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Beginn des Endes

Ein Punkt nur ist es, kaum ein Schmerz,
Nur ein Gefiihl, empfunden eben;
Und dennoch spricht es stets darein,

Und dennoch stért es dich zu leben.

Wenn Du es andern klagen willst,
So kannst du's nicht in Worte fassen.
Du sagst Dir selber: "Es ist nichts!”

Und dennoch will es dich nicht lassen.
So seltsam fremd wird dir die Welt,
Und leis verldfst dich alles Hoffen,
Bis du es endlich, endlich weift,

Dafs dich des Todes Pfeil getroffen.

(Theodor Storm, 1888 an einem Magenkarzinom verstorben)

- fiir meine Eltern -
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Das Magenkarzinom stellt weltweit die 4. hdufigste maligne Erkrankung dar und geht nach wie vor
bei einer relativen 5-Jahres-Uberlebensrate von 28-39% mit einer eher schlechten Prognose einher.

In dieser Studie wurden jeweils die Expressionen von c-MET, einem transmembranen Hepatozyten-
Wachstumsfaktor-Rezeptor, und HER2, einem humanen epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor,
sowie deren Korrelation mit klinisch-pathologischen = Parametern im  Kontext zur
Gesamtiiberlebenszeit und einer moglichen prognostischen Aussagekraft beim Magenkarzinom von
134 Patienten untersucht.

Auf Grundlage immunhistochemischer Analysen zeigte sich ein positiver HER2-Nachweis vermehrt
beim Adenokarzinom vom intestinalen Typ, einer proximalen Lokalisation sowie bei gut bis maRig
differenzierten Tumoren. Eine Assoziation von HER2 in Bezug auf die Prognose konnte nicht
aufgezeigt werden.

Eine c-MET-Uberexpression korrelierte verstirkt mit einer fortgeschrittenen Tumorinvasion und
LymphgefaRinfiltration, einem maRigen bis geringen Differenzierungsgrad, dem intestinalen Typ nach
Laurén und ging mit einer verkiirzten Uberlebenszeit der Patienten einher.

Insgesamt zeigten sich einerseits keine deskriptive Korrelation zwischen den beiden Protoonkogenen
und andererseits auch kein siginifikanter Zusammenhang mit dem Gesamtiiberleben.

Ebenso konnten in der multivariaten Analyse weder die HER2- noch die c-MET-Uberexpression als

unabhangige Prognosefaktoren beim Magenkarzinom bestatigt werden.

Schliisselworter

Wachstumsfaktor-Rezeptoren, c-MET, HER2, Magenkarzinom, Rezeptortyrosinkinasen
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Einflihrung

1. Einfihrung

1.1 Das Magenkarzinom

Das Magenkarzinom wird als eine maligne Neoplasie des Magenepithels definiert, welches sich mit
einer heterogenen epidemiologischen Verteilung, biologischen sowie genetischen Diversitat und
multifaktoriellen Atiologie prasentiert.’ Insgesamt ist die Mehrzahl aller tumorésen Veranderungen
des Magens als maligne einzustufen.” Neben dem Auftreten von beispielsweise Lymphomen und

Sarkomen, sind allein iber 90% histologisch der Klasse der Adenokarzinome zuzuordnen.?

1.1.1 Epidemiologie

Weltweit stellt das Magenkarzinom die 4. haufigste maligne Erkrankung hinter dem Lungen-,
Mamma- und kolorektalen Karzinom dar.> Uber 70% davon treten vorwiegend in den
Entwicklungslandern auf.>* Betrachtet man die Klassifikation nach Laurén, dominiert der intestinale
Typ des Magenkarzinoms vor allem in geographischen Hochrisikogebieten wie dem ostasiatischen
Raum, Osteuropa, Mittel- und Stdamerika.* Ebenso sind in diesen Regionen vor allem das Antrum
und der Pylorus von malignen Entartungen betroffen.* Wohingegen der diffuse Typ sowie der
karzinomatose Befall der Kardia in Landern mit niedrigeren Inzidenzraten wie beispielsweise

d.”*® Doch konnten Migrationsstudien zeigen, dass

Nordamerika und Nordeuropa anzutreffen sin
sich das Karzinomrisiko bereits innerhalb von zwei aufeinanderfolgenden Generationen um bis zu
25% reduzieren lasst, wenn ein Lebensraumwechsel von Hochrisikoldandern zu Niedrigrisikolandern
stattgefunden hat.®” Im Verlauf der letzten 15 Jahre ist eine Verringerung der Inzidenz- bzw.
Mortalitatsraten zu erkennen, wobei die absolute Inzidenzrate aufgrund des zunehmendes
Durchschnittsalters der Weltbevélkerung weiter zunimmt.® Genauer betrachtet, bezieht sich der
Rickgang vorrangig auf den distalen, intestinalen Typ, wahrend sich der proximale, diffuse Typ vor

%10 Fine

allem in den westlichen Industrienationen weiter auf dem Vormarsch befindet.
Sonderstellung nimmt die weile Bevolkerung im Alter von 25 bis 39 Jahren ein, bei der das
nichtkardiale Magenkarzinom entgegen des allgemeinen Trends erhdhte Inzidenzraten aufweist.™
Ein signifikanter Zusammenhang ist zwischen dem Neuauftreten von Magenkarzinomen und dem
Alter der Bevolkerung zu erkennen. Erst mit zunehmenden Alter wird der Gipfel bei beiden
Geschlechtern erreicht, so dass das mittlere Erkrankungsalter bei Mannern mit 71 Jahren sowie bei
Frauen mit 75 Jahren vergleichsweise hoch zu anderen Tumorentititen zum Liegen kommt.”** Das
Nicht-Kardia-Karzinom tritt in einem ungefdhren Verhaltnis von 2:1 6fter bei Mannern als bei Frauen
auf. Im Falle des Kardia-Karzinoms ist sogar ein Verhatnis von bis zu 6:1 zu Ungunsten des

mannlichen Geschlechts beschrieben.” Trotz dessen die Mortalitat global weiter riicklaufig ist, hat

das Magenkarzinom immer noch eine schlechte Prognose mit einer entsprechend hohen Sterberate,
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Einflhrung

so dass es nach dem Lungenkarzinom an 2. Stelle rangiert.® In Bezug auf Deutschland macht das
Magenkarzinom 4-5% aller malignen Erkrankungen aus und verursacht ebenso ca. 4-5% aller
Krebssterbefille.”> Die Inzidenz belief sich im Jahre 2013 auf ca. 16,2/100.000 Méanner bzw.

8,1/100.000 Frauen.* Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate variiert von 28-39%.'%*
1.1.2 Atiologie

1.1.2.1 Helicobacter pylori - Infektion (Typ-B-Gastritis)

Die chronische Infektion mit dem gramnegativen Bakterium Helicobacter pylori steht in einem
engem é&tiologischen Zusammenhang mit dem Magenkarzinom.® Seit 1994 wird H. pylori von der
International Agency for Research on Cancer (IARC) als Klasse-I-Karzinogen eingestuft.”> Allein mehr
als die Halfte der Weltbevdlkerung ist mit H. pylori infiziert, so dass es weltweit eine der haufigsten
chronischen bakteriellen Infektionen darstellt.'® Unterschiedliche Studientypen haben einen
signifikanten Zusammenhang zwischen der H. pylori-Seropositivitdit und dem Magenkarzinomrisiko

aufgezeigt.'’*°

Die erhebliche, vor allem in Entwicklungslandern anzutreffende Pravalenz ist eng mit
soziodkonomischen Faktoren verbunden.?! Bereits zumeist im frithen Kindesalter erfolgt die Infektion
vorrangig auf fakal-oralem Weg durch kontaminiertes Wasser oder verschmutzte Nahrung, aber auch
teilweise auf oral-oralem Weg und persistiert zeitlebens.” Dabei kolonisiert das Bakterium die
Magenmukosa und spaltet mithilfe des Enzyms Urease Harnstoff in Ammoniak und Kohlendioxid.
Ammoniak ist fiir die pH-Wert-Erhohung in der direkten Umgebung des Bakteriums verantwortlich,
so dass es zur Neutralisation der Magensaure kommt. Uber verschiedene Pathogenitatsfaktoren wie
beispielsweise das Zytotoxin-assoziierte Gen A wird die Magenmukosa geschadigt und die
Gastrinfreisetzung erhoht, woraus eine Entziindung der Magenschleimhaut bis hin zur Entwicklung

23,24

eines invasiven Magenkarzinoms vom intestinalen Typ resultieren. Somit kann H. pylori als einer

der stirksten Risikofaktoren fir das nichtkardiale Magenadenokarzinom angesehen werden.”™’
Dagegen korreliert die Infektion mit H. pylori umgekehrt zum Erkrankungsrisikos eines kardialen
Magenkarzinoms bzw. zeigt die therapeutische Beseitigung von H. pylori als Folge eine Zunahme des
Risikos fiir das Auftreten von Adenokarzinomen im Bereich der Magenkardia auf.?® Diese Ergebnisse
werden durch eine Meta-Analyse von prospektiven Kohortenstudien bestatigt, welche besagen, dass
die H. pylori-Infektion mit einem erhohten Risiko fiir nichtkardiale Magenkarzinome verbunden ist,
allerdings nicht als Ursache fiir Kardiakarzinome in Zusammenhang gebracht werden kann.” Klinisch-
randomisierte Langzeitstudien in Regionen mit erhohten Magenkarzinomaufkommen haben
bewiesen, dass sich eine antibiotische Kurzzeitbehandlung zur Eradikation von H. pylori protektiv auf
die Progression von Vorlauferldasionen auswirkt und die Inzidenzrate vom Magenkarzinom signifikant

30,31

senkt. Trotz alledem existiert derzeit keine wissenschaftliche ,Evidenz” fiir eine Etablierung eines
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flachendeckenden Screeningverfahrens bzw. einer grundsatzlichen Helicobacter-pylori-Eradikation

k.>*** Interessanterweise ist namlich bei mit

ohne Vorhandensein einer entsprechenden Symptomati
H. pylori-infizierten Patienten im Vergleich zu Nichtinfizierten das Risiko, im Bereich des distalen
Osophagus und der Magenkardia an einem Adenokarzinom zu erkranken, verringert. >*** Jedoch
wird der hier beschriebene protektive Effekt von H. pylori in der aktuellen Forschung kontrovers

diskutiert.

1.1.2.2 Vorlauferlasionen

Vorlauferlasionen sind epitheliale Verdnderungen der Magenmukosa, die als Indikator fir ein
erhohtes Risiko der Karzinomentstehung dienen kdnnen. Insbesondere das Modell der
Magenkarzinogenese nach Correa beschreibt eine Serie sequenzieller prakanzerdser Veranderungen
der Magenmukosa, die dem intestinalen Typ des Magenkarzinoms vorausgehen.?***38
Dementsprechend werden, bedingt durch die chronisch aktive, nicht-atrophe Gastritis sowie dem
konsekutiven oxidativen Stress, die Stadien der multifokalen atrophen Gastritis, komplette sowie
anschlieRend inkomplette intestinale Metaplasie, niedrig- sowie hochgradig intraepithelialen

Neoplasie und final das des invasiven Magenadenokarzinoms durchlaufen.?4363940

In Bezug auf das
diffuse Magenkarzinom sind spezifische und histologisch identifizierbare Vorldauferlasionen
weitesgehend  unbekannt.**  Zumindest  atypische Zellen mit intrazytoplasmatischen
Schleimhautvakuolen in der Drisenhalsregion im Sinne globoider Dysplasien kénnen als
Prakursorlision angesehen werden.*

Die Atrophie der Magenmukosa ist gekennzeichnet durch einen Verlust der spezifischen
Drisenkorper, tritt meist herdférmig multifokal auf und zeigt eine hohe Korrelation mit einer Korpus

pradominaten Gastritis.**™

Die sich anschlieRende intestinale Metaplasie ist definiert als eine
Umdifferenzierung des Epithels der Magenschleimhaut mit variabler Enzym- und Muzinproduktion,
wobei zwischen einem kompletten und einem inkompletten Typ unterschieden wird.*** Bei
Nachweis einer fokalen Atrophie und intestinalen Metaplasie muss jedoch keine endoskopisch-
bioptische Uberwachung erfolgen, da das Karzinomrisiko nach 10 Jahren mit weniger als 1,8%

einzustufen ist,3>44447

Somit werden diese beiden Stadien mittlerweile eher als nur duRerst gering
prakanzerése Phinomene eingeordnet.”® Dazu gegensitzlich stellt sich die intraepithelialen
Neoplasie dar, die sowohl auf dem Boden einer intestinalen Metaplasie als auch sporadisch auftritt
und aufgrund genetischer Veranderungen als obligate Prikanzerose des Magenkarzinoms gilt."*
Eine weitere histologische Subklassifizierung der intraepithelialen Neoplasie in low- und high-grade
wurde aufgrund der erheblichen Unterschiede beziiglich der Progressionsrate vorgenommen.”* Im

Vergleich zur niedriggradigen intraepithelialen Neoplasie, die in weniger als 25% der Falle im Verlauf
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von 1 bis 4 Jahren zur Progression fihrt, entwickelt sich aus der hochgradig intraepithelialen
Neoplasie in liber 80% der Fille innerhalb von 4 bis 48 Monaten ein Karzinom.™**
Gastrale Adenome sind gut umschriebene, benigne Ldsionen der Magenschleimhaut, die eine

1,50-52

zweifelsfreie intraepitheliale Neoplasie darstellen. Anhand der Struktur werden sie in tubulare,

tubulovilldse und villdse Adenome unterteilt.”***

Das maligne Entartungsrisiko richtet sich nach dem
histologischen Aufbau, dem Grad der intraepithelialen Neoplasie, dem makroskopischen
Erscheinungsbild sowie der GroRe. Dementsprechend tritt dies bei einer AdenomgréRe von < 2cm
nur in ca. 2% der Falle bzw. > 2cm in 40-50% der Fille auf.”” Villdse Adenome zeigen unabhingig

davon generell eine héhere Tendenz der malignen Entartung.>

1.1.2.3 Genetische Faktoren

Zumeist ist das Auftreteten von Magenkarzinomen sporadisch bedingt, doch weisen 8-10% davon
eine erbliche Komponente auf.**® In diesem Zusammenhang stellt besonders eine positive
Familienanamnese mit genetischen Syndromen wie dem Li-Fraumeni-Syndrom (v.a. TP53-
Genmutation), dem Peutz-Jeghers-Syndrom (v.a. STK11-Genmutation), der familidren adenomatésen
Polyposis (AFP; APC-Genmutation) sowie dem hereditdren nicht-Polyposis-assoziierten kolorektalen
Karzinom (HNPCC; vorrangig MLH1+MSH2 Gendefekt) einen erheblichen Risikofaktor dar, friher als
das fiir gewohnlich mittlere Erkrankungsalter von {iber 70 Jahren mit der Krankheit in Berihrung zu

52,56-60

kommen. Ein signifikant erhohtes Risiko tritt ebenso bei Verwandten 1. Grades und bei

54,61-64
f.

