit mit der Literatur

ein. Weitere Studien sind unerlasslich, um die beobachteten Tendenzen zu bestatigen.
Prinzipiell ist die Metastasierung von Karzinomen ein hochgradig organisierter Prozess und

die Beteiligung und Auswirkungen des Chemokinrezeptors CXCR4 sind bis heute nicht
abschlielend geklart (21, 183).
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Bei der Beurteilung der CXCR4-Expression im Tumorstroma konnte keine Assoziation mit der

Metastasierung in Lymphknoten dokumentiert werden.

Dartiber hinaus deuten die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung auf einen
Zusammenhang der CXCR4-Expression mit einem hohen Differenzierungsgrad hin. So
wiesen speziell Tumoren des G1 und G2 Typs CXCR4 in der Membran und im Tumorstroma
auf. Ebenso wie Chen et al. im Jahr 2021 beschrieben auch Kwak et al. im Jahr 2005 diesen
Zusammenhang (174, 176). Zu Beginn der Krebsentstehung behalt das Karzinom seinen
epithelialen Charakter. Erst im Verlauf gehen diese Eigenschaften verloren und die
Krebszellen weichen immer mehr von ihrem urspringlichen Phénotyp ab. Satomura et al.
beschreiben in ihrer Studie eine gleichzeitige Verminderung der CXCL12 Expression mit der
Abnahme des Differenzierungsgrades (173). Dies passt mit den beobachteten Tendenzen des
untersuchten Kollektivs tberein. Es liegen jedoch noch weitere Studien vor, die hinsichtlich
der differenzierungsabhangigen Expression des Chemokinrezeptors Uneinigkeit postulieren.
So dokumentierten Zhao et al. eine vermehrte CXCR4-Expression bei schlecht differenzierten
Tumoren und Satomura et al. konnten keine Zusammenhange mit dem Grading aufdecken
(173).

Annlich kontrovers stellt sich die Studienlage in Bezug auf die Laurén-Klassifikation dar (184).
Hier konnte im untersuchten Kollektiv ein vermehrtes CXCR4-Vorkommen im Tumorstroma
beim intestinalen Wachstumstyp festgestellt werden. Dieselben Tendenzen deckten Kwak et
al. und Iwasa et al. in ihren Studien auf (13, 176). Hierbei wurde jedoch nicht die Farbung des
Tumorstromas, sondern die der Tumorzellen selbst untersucht, bei welcher im untersuchten

Kollektiv kein vermehrtes Vorkommen des Chemokinrezeptors dokumentiert werden konnte.

Méoglicherweise ist das vermehrte Vorkommen von CXCR4 im Tumorstroma bei sowohl guter
Differenzierung als auch bei intestinalem Wachstumstyp auf den Verankerungsmechanismus
der Zellen Uber die Bindung CXCR4-tragender Zellen an ihren Liganden CXCL12
zurlckzufiihren (21). Es ist moglich, dass die Downregulation des CXCR4/CXCL12-
Signalweges bei schlecht differenzierten und diffus wachsenden Tumoren mit der gesteigerten
Invasivitat dieser Tumoren in Verbindung gebracht werden kann, aufgrund einer verminderten
Verankerung. Infolgedessen ist die Expression von CXCR4, wie oben schon einmal erwahnt,
im Tumorstroma maoglicherweise als potenziell positiver Prognosefaktor zu werten. Um diese

These zu validieren, sind weitere Untersuchungen notig.
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5.3.4. Prognose

In der Literatur wird eine Assoziation der CXCR4-Krebszellfarbung mit einer schlechteren
Prognose (19, 185) und einer kiirzeren Uberlebenszeit beschrieben (172, 174, 186). Dies kann
mit den Ergebnissen dieser Arbeit belegt werden, wobei an dieser Stelle noch einmal auf den
geringen Anteil CXCR4 membranstandig tragender Magenkarzinome hingewiesen werden
muss, die die Aussagekraft der Ergebnisse des untersuchten Kollektivs einschranken. Unter
Berucksichtigung dessen suggerieren die erhobenen Daten, dass eine weiterfuhrende
Untersuchung mit einem gréRBeren Kollektiv zu vielversprechenden Daten flhren konnte, da
die 11 Patienten mit positiver CXCR4-Membranfarbung mit einem medianen Uberleben von
10,55 Monaten deutlich kirzer Uberlebten als die restlichen Patienten mit einem medianen
Uberleben von 56,25 Monaten. Die Expression des Chemokinrezeptors im Tumorstroma
scheint hingegen keine relevanten Auswirkungen auf das Uberleben zu haben und ist daher

als potenzieller Prognosefaktor ungeeignet.