Personen mit der Blutgruppe A au Desweiteren fallt das hereditdre diffuse Magenkarzinom

(HDGC) in diese Rubrik, welches eine CDH1-Genmutation vom transmembranen Glykoprotein E-

65-67

Cadherin aufweist. Besteht familidr bedingt bereits eine Keimbahnmutationen im BRCA1- und

BRCA2-Gen, kann sich das Risiko um 20—-60% erhdéhen, an einem Magenkarzinom zu erkranken.®®

1.1.2.4 Weitere Faktoren

Nach Ansicht des deutschen Schriftstellers Gustav Freytag ist der Mensch ein Gewohnheitstier. Seine
alltaglichen Ernahrungsgewohnheiten und sein Genussmittelkonsum koénnen bei besonders
einseitiger Inanspruchnahme das Tumorrisiko negativ beeinflussen. Es wird als erwiesen angesehen,
dass ein hoher Konsum von Salz und R&ducherwaren sowie eine gegensatzlich unzureichende

Aufnahme von frischem Obst und Gemiise das Erkrankungsrisiko erhthen.?®*”%7!

Rotes, industriell
verarbeitetes Fleisch wirkt sich speziell bei bereits H.pylori-seropositiven Menschen negativ aus, an
einem nichtkardialen Magenkarzinom zu erkranken. In Bezug auf das Kardia-Karzinom konnte keine
Korrelation nachgewiesen werden.”> Menschen mit pernizidser Anamie fallen ebenso unter die
Rubrik der Risikopatienten, da sie ein bis zu 7-fach erhohtes relatives Risiko aufweisen kénnen, im

73,74

Krankheitsverlauf ein Magenkarzinom zu entwickeln. Desweiteren gilt eine Epstein-Barr-
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Virusinfektion in der Anamnese als pradisponierend, da empirisch alleine fast 10% aller
Magenkarzinome durch EBV bedingt sind.”” Aufgrund der seltenen Pravalenz von hyperplastischer
Gastropathie (M. Ménétrier), konnen bisher nur Fallberichte den Verdacht erharten, dass diese
Erkrankung Einfluss auf die mogliche Entstehung eines Magenkarzinoms nimmt.”*”% In Hinblick auf
Genussmittel wird vor allem der Nikotinkonsum als starkster verhaltensbedingter Risikofaktor beim
Magenkarzinom angesehen.”” Prospektive Studien belegen eine signifikant dosis-abhingige

278082 Al allgemeine

Verbindung zwischen dem Rauchen und dem Magenkarzinomrisiko.
Risikofaktoren sind des Weiteren ein fortgeschrittenes Alter, das mannliche Geschlecht, Adipositas,
mangelnde korperliche Aktivitat sowie vorherige Magenoperationen mit konsekutivem Gallereflux zu
nennen.””® Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Differenzierung zwischen Kardia- und Nicht-
Kardia-Karzinomen epidemiologisch wie auch &tiologisch von erheblicher Bedeutung ist. Denn gelten
bei der Entstehung des distalen Magenkarzinoms v.a. eine H. pylori-Infektion, niedriger sozialer
Status und die Erndhrungseinfliisse als die wichtigsten Risikofaktoren, riicken im Falle des proximalen
Magenkarzinoms eher das mannliche Geschlecht, Ubergewicht und die gastrodsophageale
Refluxkrankheit bei der Entstehungsgeschichte in den Vordergrund.’ Das fortgeschrittene

Lebensalter ist hingegen fiir beide Tumorlokalisationen identisch negativ pradisponierend.’

1.1.3 Klinik

Oftmals ist die Klinik bei Patienten im friihen Stadium ausbleibend bzw. duRRerst unspezifisch, so dass
das Magenkarzinom fiir gewohnlich erst im fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert werden kann
und kurative Therapieoptionen dementsprechend bereits limitiert erscheinen. So kénnen vor allem
die onkologische Trias aus Fieber (>38°C), Nachtschweif und Gewichtsverlust (>10% des
Korpergewichts innerhalb von sechs Monaten) als sog. B-Symptomatik bzw. weitere allgemeine

885 gpezifischere

Symptome wie Miidigkeit, Ubelkeit und Leistungsminderung in Erscheinung treten.
Alarmsymptome sind Dysphagie, Inappetenz, zunehmende Abneigung gegenlber Fleisch,
rezidivierendes Erbrechen, Magenentleerungsstorungen, Meldna, gastrointestinale Blutungen und

32768486 Bej der korperlichen

Aszites bei bereits vorhandener peritonealer Metastasierung.
Untersuchung koénnen palpable Tumore im Epigastrium oder vergréBerte Lymphknoten wie die
Virchow-Driise als sog. Sentinel-Lymphknoten des Magenkarzinoms im Bereich der Fossa

supranavicularis major sinistra richtungsweisend sein.”®®*

1.1.4 Diagnostik
Die vollstandige endoskopische Untersuchung des Magens besitzt die hochste Sensitivitdt und
Spezifitit fir den Nachweis von Neoplasien und gilt deshalb als Goldstandard der Diagnostik.*

Insbesondere die Vermeidung von Strahlenexposition sowie die Moglichkeit, wahrend der

Seite | 12



Einflhrung

Gastroskopie gleichzeitig Biopsien suspekter Herde zu entnehmen, zdhlt zu ihren Vorteilen.?* Zur
anschlieRenden Beurteilung der Invasionstiefe des Tumors und des regionalen Lymphknotenstatus
dienen vor allem die Endosonographie sowie die Computertomographie mit i.v. Kontrastmittel als
entsprechende  UntersuchungsmaRnahmen.?>  Weiterfithrend kann eine Laparoskopie zur
Verbesserung  der  Staging-Genauigkeit  beitragen, um  ggf. Lebermetastasen und
Peritonealmetastasen in den fortgeschrittenen Stadien auszuschlieRen.*’ Nach derzeitigem
Kenntnisstand liegt keine Evidenz fiir einen Nutzen der Bestimmung von serologischen oder
molekularen Markern in Hinblick auf die Primardiagnostik vor.>* Lediglich zur Verlaufskontrolle

kénnen Tumormarker wie CEA, CA19-9 und CA72-4 zum Einsatz kommen >

1.1.5 Pathohistologie

1.1.5.1 Lokalisation

Die haufigsten Lokalisationen stellen das Antrum bzw. der prapylorische Raum mit tGber 65% der Falle
dar. Ungefdahr 10-25% kommen im Bereich der kleinen Kuvatur oder der Kardia zum Liegen.
Vereinzelt treten solitdre Karzinome im Korpus- bzw. Fundusbereich auf.2**’ In 10% der Falle tritt der
Tumor multizentrisch auf, so dass anhand des longitudinalen Durchmessers der jeweilige Bezirk
ausgewahlt wird, in dem sich der grolRte Volumenanteil befindet, um eine richtungsweisende

Tumorlokalisation festzulegen.?’

1.1.5.2 Makroskopie

Heutzutage reicht die reine makroskopische Einteilung des Magenkarzinoms praoperativ bei weitem
nicht mehr aus, da infolge der histologischen Kontrolle eine Aussage mit hoherer Validitat erfolgen
kann. Trotz dessen stellt sie einen Grundpfeiler der ausfiihrlichen pathohistologischen Untersuchung
dar. Betrachtet man zunachst das Magenfrihkarzinom, ist eine Orientierung zur makroskopischen
Einteilung anhand der Japanischen Klassifikation nach Wachstumstyp, TumorgréRe und Invasionstyp

88,89

gegeben. Die Differenzierung in superficial spreading type, small mucosa type und penetrating
type ist innerhalb der Friihkarzinome fir die Abschatzung der Wahrscheinlichkeit bereits
bestehender Lymphknotenmetastasen von erheblicher Bedeutung. Im Falle des fortgeschrittenen
Magenkarzinoms konnen die makroskopischen Wachstumsformen mithilfe der Borrmann-
Klassifikation seit 1926 in 5 Grade untergliedert werden: Typ | = polyp0s exophytisch;
Typ Il = ulzeriert, mit scharfer Abgrenzung zur Umgebung; Typ Ill = ulzeriert, mit unscharfer
Abgrenzung zur Umgebung; Typ IV = diffus infiltrierend. * Besonders das diffus wachsende Karzinom
ist haufig mit Typ IV assoziiert, infiltriert oberflachlich Mucosa und Submucosa und erzeugt plaque-

shnliche, flache Defekte mit und ohne Ulzerationen.! Wohingegen der intestinale Typ nach Laurén

haufiger mit den Typen I+Il in Verbindung gebracht wird.”
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1.1.5.3 Histologie & Grading

Die Heterogenitat des Magenkarzinoms spiegelt sich in der Diversitat der zahlreich zur Verfligung
stehenden histopathologischen Klassifizierungs-Schemata wieder.! Insbesondere die der WHO und
nach Laurén haben sich als klinisch bedeutsam und gut reproduzierbar erwiesen. Nach der WHO-
Klassifikation erfolgt die Einteilung entsprechend pradominant histologischer und morphologischer
Gesichtspunkte, so dass in Kategorien des tubuldren, papillaren, muzindsen, schwach kohasiven
(einschl. Siegelringzellkarzinom) und gemischten Adenokarzinomen des Magens differenziert wird."*?
Seit 1965 wird nach Laurén mit Fokus auf das entsprechende Wachstumsmuster zwischen
Karzinomen vom intestinalen, diffusen und Mischtyp unterschieden.” Das Karzinom vom intestinalen
Typ zeigt Drisenstrukturen mit einem variierenden Differenzierungsgrad sowie polypdsen
Wachstumsmuster und entsteht meist auf dem Boden einer intestinalen Metaplasie bzw. H. pylori-

136939 Die haufig scharfe Begrenzung und ein guter bis moderater Differenzierungsgrad

Infektion.
der Tumorzellen fiihren zu einer besseren Prognose im Vergleich zum Karzinom des diffusen Typs.”
Letzterer besteht aus einem diskohasiven Zellverband mit maRig bis schlechten Differenzierungsgrad
und zeichnet sich durch ein deutlich infiltratives Wachstum in der Magenschleimhaut aus.” Das
histopathologische Grading wird nach der aktuellen WHO-Klassifikation von 2010 vorgenommen und
gilt streng genommen nur fiir tubuldre Karzinome: gut differenziert (G1), maRig differenziert (G2),

schlecht differenziert (G3) und undifferenziert (G4).%%’

Dariliber hinaus kann die Einteilung auch
vereinfacht in low- (G1/G2) und high-grade (G3/G4) erfolgen.*®” Nach erfolgter neoadjuvanter Radio-
und/oder Chemotherapie ist ein histologisches Regressionsgrading durchzufiihren, welches sich in

Deutschland nach den Vorschldgen der Miinchener Arbeitsgruppe um Becker richtet.”®

1.1.5.4 Staging

Das Staging des Magenkarzinoms erfolgt seit 2017 mithilfe der 8. Auflage der TNM-Klassifikation der
International Union Against Cancer (UICC). Anhand dieser Einteilung wird die lokale
Tumorausbreitung (T-Kategorie), der Lymphknotenstatus (N-Kategorie) und das Auftreten von
Fernmetastasen (M-Kategorie) beurteilt.®” Besonders in Hinblick auf die Definition der N-Kategorie ist
hervorzuheben, dass zur Feststellung des N3b Status mind. 16 Lymphknoten histologisch aufbereitet
werden missen, um eine Aussage treffen zu kénnen.' Dariiber hinaus sind die T-, N- und M-
Kategorien stark an die Klassifikation der Tumore des Osophagus angelehnt, um in Anbetracht der
Tumorentstehung entlang des &sophagogastralen Ubergangs einem differenziert therapeutischen

1,87

Vorgehen gerecht zu werden.”’ Zusatzlich werden die Infiltration von LymphgefdaRBen, Nerven und

Venen sowie der Nachweis eines moglichen Residualtumors im Resektionsrand erfasst.®’
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1.1.6 Molekulare Klassifikation
Die Forschungsgruppe um ,The Cancer Genome Atlas Project” (TCGA) hat im September 2014 eine
neue, auf molekularen Untersuchungsmethoden basierende Klassifikation prasentiert und somit evtl.
ein neues Zeitalter in der Geschichte des Magenkarzinoms eingeldutet. Dabei wurden anhand von
295 primdren Adenokarzinomen 4 molekulare Subtypen identifiziert. Diese sind der Ebstein-Barr-
Virus (EBV)-assoziierte Typ (8,8%), der Mikrosatelliten-instabile (MSI) Typ (21,7%), der Genomisch-
stabile (GS) Typ (19,7%) und der Chromosomal-instabile (CIN) Typ (49,8%).”” Weiterfiihrend wurde
festgestellt, dass die EBV-assoziierten Karzinome signifikant haufiger bei Mannern und der MSI-
Subtyp vorwiegend im fortgeschrittenen Patientenalter aufgetreten sind, der GS-Subtyp
Uberwiegend dem diffusen Typ nach Laurén zugeordnet werden konnte und CIN-Tumore vor allem
am gastrodsophagealen Ubergang lokalisiert waren.”” Aufgrund der unterschiedlichen
Mutationsraten der 4 Subtypen, den gezeigten Ergebnissen und EinteilungsmaBnahmen sowie der
sich erneut bestatigten

molekularen Hetero-

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

genitdit des  Magen-

EBV karzinoms im

* PIK3CA mutation .
=P 7/2 overexprgssion A”gemEI nen, erhOfft man

« EBV-CIMP ) »
« CDKN2A silencing sich spezifisch und

* Immune cell signalling

individualisiert erweiterte

Therapiekonzepte, die

MSI
* Hypermutation den zugrundeliegenden
* Gastric-CIMP
« MLH1 silencing therapeutischen Ziel-
» Mitotic pathways
GS strukturen der jeweiligen
+ Diffuse histology
« CDH1, RHOA mutations Subtypen angelehnt
* CLDN18-ARHGAP fusion
« Cell adhesion sind.””*®

'

Abb. 1: Die vier molekularen Subtypen des Magenkarzinoms: typische Merkmale und topographische

Verteilung (Quelle: ,, The Cancer Genome Atlas Research Network, Nature 2014“)

1.1.7 Therapie

Nach gegenwartigem Stand ist der Schlissel zum bestmdglichen Behandlungserfolg auch beim
Magenkarzinom das multimodale Therapiekonzept. Zunachst gilt die chirurgische Resektion
inklusiver D2-Lymphadenektomie ohne Splenektomie sowie ohne Pankreaslinksteilresektion als die

3299 Eine

Standardtherapie fiir alle potenziell resektablen Magenkarzinome bei kurativer Intention.
Ausnahme bilden die Magenfriihkarzinome (T1a NO MO; UICC Stadium IA), wenn sie endoskopisch

komplett RO reseziert werden kénnen.® Eine weitere Differenzierung beziglich des
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Resektionsausmalles muss in Hinblick auf die Tumorlokalisation, die TNM-Kategorie und dem
histologischen Typ (intestinaler vs. diffuser Typ nach Laurén-Klassifikation) erfolgen. Bei Karzinomen
des oberen und mittleren Drittels wird in der Regel eine totale Gastrektomie, im Bereich des unteren
Drittels zumeist eine subtotale distale Magenresektion angestrebt.*> Hinsichtlich des
Rekonstruktionsverfahrens wird nach totaler Gastrektomie wie auch subtotaler distaler
Magenresektion die Roux-Y-Rekonstruktion als das meist angewandte Verfahren angesehen.'®
Mithilfe des Einsatzes von neoadjuvanter Chemotherapie und/oder Radiochemotherapie kann ein
entsprechendes Downsizing des Tumors erfolgen und somit RO-Resektionsraten bei lokal
fortgeschrittenen Tumoren (UICC-Stadium IB—IIIC) erhéht und die Prognose insgesamt verbessert
werden.’™ Die Ergebnisse der MAGIC-Studie 2006 sowie der FLOT4-AlO-Studie 2016 unterstreichen
zudem das perioperative Konzept der chemotherapeutischen Behandlung, indem alle innerhalb ihrer
Fragestellung eine signifikante Steigerung der Uberlebensrate, verbesserte Resektionsrate sowie
progressionsfreie Zeit dokumentieren konnten und hierauf Patienten mit lokal fortgeschrittenem
resektablem Magenkarzinom perioperativ nun entsprechend dem seit 2017 etablierten FLOT-Schema

32,102-105

zugefiihrt werden. Eine alleinige adjuvante Radio-/ Chemotherapie verspricht hingegen nach

32,102

derzeitiger Studienlage kein verbessertes Outcome fir den Patienten. Weiterhin zeigen erste

Ergebnisse einer hyperthermen intraperitonealen Chemotherapie (HIPEC) in Kombination mit

zytoreduktiver Chirurgie eine positive Tendenz. Hierfiir ist jedoch eine sorgfaltige Patientenselektion

im Vorfeld notwendig, welche ggf. mittels Staging-Laparoskopie optimiert werden kann.'®*'®” Ein

ebenso Erfolg versprechender Ansatz stellen molekulare Marker wie VEGF, HER2 und c-MET dar, die
der verbesserten Abschatzung der Prognose von Magenkarzinompatienten sowie das Ansprechen auf

8

neo-/ adjuvante Therapien dienen konnen.'”® Mittlerweile hat sich auf dieser Grundlage

beispielsweise Trastuzumab (HER2-Antikorper) seit 2010 als weitere Therapieoption etabliert.'**°

1.1.8 Prognose

Der Krankheitsverlauf des Magenkarzinoms hangt erheblich von dem Stadium ab, in dem sich die
Erkrankung zum Zeitpunkt der Diagnose befindet. Dazu sind v.a. die Invasionstiefe des Karzinoms, der
Lymphknotenstatus und das Vorhandensein von Fernmetastasen zu zdhlen. Desweiteren spielen
Faktoren wie eine chirurgisch erfolgte RO-Resektion, das Alter, etwaige Begleiterkrankungen und der

W2 7umeist erfolgt die Diagnosestellung

Allgemeinzustand des Patienten eine signifikante Rolle.
erst im fortgeschrittenen Krankheitsstadium, so dass die 5-Jahres-Uberlebensrate derzeit nicht tiber
25-36% hinausragt.' Liegt zudem bereits eine Fernmetastasierung vor (pM1, UICC IV), erreichen die
Patienten nach dem operativen Eingriff eine 5-Jahres-Uberlebensrate von durchschnittlich lediglich

113

4,1 Monaten.”” Aufgrund meist fehlender Friihsymptomatik trifft dieser Zustand bereits auf ca. 70%
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4

der Patienten bei Erstdiagnosestellung zu."* Diese Patientengruppen sollten primar einer

Chemotherapie mit einer dann moéglichen Lebenserwartung von bis zu einem Jahr zugefiihrt werden.

1.2 Protoonkogene und Rezeptortyrosinkinasen

Zumeist geht die Entstehung einer malignen Entartung mit der Fehlfunktion zelluldrer Mechanismen
einher, worunter vor allem die Regulierung von Proliferation, Differenzierung und Apoptose der
Zellen zu verstehen sind.™™ In diesem Prozess der Kanzerogenese des Magenkarzinoms nimmt die
konstitutive Aktivierung sogenannter Protoonkogene eine zentrale Rolle ein. Dabei handelt es sich
um im zellulairen Genom vorhandene DNA-Sequenzen, die durch eine Mutation innerhalb des

116 Dje meisten dieser Gene kodieren fiir

Regulationsbereiches zu Onkogenen mutieren kdnnen.
Bestandteile der zelleigenen SignallUbertragungswege, wobei den Rezeptortyrosinkinasen (RTK) als
Schaltstelle zwischen extra- und intrazelluldrer Informationsiibertragung eine entscheidende
Bedeutung zukommt. Bisher wurden 58 dieser Transmembranproteine mit intrinsischer

117,118

Tyrosinkinaseaktivitat identifiziert und in 20 Subgruppen unterteilt. Zwei davon werden von den

in dieser Arbeit untersuchten Protoonkogenen HER2 und c-MET kodiert und gelten als mogliche

Therapieangriffspunkte.*”**°

1.2.1 Struktur der Rezeptortyrosinkinasen

RTK binden zwar zahlreiche unterschiedliche Wachstumsfaktoren, doch weisen sie strukturelle
Gemeinsamkeiten auf. Die Rezeptoren besteht aus der extrazelluldaren Domane als entsprechende
Ligandenbindungsstelle, der hydrophob-lipophilen Transmembrankomponente und dem
intrazelluldaren katalytischen Abschnitt, der sich aus einem juxtamembrandsen Anteil, einem
Tyrosinkinasekomplex und einem Carboxylrest mit mehreren Autophosphorylierungsstellen

zusammensetzt. 2%

1.2.2 Rezeptortyrosinkinase-induzierte Signalprozesse
Die transmembrane Signallbertragung innerhalb der RTK-Familie basiert auf vergleichbaren
Funktionsprinzipien. Im Falle des HER2-Rezeptors kann die Bindung eines HER1-/HER3-/HER4-

rezeptorspezifischen Liganden eine Heterodimerisierung induzieren.'”** Die

potenteste
Kombination im Sinne der onkogenen Wirkung stellt dabei das Heterodimer aus HER2/HER3 dar (s.
Abb. 2)."*'" Als Besonderheit gegeniiber den anderen Familienmitgliedern kann HER2 die
Signaltransduktion bei entsprechender Uberexpression ohne zusatzliche Ligandenaktivierung auch

128 Eine Homodimerisierung wird ebenso

durch eine Homodimerisierung in Gang setzen (s. Abb. 1).
durch die Bindung des c-MET-rezeptorspezifischen Liganden HGF erzielt (s. Abb. 1).”***° Nach der

Dimerisierung folgt die Aktivierung der katalytischen Untereinheit in der intrazelluldren
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123-125,130

Kinasedomane durch die Transphospholysierung des Carboxylendes. Diese phospholysierten

Tyrosinreste dienen als reversible Andockstellen fiir zahlreiche zytoplasmatische Signalmolekiile, so
dass im Anschluss an deren Aktivierung Signaltransduktionsmechanismen initiiert werden.”***! Noch
vor ein paar Jahren wurde die Annahme vertreten, dass nur eine geringe bis keine Uberkreuzung der

Kaskaden stattgefunden hat.?

Wachstumsfaktor _ HGF_

Mittlerweile spricht man aber von
zellmembran €inem  komplexen Signaltrans-

133
k.

duktions-Netzwer Darunter

sind bei soliden Tumoren im

m_)m_)m Allgemeinen und beim
| Magenkarzinom im Speziellen vor

allem der Phosphatidylinositol 3-

kinase (PI3K)/Akt- und der

Mitogen-aktivierte Proteinkinase

(MAPK)-Signalweg zu ver-
stehen B34435 Baide  Wege

zeichnen sich durch die

Einflussnahme auf die

Proteinbiosynthese, zellulare

Lo Zelipiachatinn Differenzierung|  pjfferenzierung sowie  Prolifera-

Invasion Proliferation

134,136-139

tion und Apoptose aus.

Abb. 2: Vereinfachte und modifizierte Darstellung des Signaltransduktions-Netzwerkes bestehend aus den:

a) PI3K/Akt- und b) MAPK-Signalwegen *2%*3-1387143

1.2.2.1 Der Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt-Signalweg

HER3 besitzt multiple Bindungsmotive fiir die p85-Untereinheit von PI3K und zahlt somit als dessen

144

effizientester Stimulator.”™ Aulerdem im PI3K-Komplex enthalten ist die als Katalysator agierende

p110-Untereinheit, die vom PI3KCA-Gen kodiert wird und {iber das G-Protein Ras co-aktiviert werden

137,138

kann. Im darauffolgenden Schritt wird die Botenstoff-Konvertierung von PIP2

(Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat) in PIP3 (Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat) eingeleitet."*®
Daraus resultiert die Aktivierung der Phosphatidylinositol-abhangigen Kinase PDK. Nach Rekrutierung
des Protoonkogens Akt an den aktivierten PI13K-Komplex, wird dieser durch PDK phosphoryliert."*!
Als Gegenspieler von Akt stellt sich das Phopsphatase-und Tensin-Homolog PTEN dar, indem es PIP3

dephosphoryliert und die Aktivierung der Serin/Threonin-Kinase inhibiert.”*' AbschlieRend wird das
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Protein mTOR (,mechanistic target of rapamycin“) via Akt phosphoryliert, so dass dieses im

aktivierten Zustand in die Zellregulationsmechanismen eingreifen kann."”***

1.2.2.2 Der Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Signalweg
Der MAPK-Signalweg wird mit Blick auf unsere Fragestellung durch die Rekrutierung eines

SHC/GRB2/SOS-Adapterproteinkomplexes einerseits am c-MET-Homodimer bzw. andererseits

131,146,147

innerhalb der HER-Familie bevorzugt am HER2-Homodimer ausgelost (s. Abb. 1). Nachfolgend

wird das G-Protein Ras rekrutiert, in die aktivierte Form Ras-GTP Uberfihrt und eine mehrstufige

139

Phopshorylierungskaskade aus hintereinandergeschalteten Proteinkinasen in Gang gesetzt.”™ Dazu

gehoren das ,rat fibrosarcoma“ Raf, die MAP-Kinase-Kinase MAPKK/MEK sowie ERK, die extrazellular

signalregulierte Kinase. Raf kann zudem eine Inhibition der eigenen Phosphorylierung durch Akt

140

Ubergreifend aus dem PI3K-Signalweg erfahren. ERK reguliert letztlich vielfaltige Proteine,

darunter fallen Zellzyklusproteine, Transkriptions- und antiapoptotische Faktoren.'*