Zusammenfassend bleibt die Bedeutung des Chemokinrezeptors als molekularer
Prognosefaktor unklar. Aufgrund der wider Erwarten geringen Anzahl positiver CXCR4
exprimierender Magenkarzinome des untersuchten Kollektivs waren keine weitreichenden
Untersuchungen mdglich. Die Tendenzen weisen jedoch auf einen Zusammenhang zwischen
der CXCR4-Expression und einem fortgeschrittenem Tumorstadium, einem hohen
Differenzierungsgrad und einer kirzeren Uberlebenszeit und damit einhergehend
schlechteren Prognose hin. Hierzu sind weitere Studien in einem gréReren Umfang nétig, um

diesen Trend zu validieren.
5.4. Zusammenhange zwischen CD44 und CXCR4

Insgesamt deuten die Daten darauf hin, dass sowohl CD44 als auch CXCR4 entscheidende
Rollen in der Tumorentstehung, -progression und Metastasenbildung spielen und daraus
resultierend signifikante Auswirkungen auf das Uberleben der exprimierenden Patienten
ausuben. Sowohl in der Literatur als auch im untersuchten Kollektiv treten CD44 und CXCR4
in der Krebszellmembran als prognostische Faktoren flir einen aggressiven Phanotyp des

Magenkarzinoms auf, insbesondere in Hinblick auf das TNM-Stadium und das Uberleben.

Daher erfolgte zusatzlich eine Analyse der Zusammenhange zwischen den beiden
Stammzellmarkern. Hierbei konnte aufgezeigt werden, dass bei vorliegender CD44 auch
vermehrt CXCR4 exprimiert wurde. Dies betraf sowohl die Auspragung in der Zellmembran
als auch im Tumorstroma. Zu einem ahnlichen Ergebnis kamen auch Fanelli et al. in ihrer

Studie aus dem Jahr 2012, in der sie einen gesteigerte CXCR4-Expression bei CD44v6
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tragenden Magenkarzinomen aufzeigten (186). Auch die Ergebnisse von Bao et al. bestatigen
die des vorliegenden Kollektivs. So zeigten sie in ihrer Studie, dass CD44 Uber die Interaktion
mit HER2 die CXCR4 Expression hochregulieren und so die Invasivitat von Magenkrebszellen
steigern kann (183).

Diese Erkenntnisse kdnnten in der Zukunft der Ausarbeitung neuer Therapiestrategien dienen.
Méoglicherweise kdnnte durch das gleichzeitige Anvisieren von CD44 und CXCR4 mehrere
unterschiedliche  Signalwege  unterdrickt und so das  Wachstums- und
Metastasierungspotenzial von Magenkarzinomen effektiver gesenkt werden. Auch eine
Verwendung der Kombination beider Marker zur Abschatzung der Prognose, der
Lymphknotenmetastasierung und der Entstehung einer Zytostatikaresistenz ist denkbar. Hier
ware die Untersuchung von Magenkarzinombiopsien in Bezug auf die Expression der Marker
interessant, da dies neue Moglichkeiten zur frihzeitigen Diagnostik eréffnen kénnte. Einen
limitierenden Faktor kdnnte hierbei jedoch die Heterogenitat der Praparate darstellen, da in
einem Grofteil der untersuchten Gewebeschnitte nur kleine Teile des Karzinoms eine Farbung

aufwiesen, welche durch eine Biopsie moglicherweise nicht detektiert werden kdnnten.

5.5. Limitationen

Diese Studie weist einige Limitationen auf, welche bericksichtigt werden missen. Zum einen
handelt es sich um eine retrospektive Studie einer einzelnen Institution. Die Kriterien zum
Einschluss in die Studie bestanden in der Diagnose eines Magenkarzinoms, welches operativ
an der Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitdt behandelt wurde.
Infolgedessen kdnnen mdgliche Verzerrungen nicht ausgeschlossen werden. Darlber hinaus
war die CXCR4-Membranexpression der untersuchten Patienten im Vergleich zur Literatur
sehr gering, weswegen hier keine eindeutigen Rickschlisse gezogen werden kénnen. Die
Expression von CD44 und CXCR4 stellte sich in den immunhistochemischen Schnitten sehr
heterogen dar, was eine standardisierte Beurteilung erschwert. Weitere Studien in einem

gréReren Umfang sind notwendig, um die Ergebnisse dieser Studie zu validieren.
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6.Zusammenfassung

Obwohl sich die Inzidenzen in den letzten Jahren ruicklaufig zeigten, bleibt das Magenkarzinom
die funfthaufigste Krebserkrankung der Welt. Trotz verbesserter Diagnostik- und
Therapieverfahren ist die Prognose schlecht und die Lebenszeit limitiert. Daher kommt dem
Herausarbeiten unabhangiger, fur die Karzinogenese relevanter Prognosefaktoren zur
Abschatzung der Riickfallwahrscheinlichkeit und Uberlebenszeit der betroffenen Patienten
eine besondere Bedeutung zu. Molekulare Prognosefaktoren kénnten zudem zum
Ansatzpunkt personalisierter Therapieverfahren werden und zur Identifizierung von Patienten
mit schlechter Prognose beitragen, die von personalisierten Therapieverfahren profitieren

konnten.

Dementsprechend wurden in der vorliegenden Arbeit 159 Magenkarzinompatienten auf die
Expression von CD44 und CXCR4 untersucht und die Rezeptoren auf ihre Verwendbarkeit als
molekulare Prognoseparameter gepruft.