1.2.3 Der transmembrane Hepatozyten-Wachstumsfaktor-Rezeptor c-MET

Urspriinglich wurde das Protoonkogen c-MET als Produkt einer chromosomalen Translokation
innerhalb einer menschlichen Osteosarkom-Zelllinie identifiziert, nachdem eine Behandlung mit dem
chemischen Karzinogen N-Methyl-N"-nitro-N-nitrosoguanidin  (MNNG) erfolgt war.’*® Das
infolgedessen auf dem langen Arm des Chromosoms 7 lokalisierte Gen kodiert fir den
transmembranen Hepatozyten-Wachstumsfaktor-Rezeptor c-MET mit einem Molekulargewicht von

circa 190 kDa."™° Als spezifischer Ligand fungiert der Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF), auch

bekannt unter den Namen ,Scatter Factor” (SF).1**1>%132

1.2.3.1 Biologische Funktion von c-MET

Das physiologische Expressionsmuster stellt sich derweil sehr vielfaltig dar, so dass c-MET in

135,153,154

epithelialen, mesenchymalen als auch endothelialen Zellen anzutreffen ist. Funktionell

werden c-MET durch Wirkungsentfaltung entlang der PI3K/Akt- und MAPK-Signalwege zahlreiche

129,135,155,156

pleiotropische Prozesse nachgesagt. Dabei interagiert der c-MET-Rezeptor mit etlichen

anderen Membranproteinen, die einen modulierenden Einfluss auf seine Aktivierung nehmen

157

kénnen.™" Diese pleiotropischen Effekte nehmen unter physiologischen Bedingungen als auch

130 parunter zu verstehen sind

wahrend der embryonalen Entwicklung eine entscheidene Rolle ein.
beispielhaft: Zellproliferation, -migration, -motilitdt und -mobilitat; Einflussnahme auf Wundheilung,
Angiogenese, Himatopoese, endothelialer bzw. epithelialer Tubulogenese sowie Morphogenese von
Epithel- und Nervenzellen; Organregeneration von Herz, Lunge, Leber und Niere."”®**'®® Mmit Blick
auf die Embryogenese seien auszugsweise die Entwicklungen der Plazenta, des Bewegungsapparates,

169173 Besonders am Beispiel
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von Mause-Embryonen konnte anhand einer Disregulation der c-MET-Expression der verringerte
Einfluss auf die Ausbildung der Plazenta bzw. der Skelettmuskulatur in erheblichem AusmafRe bis hin

zum Tod des Miusekollektivs demonstriert werden.****"2

1.2.3.2 ¢-MET in Tumoren
Weicht c-MET mit seinem spezifischen Liganden HGF allerdings vom physiologischen Muster des
SignalUbertragungsweges ab, kann dies eine invasive Wachstumsstimulierung von Malignomen plus

174,175

deren Metastasierung zur Folge haben. Dieser Zusammenhang konnte beispielsweise bereits flr

Nierenzell-, Pankreas-, Lungen-, Mamma-, Schilddrisen- und kolorektale Karzinome sowie bei

176-185

Leukdamien, Lymphomen und dem malignen Melanom nachgewiesen werden. Erstmalig konnte

c-MET, damals noch als Protein p145 bezeichnet, 1988 von Giordano et al. an der Mitwirkung der

Magenkarzinomentstehung nachgewiesen werden.'®

Seitdem variieren die Angaben zur Inzidenzrate
der c-MET-Uberexpression entsprechend einer Metaanalyse von Yu et al. unter Beriicksichtigung
neun weiterer immunhistochemischer Studienausrichtungen von 26-74%.'®” Desweiteren konnte in
der Vergangenheit von Koniyasu et al. eine Assoziation zwischen einer c-MET-Uberexpression und

einer c-MET-Genamplifikation aufgezeigt werden.'®*®

Jedoch scheint dieser Zusammenhang
beziliglich der Inzidenzrate vor allem in westlichen Industrienationen nur bedingt zu bestehen (2-
10%)."°"%? Im Gegensatz zur nicht eindeutig prognostischen Aussagekraft von HER2, wird c-MET als
negativer prognostischer Marker betrachtet und mit verstarkter Lymphknotenmetastasierung sowie
Tumorinvasionstiefe, aggressivem peritonealen Verbreitungsmuster und verringertem OS in

190-197

Verbindung gebracht.

1.2.3.3 Tyrosinkinaseinhibitoren von c-MET

Gegensatzlich  zur als wirksam bewiesenen Trastuzumab-Therapie beim HER2-positiven
Magenadenokarzinom, befindet sich die Datenlage im Falle des c-MET-Rezeptors bisher noch in ihren
Anfangen. GroBe Hoffnungen hatte die Forschergruppe um Iveson et al. in den humanen,

198

monoklonalen HGF-Antikdrper Rilotumumab gesteckt. Dieser wurde im Rahmen einer

multizentrisch, randomisiert, doppelblinden Phase-II-Studie dem gangigen Regime um Epirubicin,

1% |n Anbetracht der zuversichtlich stimmenden

Cisplatin und Capecitabin (ECX) hinzugefiigt.
Ergebnisse sowie gleichzeitiger Bestatigung anderer publizierter Studienresultate mit verbesserten
OS and PFS, wurde 2012 die Phase-ll-RILOMET-1-Studie gestartet.”>"*** Aufgrund der
zunehmenden Sterbezahlen im experimentellen Arm im Vergleich zur alleinigen Chemotherapie,
musste das Biotechnologieunternehmen Amgen im November 2014 alle gesponserten klinischen

Studien im Zusammenhang mit Rilotumumab beim fortgeschrittenen Magenkarzinom abbrechen.”®

Dariber hinaus konnten weitere Tyrosinkinaseinhibitoren wie Onartuzumab in Kombination mit
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MFOLFOX6 sowie Foretinib bisher nur eine minimale bis keine Antitumoraktivitat

200,201

demonstrieren. Dementsprechend stehen auch weiterhin gegen HGF-/c-MET-gerichtete

Tyrosinkinaseinhibitoren in klinischen Versuchsstudien unter Evaluierung.

1.2.4 Der humane epidermale Wachstumsfaktorrezeptor 2 (HER2)

Der humane epidermale Wachstumsfaktorrezeptor 2 wurde erstmals in chemisch induzierten

Neuroglioblastomen bei Ratten identifiziert.****

Aufgrund der Tatsache, dass HER2 von mehreren
Arbeitsgruppen unabhangig voneinander beschrieben wurde, existieren mehrere Synonyme wie
ErbB-2, c-erbB-2, Her2/neu oder auch nur Neu. Das auf dem langen Arm des Chromosoms 17
lokalisierte Gen kodiert fir einen transmembranen Glykoproteinrezeptor mit einem
Molekulargewicht von 185kDa, welcher der Familie der Wachstumsfaktorrezeptoren zugeordnet
wird.?***® Die Mitglieder dieser Familie setzen sich aus HER1, welcher wiederum dem Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR) entspricht, HER2/ErbB2, HER3/ErbB3 und HER4/ErbB4 zusammen.?*®
Funktionell wird ihnen die Regulation des Zellwachstums, der Zelladhasion, der Zellmigration sowie

207,208

der Zelldifferenzierung zugeschrieben. Trotz struktureller Ahnlichkeiten innerhalb der HER-

Familie, stellen die Rezeptoren HER2 und HER3 Ausnahmen dar, indem fiir HER2 bisher noch kein

spezifischer Ligand identifiziert werden konnte und HER3 als Einziger keine intrinsische

209-211

Kinaseaktivitdt vorzuweisen hat. AulRerdem befindet sich der HER2-Rezeptor als Monomer in

einer offenen Konfirmation und verstarkt die Triggerung der sich anschlieBenden intrazellularen
Signalkaskade, so dass er von den familieninternen Rezeptortypen zur Ausbildung von
Heterodimeren bevorzugt herangezogen wird.******?? Dementsprechend liegt der Verdacht nahe,

dass vor allem die HER2-Uberexpression in der Zellmembran die Zellproliferation und somit maligne

Entartung begunstigt.?®*?13721

1.2.4.1 HER2 in Tumoren

Physiologisch ist der humane epidermale Wachstumsfaktorrezeptor 2 als fester Bestandteil auf einer

131,216

Vielzahl von epithelialen, mesenchymalen und neuronalen Gewebetypen vorzufinden. Dazu

zdhlen beispielhaft der Gastrointestinal-, Respirations-, Harn- und Reproduktionstrakt sowie der

205,217,218 .
. Tritt

Verbund aus Nervensystem, Knochen, Muskeln und Haut. allerdings eine

unphysiologische Gain-of-Function-Mutation im HER2-Gen auf, wird dieses Phanomen mit einer
erhohten Zellmotilitdat bzw. einem erhdhten Metastasierungspotenzial, einer verstarkten Invasivitat

sowie Angiogenese und einer ausgepragten Resistenzentwicklung gegenliber der Apoptose

116,219

assoziiert. Erstmalig wurde dieses Ereignis im Falle des Magenkarzinoms als HER2-

Uberexpression 1986 von Sakai et al. bzw. als HER2-Genamplifikation 1990 von Houldsworth et al.

220,221

beschrieben. Erhebliche Schwankungen bestehen beziiglich der Inzidenzrate und variieren stark
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je nach Literaturquelle. Angaben von 10-38% bzw. sogar von 8-91% zeigen eine groRe Diskrepanz auf,
welche auf die intratumorale Heterogentitdt der HER2-Genamplifikation zuriickzufiihren sein kann,
wofiir wiederum die chromosomale Instabilitat als Hauptursache vermutet wird."'***>?22%2 Dadurch
sind die Ergebnisse der IHC-Auswertung verschiedener, voneinander unabhangiger Labore signifikant
beeinflusst worden. Desweiteren spielen Faktoren wie die Variationen der Tumorlokalisation,
-histologie, -stadien sowie die Antikdrperwahl oder die geographische Distribution eine nicht zu
vernachlissigende Rolle.”®® Zudem ist eine HER2-Positivitit vermehrt bei proximaler
Tumorlokalisation im Bereich des gastrodsophagealen Ubergangs (25%) sowie bei Adenokarzinomen
vom intestinalen Typ im Vergleich zum diffusen Typ nach Laurén anzutreffen (16-34% > 2-7%).”*'7>*
Gegensatzlich verhalt es sich z.B. mit Blick auf das transmembrane Glykoprotein E-Cadherin, welches
durch eine abgelaufene Mutation des CDH1-Gens vorwiegend beim diffusen Typ des
Magenadenokarzinoms beobachtet wird.”®® AuRerdem wird die Bedeutung von HER2 als
prognostischer Marker beim Magenkarzinom in der Fachwelt weiterhin kontrovers diskutiert.
Vergleichbar zu den schwankenden Angaben der Inzidenzrate, sind Meinungen lber HER2 als ein
starker negativer prognostischer Faktor bis hin zu keiner moglichen Assoziation zur Prognose in der

Literatur vertreten,?2*?33,236-240

Tendenziell ist nach aktuellem Stand der Forschung bei einer HER2-
Uberexpression/ -Genamplifikation aber eher von einer negativen prognostischen Beeinflussung des
Gesamt- (Overall Survival; OS) bzw. des metastasenfreien Uberlebens (Disease-Free Survival; DFS)

110,195,231,232,237,241-246 Weitere Studien haben

und einer starkeren Tumoragressivitat auszugehen.
ebenso gezeigt, dass HER2 entscheidend auf die Entstehung von zahlreichen anderen
Tumorentwicklungen Einfluss nimmt. Dazu zdhlen bspw. Mamma-, Kolon-, Pankreas-, Lungen-,

247-255

Prostata-, Blasen-, Ovarial, Endometrium- und Osophaguskarzinome. Besonders das

Mammakarzinom ist bisher beziiglich des HER2-Status am umfassendsten untersucht worden.?*

1.2.4.2 Trastuzumab for Gastric Cancer (ToGA) - Studie

Im Zuge dessen hat sich die Behandlung mit dem rekombinanten, humanisierten, monoklonalen
HER2-Antikorper Trastuzumab (Handelsname Herceptin®, Roche) etabliert, welcher an die Doméane
IV des extrazellularen Rezeptoranteils von HER2 bindet und bisher als einzig wissenschaftlich
bewiesener Inhibitor der besagten Wachstumsfaktorrezeptorfamilie gilt.2*>**® Dabei tibt er durch die
Hemmung der HER2-gesteuerten, intrazelluldren Signalkaskade einen direkten antiproliferativen
Effekt sowie eine gleichzeitige Aktivierung der Apoptose auslésenden Signale auf die Tumorzelle aus.
Dartiber hinaus wird eine indirekt zellvermittelte, antikorperabhangige Zytotoxitdt (antibody-
dependent cellular cytotoxicity; ADCC) induziert, die Abspaltung der extrazellularen
Rezeptoruntereinheit verhindert und eine allgemeine Downregulation des Rezeptors

110,121,257,258

bewirkt. Deshalb fand der HER2-Antikorper ebenso beim fortgeschrittenen, HER2-
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positiven Magenkarzinom bereits im Rahmen der Trastuzumab for Gastric Cancer-Studie (ToGA) als
weitere first line-Therapieoption Anwendung. In dieser internationalen, randomisiert kontrollierten,
multizentrischen Phase Ill Studie wurden insgesamt 584 Patienten auf die Wirkung und moéglichen
therapeutischen Nutzen von Trastuzumab in Kombination mit Capecitabine plus Cisplatin oder
Fluorouracil plus Cisplatin versus den beiden alleinigen chemotherapeutischen Optionen

110

untersucht.” Als Resultat konnte bei vergleichbarer Lebensqualitdt eine Steigerung des medianen

0OS um 2,7 Monate (13,8 > 11,1 Monate) und entsprechender Senkung der Mortalitatsrate um 26%

verbucht werden.*

Im Laufe der Post-hoc-Analysen stellten sich besonders bei Patienten mit einem
IHC-Score von 2+ oder 3+ und einer FISH-Posititvat die Tumoransprechrate, das progressionsfreie
Uberleben (PFS) sowie das OS am deutlichsten dar (16 > 11,8 Monate).'™ Jedoch existieren auch bei
der Trastuzumab-Therapie bereits Resistenzentwicklungen, fiir die grundsatzlich 3 Mechanismen
verantwortlich gemacht werden konnen. Erstens kann es zu Veranderungen der HER2-
Rezeptorstruktur und seiner Umgebung kommen, so dass zum Beispiel die erhdhte Expression des
membranassoziierten Glykoproteins Mucin 4 (MUC4) das Epitop als Bindungsort fir den Antikorper
maskiert und folglich blockiert oder das HER2-Signal durch eine Heterodimerisierung mit HER3 oder

138,259260 Baim zweiten Mechanismus kann die

EGFR nicht von Trastuzumab inhibiert werden kann.
Trastuzumab-Wirkung durch eine PIK3CA-Genmutation oder mittels Inaktivierung des
Tumorsuppressors PTEN gehemmt werden, die jeweils eine konstitutive Aktivierung des PI3K/Akt-

Signalweges nach sich ziehen.®* %

Als dritter und letzter Punkt ist die forcierte Resistenzentwicklung
gegenliber Trastuzumab aufgrund einer verstarkten Interaktion von HER2 mit anderen
Rezeptortyrosinkinasen wie dem Insulin-like Wachstumsfaktorrezeptor 1 (IGF1R) oder c-MET als
alternative Dimerisierungspartner zu nennen.?*®%’

Die dargestellten Ergebnisse der ToGA-Studie konnten bislang nicht durch die Gabe anderer
monoklonaler Antikérper wiederholt werden. Die EGFR-Antikérper Cetuximab und Panitumumab
sowie der VEGF-Antikorper Bevacizumab zeigten keine ausreichende Wirksamkeit, wohingegen
Ramucirumab als VEGF-2nd line Option seine Zulassung erhielt. Darliber hinaus werden derzeit noch

weitere Antikdrper gegen molekulare Antigene im Rahmen klinischer Studien gepruft.*3%268-27

1.2.4.3 Konkordanz zwischen HER2-Uberexpression und -Genamplifikation

Aufgrund der umfangreichen Forschungsarbeiten im Bereich der Mammakarzinome ist mittlerweile
davon auszugehen, dass bei diesem Krankheitsbild eine HER2-Uberexpression prinzipiell {iber eine
stattgefundene Genamplifikation erreicht wird.***’* Dabei wird das HER2-Gen vermehrt
transkribiert, in der Folge der humane epidermale Wachstumsfaktorrezeptor 2 verstarkt auf der

! Insgesamt konnten beim

Zellmembran exprimiert und die Zellproliferation vorangetrieben.
Vergleich der beiden Bewertungsmethodiken Immunhistologie und FISH/CISH Konkordanzraten von
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2

80% bis hin zu 95% demonstriert werden.”’”> Versucht man diesen Vergleich auf das

Magenadenokarzinom zu Ubertragen, stellt sich dieser wie schon bei den zuvor beschriebenen
Inzidenzraten und der prognostischen Wertigkeit von HER2 als erneut kontrovers dar. Vor allem in
den 90er Jahren wurde von einer Unabhingigkeit der HER2-Uberexpression in der

immunhistochemischen Untersuchung gegenliber der Genamplifikation im CISH-Verfahren

273,274

berichtet. Aktuellere Studien konnten hingegen hohe Konkordanzraten von 75% bis hin zu 87%

222,275,276

vergleichbar zum Mammakarzinom aufzeigen. Diese Diskrepanz hinsichtlich der

Konkordanzangaben kann durch die basolaterale Membrananfarbung der Driisenzellen sowie der

hoheren Prozentzahl an heterogenen Tumoren beim Magen- im Vergleich zum Mammakarzinom

232,277

begriindet sein. Demzufolge wurde das HER2 Immuno-Scoring orientierend an den bestehenden

Richtlinien nach Hofmann et al. und von Rischoff et al. modifiziert in dieser Arbeit angewendet.?*>*’
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2. Fragestellung

Das Magenkarzinom stellt weltweit die 4. hdufigste maligne Erkrankung dar und geht nach wie vor
bei einer relativen 5-Jahres-Uberlebensrate von 28-39% mit einer eher schlechten Prognose einher.
Zur weiteren Aufklarung dessen beschaftigt sich ein Teil der aktuellen Forschung mit der Frage,
inwiefern Rezeptortyrosinkinasen als unabhangige prognostische Faktoren und ggf. therapeutische
Ansatzpunkte dienen kdnnten. Wir konzentrierten uns dabei auf c-MET, einem transmembranen
Hepatozyten-Wachstumsfaktor-Rezeptor, und HER2, einem humanen epidermalen

Wachstumsfaktorrezeptor.

Die Ziele unserer Studie lauteten dabei:

die immunhistochemische Darstellung und Beschreibung der c-MET- sowie HER2-Expression

im Magenkarzinom,

— die Korrelation der c-MET- und HER2-Expression mit klinisch-pathologischen Faktoren,

— die Korrelation der c-MET- und HER2-Expression mit dem Uberleben,

— die Korrelation zwischen c-MET- und HER2-Expression untereinander,

— die Evaluierung der prognostischen Aussagekraft des c-MET- und HER2-Status beim

Magenkarzinom.
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3. Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv

Das Untersuchungskollektiv umfasste insgesamt 198 Patienten, bei denen das Vorhandensein eines
primdren Magenkarzinoms histologisch gesichert wurde und die im Rahmen der prospektiven
multizentrischen Beobachtungsstudie QCGC07/09 (Deutsche Magenkarzinomstudie 1) mithilfe des
AN-Instituts flir Qualitatssicherung in der Operativen Medizin gGmbH an der Otto-von-Guericke-
Universitat Magdeburg A.6.R. zwischen 2007 bis 2012 erfasst wurden. Im Rahmen des histologischen
Screenings durch eine Gastro-Pathologin (Prof. Dr. D. Jechorek) wurde eine Reduzierung der
Patientenzahl von urspriinglich 198 auf 134 vorgenommen. Bei 64 Patienten war entweder eine
immunhistochemische Aufarbeitung der archivierten Prdparate bei einem zu geringfiigig
verbliebenen Tumormaterial nicht mehr moglich, fand ein Ausschluss bei nicht Vorhandensein eines
primadren Adenokarzinoms statt und/oder wurde die statistische Datenakquirierung als nicht
ausreichend eingestuft. Das gesamte Kollektiv wurde in der Klinik fiir Allgemein-, Viszeral- und
Gefdllchirurgie des Universitatsklinikums der Otto-von-Guericke-Universitdt Magdeburg operativ
versorgt. Im Zuge der prdoperativen Aufklarung wurde vom Operateur das schriftliche Einverstandnis
aller Patienten fir die Erhebung der patienten- und befundbezogenen Daten sowie zur Archivierung
entnommenen Tumorgewebes fiir spatere wissenschaftliche Untersuchungen eingeholt und sind in
den jeweiligen Patientenakten hinterlegt. Die Entnahme, Archivierung und Verwendung von Gewebe
fir wissenschaftliche Studien wurde im Rahmen eines Antrages fiir die Erstellung einer Proben-,
Blut-, Stuhl- und Datenbank bei chirurgisch relevanten Karzinomen einschlieflich gastrointestinaler
Karzinome von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt Magdeburg 2001 genehmigt
(Ethikvotum Nr. 33/2001). Aus zusatzlichen Datenschutzgriinden wurden die Patientendaten

pseudonymisiert.

3.2 Material
3.2.2 Charakterisierung der Magenkarzinome

3.2.2.1 Tumorlokalisation

Entsprechend der aktuellen S3-Leitlinie wurde die Zuordnung der Tumorlokalisation in
Kardiodsophagealen Ubergang (AEG Typ I-1I), Fundus, Korpus, Antrum und Pylorus vorgenommen.*
Dariber hinaus konnte mithilfe des Dokumentationsbogens zur Qualitatssicherungserfassung des
Magenkarzinoms eine Unterteilung in Vorder- bzw. Hinterwand sowie in kleine und grof3e Kurvatur

erfolgen (siehe Dokumentationsbogen im Anhang).
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3.2.2.2 Tumorklassifikation

Die einheitliche Reklassifizierung der Tumorstadien erfolgte entsprechend der siebten Auflage der
TNM-Klassifikation maligner Tumoren von 2010.%” Die histologisch aufgearbeiteten Priparate wurden
hierbei hinsichtlich ihrer lokalen Invasionstiefe (T), des Lymphknotenbefalls (N), des Auftretens von
Fernmetastasen (M), einer Venen (V)- oder LymphgefaR (L)-Infiltration und dem tumordsen Befall

der Resektatrander (R) beurteilt.

3.2.2.3 Histologie und Grading

Das histopathologische Grading wurde ebenso nach der aktuellen UICC-Klassifikation
vorgenommen.®”  Dementsprechend erfolgte die Einteilung anhand des Grades der
Tumordifferenzierung in gut differenzierte (G1), maRig differenzierte (G2), schlecht differenzierte
(G3) sowie undifferenzierte (G4) Karzinome. Daneben hat die Klassifikation nach Laurén zwischen
Karzinomen vom intestinalen, diffusen oder Misch-Typ stattgefunden.”® Bei den im Kollektiv
bericksichtigten Fallen handelt es sich histologisch ausschlieBlich um primare Adenokarzinome.
Undifferenzierte Karzinome (G4), Gastrointestinale Stromatumoren sowie Tumore auf dem Boden

einer Barrett-Metaplasie wurden vom Untersuchungskollektiv ausgeschlossen.

3.3 Methoden

3.3.1 Datenerfassung des Patientenkollektivs
Die Datenerhebung erfolgte im Rahmen der prospektiven multizentrischen Beobachtungsstudie
QCGC'07/09 (Deutsche Magenkarzinomstudie 1l) mithilfe des AN-Instituts fir Qualitatssicherung in

2’9 Basierend

der Operativen Medizin gGmbH an der Otto-von-Guericke-Universitdt Magdeburg A.6.R.
auf den Konzepten und Ergebnissen der Deutschen Magenkarzinomstudie | (GGCS’92) sowie der East
German Gastric Cancer Study (EGGCS’02), die jeweils die chirurgische Therapie des Magenkarzinoms
in den Mittelpunkt ihrer Untersuchungen riickten, beriicksichtigte die QCGC07/09 - Studie erstmals
die breite Etablierung der multimodalen Verfahren mithilfe von 61 Items in die Studienplanung und

deren Einfluss auf das Gesamtergebnis.”’**

Unter diese Items fallen beispielsweise die Rubriken
Geschlecht, Alter, GroRe und Gewicht des Patienten, klinische Diagnose, praoperative Befunde zum
Tumorstadium, prdaoperative MaRRnahmen wie neoadjuvante Radio-/Chemotherapie, OP-Verfahren,
postoperativer Verlauf, histopathologische Befunde wie TNM-Klassifikation, sowie eventuelle sich
anschlieRende palliative Therapiekonzepte (Vgl. Dokumentationsbogen im Anhang). In die Studie
wurden alle Patienten mit einem histologisch gesicherten primaren Magenkarzinom eingeschlossen,
die im Zeitraum vom 01.01.2007 bis 31.12.2012 in der Klinik fir Allgemein-, Viszeral- und

Gefdllchirurgie des Universitatsklinikums der Otto-von-Guericke-Universitdt Magdeburg operativ

versorgt wurden. Die Erhebung und Ubermittlung der Patientendaten sowie die Akquirierung
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entsprechender Nachsorgedaten (iber die Hausarzte erfolgte ausschlieBlich nach Einholung des
schriftlichen Einverstdndnisses der Patienten (Vgl. Dokumentationsbogen im Anhang).?’*?** Die
Daten wurden nach Plausibilitdts- und Vollstandigkeitskontrolle sowie dem Abgleich mit der
jahrlichen Operationsstatistik des Universitatsklinikums Magdeburg in einer ACCESS-Datenbank

gesammelt.?’??8

Einbezogen wurden die erhobenen Daten zum Follow-up, die mithilfe der
Durchsicht des ambulanten Patientendokumentationssystems MEDICO und durch telefonische

Kontaktierung der Hausérzte letztmalig im Juli 2015 aktualisiert wurden.