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit konnten der Einfluss bereits bekannte Einflussfaktoren wie
der Tumoreindringtiefe, der Lymph- und Fernmetastasierung, des Vorliegens von
Residualtumor nach der Operation, Therapie und der Lokalisation des Karzinoms auf das

Uberleben belegt werden.

Auf Grundlage dieser Studie konnten die membranstandige CD44 Expression, die
Karzinomlokalisation, die Lymphknotenmetastasierung und die neoadjuvante Chemotherapie
als potenzielle prognostische Marker identifiziert werden. So waren CD44 positive Krebszellen
gehauft im gastrodsophagealen Ubergang lokalisiert und traten vermehrt in Verbindung mit
einer Lymphknotenmetastasierung auf. Dies bestatigt die Ergebnisse mehrerer Studien.
Zudem wiesen Patienten, die neoadjuvant mit einer Chemotherapie behandelt wurden,
anteilsmaRig mehr CD44 Farbungen in der Krebszellmembran auf.

Im Hinblick auf das Gesamtiberleben konnten die Lymphknotenmetastasierung und die
Karzinomlokalisation als unabhéngige prognostische Marker identifiziert werden. Die
membranstandige CD44 Expression und die erfolgte neoadjuvante Therapie zeigten ahnliche
Tendenzen auf. Insgesamt ging die Expression von CD44 in der Zellmembran mit einer

eindeutig reduzierten Uberlebenszeit einher.
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Die Untersuchung der Bedeutung von Chemokinen und ihren Rezeptoren hat in der
Krebsforschung in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen. Vor allem der
Chemokinrezeptor CXCR4 scheint im Rahmen des Magenkarzinoms eine besondere Rolle
einzunehmen. Daher war die lediglich bei 6,9 % der Patienten gemessene Expression des
Rezeptors im vorliegenden Kollektiv wider Erwarten niedrig. Trotzdem konnten in der Literatur
beschriebene Tendenzen zur erhdhten Tumoreindringtiefe, vermehrten
Lymphknotenmetastasierung, Lokalisation im gastrodsophagealen Ubergang, Vorkommen
beim mannlichen Geschlecht und reduziertem Uberleben mit einer CXCR4-Uberexpression
bestatigt werden. Weitere Studien sind nétig, um diese vermuteten Zusammenhange zu

validieren.

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit konnte das Vorkommen von CD44 und CXCR4 im
Tumorstroma von Magenkarzinomen belegt werden. In dem vorliegenden Kollektiv konnte
keine Reduktion der Uberlebenszeit mit der Expression der Marker im Tumorstroma in
Verbindung gebracht werden. Die prinzipielle Bedeutung der Expression im Tumorstroma flr

die Malignitat des Karzinoms bleibt jedoch unklar und sollte weiter exploriert werden.

Insgesamt scheinen sowohl CD44 als auch CXCR4 Potenzial als molekulare
Prognosefaktoren aufzuweisen. Insbesondere die Zusammenhange der beider Rezeptoren
mit einer verminderten Uberlebenszeit der exprimierenden Patienten ist auffallig und scheint
erfolgversprechend. Zudem kénnte die beobachtete simultane Expression der beiden Marker
als Ansatzpunkt neuer Therapiestrategien dienen. In der Zukunft sind weitere groR? angelegte
Studien notwendig, um die erzielten Ergebnisse zu validieren und auf ihrer Grundlage neue

Therapieverfahren zu entwickeln.
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8.An

hang

Anhang

8.1. TNM Klassifikation und Stadieneinteilung des
Magenkarzinoms
T — Primartumor
X Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt fiir Primartumor
Tis Carcinoma in situ: intraepithelialer Tumor ohne Infiltration der Lamina propria,
hochgradige Dysplasie
T1a Tumor infiltriert Lamina propria oder Muscularis mucosae
T1b Tumor infiltriert Submukosa
T2 Tumor infiltriert Muscularis propria
T3 Tumor infiltriert Subserosa
T4a Tumor perforiert Serosa (viszerales Peritoneum)
T4b Tumor infiltriert benachbarte Strukturen
N — Regionédre Lymphknoten
NX Regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1 Metastasen in 1 bis 2 regionaren Lymphknoten
N2 Metastasen in 3 bis 6 regionaren Lymphknoten
N3a Metastasen in 7 bis 15 regionaren Lymphknoten
N3b Metastasen in 16 oder mehr regionaren Lymphknoten
M - Fernmetastasen
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
Tabelle 35: TNM Klassifikation maligner Tumoren der UICC
Entnommen und formatiert aus (187)
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1, T2 NO MO
Stadium IIA T1, T2 N1, N2, N3 MO
Stadium IIB T3, T4a NO MO
Stadium lli T3, T4a Jedes N MO
Stadium IV Jedes T Jedes N M1

Tabelle 36: UICC Stadieneinteilung

Entnommen und formatiert aus (187)
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