3.3.2 Humane Gewebeproben

3.3.2.1 Materialgewinnung, Fixierung und Einbettung

Generell wurden vom Kollektiv Biopsien von vornherein ausgeschlossen, um ein optimales
Untersuchungsergebnis sicherzustellen. Im Zuge der dann chirurgischen Entfernung des
Magenkarzinoms wurde das entsprechende Resektat unter Angabe von Namen und Datum auf
Crash-Eis unverziglich an das Institut fiir Pathologie des Universitatsklinikums der Otto-von-
Guericke-Universitat Magdeburg gesandt. Im pathologischen Institut erfolgte innerhalb eines
Zeitfensters von 20 min die makroskopische Begutachtung von einem Pathologen des Hauses.
Priaparate von Patienten nach einer Ischdmiezeit von Uber 20 min wurden vom
Untersuchungskollektiv ausgeschlossen. Im Anschluss daran wurde das zuvor selektierte Gewebe
mittels einer 4%igen Formaldehydlosung Gber Nacht fixiert, darauffolgend die Gewebeproben im
Einbettautomaten (HyperCenter XP, Fa. Shandon, Frankfurt am Main, Deutschland) mehrstiindig in
einer Athylalkohol-Xylol-Reihe in aufsteigender Konzentration dehydriert und anschlieRend in
Paraffin eingebettet. Nach dem Abkihlen wurden aus den Paraffinblocken am Rotationsmikrotom
(Mikrotom RM 2155, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, Deutschland) Schnittpraparate in
2um Dicke angefertigt und auf mikroskopische Objekttrager (SuperFrost Plus, Menzel-Glaser,
Braunschweig, Deutschland) aufgezogen. Die H&dmatoxylin-Eosin-Farbungen (H&E-Farbung) aller
Schnittpraparate wurden am Farbeautomaten ST5010 Autostainer XL (Leica Mikrosysteme Vertrieb
GmbH, Wetzlar, Deutschland) zum Zwecke der klinisch diagnostischen Routine, der Identifizierung
eines reprasentativen Blocks der moglichst invasiven Komponente des Karzinoms sowie zur
Orientierung und Hilfestellung der sich anschlieBenden immunhistochemischen Untersuchungen als
Ubersichtsfarbung angefertigt. Die Lagerung der Gewebebldcke nach erfolgter klinischer Diagnostik

geschah bei Raumtemperatur (20-25°C) im Archivraum des Instituts fiir Pathologie.
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3.3.2.2 Immunhistochemische Reaktion von c-MET

Das immunhistochemische Aufspiiren der c-MET-Expression hat mithilfe des polyklonalen, primaren
Kaninchen-Antikorpers Met (C-28): sc-161 der Firma Santa Cruz Biotechnology (Dallas, USA) und des
sich nach der LSAB — Methode (labeled streptavidin-biotin method) richtenden iView® DAB Detection
Kits der Firma Ventana (Tucson, USA) stattgefunden. Aus den zuvor reprdsentativ gesichteten, in
Paraffin eingebetteten Tumorblocken wurden am Rotationsmikrotom (HM 335 E, Microm
International GmbH, Walldorf, Deutschland) Schnittprdaparate in 2um Dicke angefertigt, auf Poly-L-
Lysin-beschichtete Objekttrager (SuperFrost Plus, Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland)
aufgezogen und bei Raumtemperatur tiber Nacht mindestens 8 Stunden lang an der Luft getrocknet.
Daraufhin wurden die Gewebeschnitte zur Entfernung des Einbettungsmediums bei Raumtemperatur
(20-25°C) dreimalig in Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe (2x 100%iges, 1x
96%iges, 1x 75%iges Ethanol) fiir jeweils 5 min. rehydriert. Nach zweifacher Wasserung der
Schnittpraparate erfolgte das weitere Procedere unter standardisierten Automatenbedingungen im
NexES® Immunostainer (Ventana Medical Systems, Tucson, USA). Daflir wurden der zwischen den
jeweiligen Inkubationsschritten fortan verwendete Waschpuffer auf 41°C sowie die
Objekttragerkammer fir 30 min. auf 37°C erwarmt. Im Anschluss daran erfolgte das Blocken von
endogenem Biotin mittels VIEW®-INHIBITOR (3%ige Wasserstoffperoxidlosung) bei 4-mindtiger
Inkubationszeit. Es kamen in der Folge zunachst der unkonjugierte primare c-MET-Antikorper bei
einer Verdiinnung von 1:250 fir 32 min., dann der mit Biotin markierte Sekundarantikérper (iVIEW®-
Biotinylated Ig Secondary Antibody) bei 8-miniitiger Inkubationszeit zum Einsatz. Im nachsten Schritt
folgte die Konjugation des Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase-Enzymkomplexes (iVIEW®-
Streptavidin-HRP) an den biotinisierten Sekundarantikorper bei wiederholt 8-minitiger
Inkubationszeit. Die Visualisierung wurde mithilfe der Hinzugabe des 0,2%igen 3,3’-Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid-Chromogens (iVIEW®-DAB) sowie dem 0,04%igen Wasserstoffperoxidsubstrat
(iVIEW®-H,0,) bei 8 min. gewahrender Inkubationszeit und dem Farbverstarker VIEW®-COPPER
(Kupfersulfat) bei 4-minttiger Inkubationszeit erreicht. Im abschlieBenden Protokollschritt wurden
die Objekttrager gewaschen und die Gegenfarbung mit einer Hamatoxylin-Losung nach Mayer
durchgefiihrt. Vor der Eindeckung der Schnitte mit Corbit-Balsam wurden diese erneut in einer
Athylalkohol-Xylol-Reihe in aufsteigender Konzentration dehydriert. Im Zuge der Qualitatskontrolle
wurden positive als auch negative Gewebe- sowie negative Reagenzkontrollen mitgefiihrt und vor

der Interpretation der Ergebnisse beurteilt.
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Braunes Abb.3: VIEW DAB Detection Kit

DAB
DAB-Prazipitat + Nachweisreaktion (LSAB—Methode)

Hz0z

+ Copper

Der biotinisierte Sekundarantikérper hat

Streptavidin-HRP- o o
an den unkonjugierten Primarantikorper

Biotin-Enzym-
%) Komplex gebunden. Aufgrund der Interaktion mit

Sekundarantikorper dem  Streptavidin—~HRP-Biotin—Enzym-—

Komplex stellt sich das Chromogen DAB

primérer c-MET- als braunliches Farbsignal dar.

,ﬂ.ntikfjrper/ \

Gewebeantigen (Quelle:  Modifiziert nach Ventana
Gewebe Handbuch ,,iVIEW DAB Detection Kit“)

3.3.2.3 Immunhistochemische Reaktion von HER2

Im Gegensatz zur immunhistochemischen c-MET-Farbemethode kam zur Darstellung der
Uberexpression des HER2-Proteins im Tumorgewebe das indirekte, biotinfreie ultraView® Universal
DAB Detection Kit der Firma Ventana® (Tucson, USA) zum Nachweis des monoklonalen Kaninchen-
IgG Primarantikorpers HER2 [EP1045Y] der Firma Epitomics® (Burlingame, U.S.A.) zum Einsatz. Aus
den zuvor reprdsentativ gesichteten, in Paraffin eingebetteten Tumorblocken wurden erneut am
Rotationsmikrotom (HM 335 E, Microm International GmbH, Walldorf, Deutschland)
Schnittpraparate in 2um Dicke angefertigt, auf Poly-L-Lysin-beschichtete Objekttrager (SuperFrost
Plus, Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland) aufgezogen und bei Raumtemperatur tiber Nacht
mindestens 8 Stunden lang an der Luft getrocknet. Im Anschluss daran lief das Verfahrensprinzip
vollautomatisiert nach den Vorgaben des Ventana® Farbesystems BenchMark ULTRA (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) ab, d.h. dies beriicksichtigte bereits die einleitenden
Schritte der Entparaffinierung sowie Rehydrierung. Im Unterschied zu Punkt 3.3.2.2 wurde die
Objekttragerkammer unter Verwendung des Kochpuffers CC1 (Cell Conditioning Solution 1) bei
milder Stufeneinstellung fiir 8 min. auf 90°C erhitzt. Ebenso flihrte das BenchMark ULTRA-Gerat nach
jedem Inkubationsvorgang einen Waschschritt durch und trug eine Coverslip-Lésung (LCS) auf, so
dass die Verdunstung von wassrigen Reagenzien vom Objekttrager minimiert wurde. Im weiteren
Verlauf lehnte sich das Procedere unter Berlicksichtigung des Einsatzes von ultraView DAB Inhibitor,
ultraView Universal DAB Chromogen, ultraView Universal DAB H202 und ultraView Universal Copper
der zuvor erlduterten LSAB—Methode an. Als Ausnahme galt dabei, dass der spezifische Antikorper

HER2 bei einem Verdinnungsverhaltnis von 1:100 fir 32 min. inkubiert wurde und dieser

Seite | 30



Material und Methoden

anschlieRend mithilfe eines Cocktails aus enzymmarkierten, biotinfreien Sekundarantikérpern

namens ultraView® Universal HRP Multimer bei 8-minitiger Inkubationszeit lokalisiert wurde. Vor

dem Eindecken der Objekttrager mit Corbit-Balsam wurden diese von der Coverslip-Losung befreit,

grindlich in destilliertem Wasser gespllt, gereinigt und getrocknet. Vergleichbar zum iView® DAB

Detection Kit wurden im Zuge der Qualitatskontrolle positive als auch negative Gewebe- sowie

negative Reagenzkontrollen mitgefiihrt und vor der Interpretation der Ergebnisse beurteilt.

Braunes
DAB-Prazipitat

Gewebe

/ HEP Multimer

Primﬁrantikﬁjrp% k\

Gewebeantigen

Abb. 4: ultraView Universal DAB Detection Kit

Nachweisreaktion

Der enzymmarkierte, biotinfreie Sekundaranti-
korper hat an den unkonjugierten Primaranti-
korper gebunden. Aufgrund der Interaktion mit
dem HRP-Multimer-Komplex stellt sich das

Chromogen DAB als braunliches Farbsignal dar.

(Quelle: Modifiziert nach Ventana Handbuch
yultraView  Universal DAB  Detection  Kit")
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3.3.2.4 Beurteilung der Ergebnisse der immunhistochemischen Reaktion von c-MET

Zur Bewertung der immunhistochemischen Reaktion gegeniliber c-MET wurde unter Nutzung eines

Lichtmikroskops (Axio Imager 2, Zeiss, Jena, Deutschland) der nach Remmele et al. modifizierte,

semiquantitative Immunreaktive Score (IRS) herangezogen.?®* Dieser setzt sich aus dem prozentualen

Anteil der membranés positiv gefarbten
Zellen innerhalb des Praparates (PP) und

deren Farbeintensitat (SI) zusammen. In

der 4-stufigen Skalierung der

Farbeintensitat galt: (0) keine

nachweisbare Farbung, (1) schwache

Farbereaktion, (2) maRige Farbe-

Farbeintensitat: Membrandse Farbung:

SI-Score PP-Score

0 Keine Keine Membranfarbung 1
Farbereaktion der Tumorzellen

1+ Schwache Membranfarbung in 5
Farbereaktion < 30% der Tumorzellen

24 MaRige Membranfarbung in 3
Farbereaktion | 30— 70% der Tumorzellen

34 Starke Membranfarbung in 4
Farbereaktion > 70% der Tumorzellen

reaktion, (3) starke Farbereaktion.

(Vgl. Tab. 1).

Tab. 1: Interpretation der immunhistochemischen c-MET-Farbungen

Die Einteilung der Fraktion positiv gefarbter Zellmembranen reichte von 0 bis 10, wobei der

prozentuale Anteil jeweils in 10% Schritten bestimmt und anschliefend ebenfalls einer 4-stufigen

Einteilung unterzogen wurde: keine Membranfarbung der Tumorzellen (1), Membranfarbung in

< 30% der Tumorzellen (2), Membranfarbung in 30-70% der Tumorzellen (3), Membranfarbung in

> 70% der Tumorzellen (4) (Vgl. Tab. 1). Bei nicht
eindeutig zuzuordnenden Befunden erfolgte die
Ricksprache und Kontrolle durch eine Pathologin (Prof.
Dr. D. Jechorek). Aus dem Produkt beider genannter
Komponenten errechnete sich der Immunreaktive
Score (IRS = SI x PP). Die moglichen Werte betrugen
dabei: 0, 2, 3, 4, 6, 8, 9 und 12. Daraus bildeten sich
anhand des IRS cut-off > 4 die Gruppen c-MET low und
c-MET high (Vgl. Tab. 2).*

Immunreaktiver
Score: c-MET-Expression
IR-Score = (Sl x PP)

0-4 low

5-12 high

Tab.2: Bewertung der c-MET-Expression
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3.3.2.5 Beurteilung der Ergebnisse der immunhistochemischen Reaktion von HER2

Die Interpretation und Bewertung des HER2-Farbemusters wurden unter Nutzung eines
Lichtmikroskops (Axio Imager 2, Zeiss, Jena, Deutschland) entsprechend dem 2010 modifizierten
HER2 Immuno-Scoring nach Rischoff et al. vorgenommen (Vgl. Tab. 3).”®?% Darunter ist die
Auswertung der Farbungsintensitat, des Farbemusters der Membran und die Bestatigung der
Gradeinteilung unter der Verwendung einer 50-400-fachen VergrofRerung sowie den vergleichenden
Bezug zu einem paarig vorliegenden Schnitt mit H&E-Firbung, der aus dem gleichen
paraffineingebetteten Praparatblock entnommen wurde, zu verstehen. Eine zytoplasmatische
Farbung ist hingegen als nichtspezifisch zu betrachten und wurde im Zuge der Bewertung der im
Fokus stehenden membrandsen Farbungsintensitit nicht berticksichtigt.”’’ Mithilfe des
HercepTests™ wird die Uberexpression des HER2-Proteins entweder als negativ (IHC-Score 0 bzw.
1+), grenzwertig/nicht eindeutig (IHC-Score 2+) oder positiv (IHC-Score 3+) bewertet (Vgl. Tab. 3). Bei
Fallen des IHC-Scores von 2+ schloss sich eine SISH-Analyse an. Bei nicht eindeutig zuzuordnenden

Befunden erfolgte die Riicksprache und Kontrolle durch eine Pathologin (Prof. Dr. D. Jechorek).

Farbeintensitat: IHC-Score Membranfirbungsmuster HER2-Expression

Keine Reaktivitat oder
0 Membranfarbung in Negativ
< 10% der Tumorzellen

Sehr schwache bzw. kaum

1+ wahrnehmbare Negativ
Membranfarbung in > 10% der
Tumorzellen
Schwache bis maRige
2+ vollstandige, basolaterale oder Grenzwertig
nur laterale Membranfarbung - SISH

in > 10 % der Tumorzellen

Starke vollstandige, basolaterale

3+ oder nur laterale Positiv

Membranfarbung in 2 10% der
Tumorzellen

Tab. 3: Interpretation und Bewertung der immunhistochemischen HER2-Farbungen
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3.3.2.6 Silber-in-situ-Hybridisierung von HER2 IHC 2+

Die weitere Uberpriifung der laut IHC-Score als 2-fach positiv eingestuften Schnittpriparate geschah
durch die Silber-in-situ-Hybridisierung (SISH) unter Verwendung des INFORM HER2 Dual ISH-Assay
sowie dem BenchMark XT IHC/ISH Fdrbemodul der Firma Ventana (Tucson, USA). Dieses Verfahren
dient als direkter Test zur quantitativen Bestimmung der HER2-Genamplifikation in formalinfixierten
paraffineingebetteten Magenkarzinom-Gewebeproben. Aufgrund der Lokalisation des humanen
HER2-Gens auf dem Chromosom 17 zielt das INFORM HER2 Dual ISH-Assay auf die zweifarbige
chromogene Darstellung von Signalen des HER2-Gens und der Zentromerregion von Chromosom 17
(CEN-17) innerhalb eines Objekttragers, die durch direkte Markierung der In-situ-
Hybridisierungssonden entstehen. Die gesamte Prozedur verlief automatisiert tiber den BenchMark
XT, worunter Vorbehandlung, Entparaffinierung, Rehydrierung, Denaturierung, Hybridisierung,
Inkubation, Sondenapplikation und Visualisierung zu verstehen sind. Bei dem angewandten Assay
erfolgte die Detektion des HER2-Gens mittels einer Dinitrol-phenyl-markierten Sonde (DNP). Zur
anschlieRenden Visualisierung wurde ein ultraView SISH DNP Detection Kit verwendet. Die Detektion
des CEN-17 wurde mithilfe einer Digoxigenin-markierten Sonde (DIG) erreicht und lber das ultraView
Red ISH DIG Detection Kit visualisiert. Die Auszahlung der im Bereich der invasiven Komponente des
Karzinoms lokalisierten schwarzen (HER2) und roten (CEN-17) Signale wurden mit einem
Lichtmikroskop in der 200- sowie 600-fachen VergroRerung (Axio Imager 2, Zeiss, Jena, Deutschland)
vorgenommen, so dass im Anschluss daran das entscheidende HER2/CEN-17-Verhiltnis ermittelt
werden konnte. Insgesamt wurden pro Gewebeprobe 20 kohdasive Zellen ausgewahlt und aus dem
Quotienten der Summe aller genspezifischen Signale und der Summe aller Chromosom-17-
spezifischen Signale die HER2/CEN-17-Ratio bestimmt. In Anlehnung an die ASCO/CAP-Richtlinien
von 2007 wurden Proben mit einem HER2/CEN-17-Verhiltnis >2 als SISH-positiv bzw. <2 als SISH-
negativ eingestuft. Im Falle einer grenzwertigen Amplifikation des HER2-Gens (1,8-2,2) wurden 20
weitere Zellen ausgezihlt, so dass die HER2/CEN-17-Ratio auf Basis von 40 Zellen ermittelt wurde.?’
Im Sinne der Qualitdtskontrolle dienten im untersuchten Gewebeschnitt vorliegende gesunde Zellen
als interne Positivkontrolle der Effizienz der Vorbehandlung, der Hybridisierung sowie des

Farbedurchgangs.
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3.3.3 Statistische Datenverarbeitung, Literaturverwaltung und Photodokumentation

Die stastistischen Analysen wurden mit der Hilfe von Herrn R. Otto des AN-Institutes fir
Qualitatssicherung in der operativen Medizin gGmbH an der Otto-von-Guericke-Universitat
Magdeburg durchgefiihrt. In der statistischen Datenverarbeitung werden stetige Variablen mit den
Ublichen MaRzahlen Mittelwert, Standardabweichung, Minimum, unteres Quartil, Median, oberes
Quartil und Maximum beschrieben. Im Zuge der Prifung eines linearen Zusammenhangs derer
wurde der Korrelationskoeffizient nach Pearson gebildet. Mithilfe des Standard-t-Tests wurde
Uberprift, ob sich zwei unabhangige Datengruppen signifikant hinsichtlich einer stetigen Variable
voneinander unterscheiden. Voraussetzungen fiir den Test sind annahernde Normalverteilung und

hohe Varianzhomogenitit.?®®

Kategoriale Variablen kommen durch ihre absoluten und relativen
Haufigkeiten zur Darstellung und wurden zur Prifung auf Unabhangigkeit dem Chi-Quadrat-Test
unterzogen. Die Uberlebensanalyse erfolgte nach dem Kaplan-Meier-Modell, wobei die mediane und
mittlere Uberlebenszeit sowie das dazugehérige 95% Konfidenzintervall berechnet wurden. Mittels
Log-Rank-Test wurden die jeweiligen Gruppen auf Unterschiede beziiglich des Uberlebens

289

verglichen.” Nach erfolgter univariater Analyse wurden die als signifikant erachteten Parameter

einer logistischen Cox-Regressionsanalyse unterzogen, um den gleichzeitigen Einfluss mehrerer

289

klinisch-pathologischen Variablen auf die Uberlebenszeit zu untersuchen.”®” Die Hazard Ratio stellte

%% Unterschiede zwischen den verglichenen

dabei das MakR fiir die Starke des Zusammenhangs dar.
Patientengruppen wurden bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 als signifikant ausgewiesen.’®
Die deskriptiv-statistische Analyse erfolgte mithilfe des Programms SPSS” Statistics, Version 22 (IBM
Corporation, Armonk, USA). Die Zitier- wund Literaturverwaltung wurde mit dem
Literaturverwaltungsprogramm Citavi, Version 5 (Swiss Academic Software, Wadenswil, Schweiz)
durchgefiihrt. Zur Fotodokumentation dienten das Lichtmikroskop Axio Imager 2 (Zeiss, Jena,

Deutschland), die dazugehoérige Kamera AxioCam MRc 5 (Zeiss, Jena, Deutschland) sowie die

ZEN lite—Imaging—Software (Zeiss, Jena, Deutschland).
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4. Ergebnisse

4.1 Klinisch-pathologische Daten des Untersuchungskollektivs

Unser Patientenkollektiv mit einem nachgewiesenen Magenkarzinom (n=134) bestand aus 101
mannlichen (75,4%) und 33 weiblichen (24,6%) Personen bei einem Geschlechterverhaltnis von
anndhernd 3:1 (3:9). Das Durchschnittsalter lag bei 65,5 Jahren (SD: +11,76), wobei der jiingste
Patient zum Zeitpunkt der Operation 31 Jahre und der Alteste 87 Jahre alt waren. Der
durchschnittliche BMI-Wert betrug 26,13 (SD: +0,38; 95%Kl: 25,39-26,88) und zeigte im
Geschlechtsvergleich nur marginale Unterschiede (& 26,19, SD: 0,41, 95%KI: 25,38-26,99; Q 25,96,
SD: +0,91, 95%KI: 24,11-27,81). Insgesamt waren 69 der untersuchten Karzinome im proximalen
(55,2%) und 56 Karzinome im distalen Abschnitt (44,8%) des Magens lokalisiert. Zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung waren bei 22 Patienten (16,5%) bereits Fernmetastasen (M1) vorhanden.
Entsprechend der Laurén-Klassifikation setzte sich unser Kollektiv aus 71 intestinalen (62,8%) und 33
diffusen (29,2%) Adenokarzinomen sowie 9 Mischtypen (8,0%) zusammen. In der genaueren
Betrachtung des diffusen Typs zeigten sich die zu erwartenden Assoziationen insbesondere mit einer
fortgeschrittenen  Tumorinvasion (pT3/4 87,5%; p=0,027), dem Vorhandensein von
Lymphknotenmetastasen (N1-3 71,9%; p=0,173) und konsekutiv einem progressiven Tumorstadium
(UICC 1I/IvV 62,5%; p=0,580). Die weiteren klinisch-pathologischen Daten sind detailliert in den
Tabellen 4+5 dargestellt.

4.2 Klinisch-pathologische Prognoseparameter

72 der 134 Patienten (53,7%) verstarben im Untersuchungszeitraum, so dass flir 62 Patienten zum
Zeitpunkt der letzten Datenerhebung das Follow-up noch nicht abgeschlossen war. Alters- und
Geschlechtsunabhingig lag die mediane Uberlebenszeit bei 39 Monaten (SD: +14,6; 95%KI: 11,05-

66,95). Ein signifikant schlechteres Gesamtiiberleben war assoziiert mit:

einer fortgeschrittenen Tumorausdehnung (pT 1/2 vs. pT3/4; p=0,007),

— dem Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen (pNO vs. pN1-3); p=0,007),

— als auch Fernmetastasen (MO vs. M1; p=0,026),

— der Venen- (VO vs. V1; p=0,034) und LymphgefaRinfiltration (LO vs. L1; p=0,009),
— dem Resektionsstatus (RO vs. R1/2; p<0,001),

— einem fortgeschrittenem Tumorstadium (UICC I/Il vs. UICC llI/1V; p=0,007) und

einem schlechten Tumordifferenzierungsgrad (G1/2 vs. G3; p=0,032).
Eine statistisch negative Tendenz bezlglich des Overall Survivals (OS) zeigte sich auRerdem bei:

— diffusen Adenokarzinomen (Median-OS 21 Monate, SD: 8,5; 95%KIl: 4,32-37,68) im
Vergleich zum intestinalen Typ (Median-OS 62 Monate, SD: +21,01; 95%KI: 20,82-103,18;

Seite | 36



Ergebnisse

p=0,215) sowie
— AEG-Tumoren (Median-OS 31 Monate, SD: +8,10; 95%KI: 15,12-46,88) im Vergleich zur
distalen Tumorlokalisation (Median-OS 83 Monate, SD: +11,50; 95%Kl: 60,42-105,58;
p=0,094).
Die Altersgruppendifferenzierung </> 70 Jahren (p=0,322) und das Geschlecht (p=0,294) der

Patienten korrelierte hingegen nicht mit dem Gesamtiberleben (Vgl. Tab. 4).

< 70 Jahre 73 (54,5) 79,6 54,0 45,5 54,5 4,99 44,7 - 64,2
270 Jahre 61 (45,5) 66,8 48,0 46,1 48,0 5,44 37,4 - 58,7 0,322
Ménnlich 101 (75,4) 74,6 49,5 43,1 49,2 4,13 41,1-57,3
Weiblich 33 (24,6) 70,5 57,1 57,1 55,3 7,35 40,9 - 69,7 0.294
Tumorausdehnung 1284
pT1 23 (18,3) 87,0 82,6 76,7 73,2 71 59,4 - 87,1
pT2 16 (12,7) 66,3 51,6 51,6 50,0 11,0 28,4-71,6
pT3 57 (45,2) 72,9 43,7 37,7 44,8 5,3 34,4 -55,2 0,007
pT4 30 (23,8) 63,3 35,7 35,7 39,5 7,1 25,6 - 53,5
pT1/2 39 (31,0) 78,9 70,7 67,2 64,8 6,4 52,2-77,3
pT3/4 87 (69,0) 69,5 40,8 36,7 43,2 4,3 34,7-51,7

pNO 53 (41,1) 78,7 66,8 64,5 63,7 5,6 52,7-74,8
pN1 21 (16,3) 70,4 50,3 40,8 42,9 7,7 27,9-57,9
pN2 18 (14,0) 94,4 46,5 46,5 54,7 8,2 38,7 -70,7 0,007
pN3 37(28,7) 55,7 33,4 227 33,1 6,4 20,6 - 45,6
pN1-3 76 (58,9) 69,1 41,4 33,7 42,9 4,7 33,6 - 52,1
Mo 111 (83,5) | 76,7 55,5 50,9 54,5 4,1 46,5 - 62,5
M1 22 (16,5) 57,1 27,2 18,1 32,4 7,6 17,4-47,3 0,026
Veneninfittation  76(G6.)
Vo 48 (63,2) 74,0 55,7 52,8 53,6 6,1 41,6 - 65,5
V1 28 (36,8) 66,9 24,0 24,0 33,1 7,0 19,4 - 46,8 0.034

Lo 27 (30,7) 84,9 68,2 63,3 63,7 7,6 48,8 - 78,6
L1 61 (69,3) 66,3 35,0 33,0 37,7 49 28,0-475 0,009
RO 101(81,5)| 80,6 59,6 55,5 59,2 4,2 51,0 - 67,4

R1/2 23(185) | 47,8 20,9 15,7 22,3 57 12-334 | <0001

Tab. 4: Korrelation zw. klinisch-pathologischen Parametern und Overall Survival (1-/3-/5-JUR)
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Stadium | 31 (23,5) 83,7 73,7 69,4 66,9 6,8 53,6 - 80,3

Stadium Il 29 (22,0) 74,1 55,6 51,6 53,9 7,7 38,8 - 69,1

Stadium Il 50 (37,9) 73,6 42,3 36,9 441 5,9 32,7- 55,6

Stadium IV 21 (15,9) 55,0 28,6 19,0 32,6 8,0 16,9 -48,3

Stadium I/l 60 (53,1) 79,2 65,0 60,9 61,5 5,3 51,1-72,0

Stadium lII/IV 71 (46,9) 68,2 38,4 31,5 40,9 4,8 31,5-50,4
Gradng@  Ee

G1 5(4,2) 68,6 80,0 80,0 65,2 14,6 36,7 - 93,8

G2 46 (38,3) 80,0 63,6 54,5 59,4 6,0 47,7-71,1

G1/2 51 (42,5) 79,9 56,8 51,5 60,9 5,7 49,7 -72,0

G3 69 (57,5) 71,8 Mn,7 40,0 45,1 4,9 35,4 -54,8

Negativ

122 (91,0)

72,6

50,6

46,3

50,2

3,9

Intestinal 71 (62,8) 78,0 53,8 50,1 52,8 4,8 43,4 - 62,1
Diffus 33 (29,2) 66,7 42,2 34,1 42,9 7,3 28,6 — 57,1
Mischtyp 9 (8,0) 88,9 66,7 66,7 69,4 12,8 44,3 -94,6
Proximal 69 (55,2) 67,3 45,6 40,0 46,5 5,2 36,4 - 56,7
Distal 56 (44,8) 81,9 61,8 56,8 59,1 5,4 48,6 - 69,6

42,6 - 57,8

Positiv

Low

12(9,0)

71 (53,0)

83,3

69,6

58,3

55,1

58,3

51,3

62,0

52,1

10,8

5,1

40,8 - 83,3

42,1 - 62,1

High

63 (47,0)

78,3

46,3

42,2

49,8

53

39,3 - 60,2

0,007

0,032

0,215

0,094

0,305

0,839

Tab. 5: Fortsetzung Korrelation zw. klinisch-pathologischen Parametern und Overall Survival (1-/3-/5-JUR)

Seite | 38



Ergebnisse

A . thberl .
bb> .Gesam ub'er ePen Lokale Tumorausbreitung (pT)
in Abhangigkeit von 1
der lokalen Tumor- b
ausbreitung "I_ r pTL/2
..._|' pT3/4
o I
L 1 1
L LI 3 - - "
]--r- - = = =
5 0. *
=]
L
i
£
=
E
2 o4 - :
) Median-0S pT1/2 > 0,5 vs. pT3/4 25 Monate, p=0,007
5 x g % 5 &
Uberlebenszeit [Monate)
Abb 6. Gesamtiberleben in L hKknotenstat N
Abhangigkeit vom 1.6 ymphknotenstatus (pN)
Lymphknotenstatus i‘L
1t ~ pNO
] pN1-3
H_l
- ‘-l'i .
1 L Kl 8- a 4--‘
f, 0.8~ -
-]
L.
@
=]
=
E
o= o4=

-]
I

""" Median-0S pNO 89 Monate vs. pN1-3 25 Monate, p=0,007
o " A » a S
Uberlebenszeit (Monate)

Seite | 39



Abb 7. Gesamtuberleben in
Abhéangigkeit von
der Fern-
metastasierung

Abb 8. Gesamtiberleben in
Abhangigkeit vom
Tumorstadium nach
uicC
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Abb 9. Gesamtiiberleben
in Abhangigkeit
vom Grading

Abb 10. Gesamtiberleben
in Abhangigkeit
von der Laurén-
Klassifikation
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Abb 11. Gesamtiiberleben
in Abhangigkeit
vom Resektions-
status

Abb 12. Gesamtiberleben
in Abhangigkeit von
der Tumor-
lokalisation
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4.3 Immunhistochemische Ergebnisse

Ergebnisse

Die immunhistologischen Untersuchungen erfolgten fir 134 Karzinome. Alle Proben waren

auswertbar und wurden fir die statistischen Analysen beriicksichtigt. Die Ergebnisse der c-MET-

sowie HER2-Expression mit Bezug auf die klinisch-pathologischen Daten sind in Tab. 6+7

zusammengefasst.

< 70 Jahre

73 (54,5)

67 (54,9)

6 (50,0)

Mannlich

101 (75,4)

90 (73,8)

11(91,7)

37 (52,1)

36 (57,1)

744 | :
270 Jahre 61(45,5) | 55 (45,1) 6 (50,0) 0 34 (47,9) 27 (42,9) 0,599

51 (71,8)

50 (79,4)

,17 ,312
Weiblich 33 (24,6) 32 (26,2) 1(8,3) 0.170 20 (28,2) 13 (20,6) 0.3

pNO 53 (41,1) 47 (40,2) 6 (50,0)
pN1-3 76 (58,9) 70 (59,8) 6 (50,0)
Mo 111 (83,5) | 101 (83,5) 10 (83,3)
M1 22 (16,5) 20 (16,5) 2(16,7)
Vo 48 (63,2) 41 (62,1) 7 (70,0)
V1 28 (36,8) 25 (37,9) 3(30,0)

Stadium /Il

60 (53,1)

53 (44,5)

Lo 27 (30,7) 23 (29,5) 4 (40,0)
L1
RO 101 (81,5)| 90 (80,4) 11(91,7)
R1/2 23 (18,5) 22 (19,6) 1(8,3)

7 (58,3)

Stadium lII/IV

71 (46,9)

66 (55,5)

5(41,7)

pT1 23 (18,3) 19 (16,7) 4(33,3) 12 (18,3) 11 (18,3)

pT2 16 (12,7) 14 (12,3) 2(16,7) 0,169 5 (7,6) 11 (18,3)
pT3 57 (45,2) 51 (44,7) 6 (50,0) 29 (43,9) 28 (46,7) 0,147

pT4 30 (23,8) 30 (26,3) 0 (0,0) 20 (30,3) 10 (16,7)

pT1/2 39 (66,7) 33 (28,9) 6 (50,0) 17 (25,8) 22 (36,7)
0,133 0,186

pT3/4 87 (35,6) 81 (71,1) 6 (50,0) 49 (74,2) 38 (63,3)

| 22(31,9) 31 (51,7)
,51 ,02
0,510 47 (68,1) 29 (48,3) 0,023
| 56(78,9) 55 (88,7)
0,990 15 (21,1) 7 (11,3) 0,128
| 24(632) 24 (63,2)
’2 H
0.233 14 (36,8) 14 (36,8) 0,585

9 (20,5)

18 (40,9)

61 (69,3) 55 (70,5) 6 (60,0) 0,508 35 (79,5) 26 (59,1) 0,039

52 (78,8)

49 (84,5)

0,338

14 (21,2)

28 (40,6)

0,416

9 (54,5)

32 (51,6)

0,361

41 (59,4)

,206
30 (48,4) 0.20

Tab. 6: Korrelation der klinisch-pathologischen Parameter mit der HER2- bzw. c-MET-Expression
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G1 5 (4,2) 4(3,7) 1(8,3)
G2 46 (38,3) 38 (35,2) 8 (66,7)

G1/2 51(42,5) | 42(38,9) 9 (75)
G3 69 (57,5) 66 (61,1) 3 (25,0)

Proximal

69 (54,3)

62 (53,4)

Intestinal 71 (62,8) 62 (60,8) 9 (81,8)
Diffus 33 (29,2) 32 (31,4) 1(9,1)
Mischtyp 9 (8,0) 8(7,8) 1(9,1)

7 (63,6)

Distal

Negativ

58 (45,7)

122 (91,0)

Positiv

12(9,0)

71 (53,0)

54 (46,6)

4(36,4)

0,016

2(3,2) 3(5,2)
17 (27
(27,0) 29 (50,9) 0,004
19 (30,2) 32 (56,1)
44 (69,8) 25 (43,9)

0,367

25 (43,1) 46 (83,6)
26 (44,8) 7(12,7) < 0,001
7(12,1) 2(3,7)

| 33(479) 36 (62,1)

0,517

67 (54,9)

4 (33,3)

High

63 (47,0)

55 (45,1)

8 (66,7)

36 (52,2)

67 (94,4)

A
22 (37,9) 0,108

55 (87,3)

0,135

4(5,6)

8(12,7)

Tab. 7: Fortsetzung Korrelation der klinisch-pathologischen Parameter mit der HER2- bzw. c-MET-Expression
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Ergebnisse

4.3.1 c-MET-Expression

Entsprechend der unter Punkt 3.3.2.4 erlduterten Methodik zur Auswertung der c-MET-Expression

resultierten 71 Patienten (53%) als c-MET low und 63 Personen (47%) als c-MET high exprimierend.

Abb. 13: Immunhistochemische Farbeintensitat fur c-MET: a) keine Immunreaktion = SI-Score 0,
b) schwache Immunreaktion = SI-Score 1+, ¢) maBige Immunreaktion = SI-Score 2+,

d) starke Immunreaktion = SI-Score 3+ (100- bzw. 400-fache VergroRerung)
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Ergebnisse

4.3.1.1 Korrelation von c-MET mit klinisch-pathologischen Daten

In den Tabellen 6+7 ist der Status der membranésen c-MET-Expression und deren Korrelation mit den
einzelnen klinisch-pathologischen Gruppen detailliert aufgefiihrt. In der deskriptiv univariaten
Analyse sind c-MET high-exprimierende Karzinome signifikant haufiger beim intestinalen Typ nach
Laurén (63,8%; p=0,001) sowie einem maRig bis schlecht differenziertem Tumorgewebe (G2 50,9%,
G3 43,9%; p=0,004) vertreten und mit einer LymphgefaRinfiltration (L1 59,1%; p=0,039) assoziiert.
Tendenziell korreliert c-MET high mit einer proximalen Tumorlokalisation (62,1%; p=0,108) und einer
fortgeschrittenen Tumorausdehnung (pT3/4 63,3%; p=0,186), wohingegen das Nichtvorliegen von
Fermetastasen (MO 88,7%; p=0,128) ebenfalls mit c-MET high in Verbindung zu setzen ist. Entgegen
den Uberwiegenden Literaturangaben zeigen c-MET low-exprimierende Karzinome in unserem
Kollektiv signifikant haufiger Lymphknotenmetastasen (pN1-3 68,1%; p=0,023). Generell liel’ sich kein
Zusammenhang zwischen dem c-MET-Expressionsstatus und der Altersgruppe </= 70 lJahren
(p=0,559), dem Geschlecht der Patienten (p=0,312) sowie dem Tumorstadium (UICC I/l 51,6% vs.
UICC Ill/IV 48,4%; p=0,206) darstellen.

4.3.1.2 Korrelation von c-MET mit klinisch-pathologischen Prognoseparametern

Mithilfe der Kaplan-Meier-Analyse wurde der Zusammenhang zwischen der c-MET-Expression und
dem Gesamtiiberleben untersucht. Hierbei zeigten sich im Vergleich zur univariat-deskriptiven
Analyse gegensatzliche und laut Literaturrecherche eher zu erwartende Ergebnisse. Zunachst
korrelierte eine hohere c-MET-Expression dabei im Median mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben der
Patienten (Median-OS c-MET low 56 Monate, SD: +24,67; 95%KI: 7,65-104,36 vs. Median-OS c-MET
high 32 Monate, SD: +8,08; 95%KIl: 16,16-47,84; p=0,839). In Bezug auf die fortgeschrittene
Tumorausdehnung zeigte sich ein durchschnittlich 5-monatiger Uberlebensnachteil bei hoher c-MET-
Expression (Median-OS pT3/4 + c-MET low 28 Monate, SD: +12,36; 95%KI: 3,77-52,23; Median-0S
pT3/4 + c-MET high 23 Monate, SD: +5,78; 95%KI: 11,67-34,33; p=0,489). Hinsichtlich der Patienten
im Stadium pT1/2 kann, bedingt durch die geringe Anzahl Verstorbener, keine Aussage getroffen
werden. Deskriptiv zeigte sich im Bereich der Lymphknotenmetastasen kein wirklicher Unterschied in
der Differenzierung von c-MET low/high. Bei Betrachtung der Uberlebenszeitkurven und Isolierung
des Lymphknotenmetastasierungsstatus ist jedoch eine statistische Tendenz der pN1- (Median-OS
pN1 + c-MET low 71 Monate, SD: +34,23; 95%KI: 3,92-138,1; Median-OS pN1 + c-MET high 32
Monate, SD: +17,07; 95%KI: 0,0-65,46; p=0,241) sowie eine signifikante Differenz der pN2-Gruppen
(Median-0S pN2 + ¢c-MET low >0,5; Median-0S pN2 + ¢-MET high 23 Monate, SD: +2,03; 95%KI:
19,01-26,99; p=0,005) zum Nachteil der c-MET high-exprimierenden Patienten zu erkennen. In
Hinblick auf pNO (p=0,554) sowie pN3 (p=0,926) zeigten sich statistisch keine Korrelationen zur c-

MET-Expression. Bezlglich der Fernmetastasierung ist vor allem beim MO-Status eine 52-monatige
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Differenzierung im Median zwischen der Uberlebenswahrscheinlichkeit von c¢-MET low/high zu
eruieren (Median-OS MO + c-MET low 82 Monate, SD: +16,94; 95%KI: 49,81-116,20; Median-OS MO +
c-MET high 31 Monate, SD: £8,23; 95%KI: 14,86-47,14; p=0,267). Im Falle des M1-Status zeigte sich
eine inverse, nicht signifikante Tendenz, die allerdings dem nur kleinem Kollektiv (n=21 Patienten)
und dem Verteilungsverhaltnis 2:1 (M1 + c-MET low, n=14, Median-OS 7 Monate, SD: +16,84; 95%KI:
0,00-40,00; M1 + c-MET high, n=7, Median-0OS 36 Monate, SD: +21,98; 95%KI: 0,00-79,08; p=0,244)
geschuldet ist. Vergleichbar zum Einfluss auf das OS bei fehlender Fernmetastasierung wirkt sich c-
MET high ebenfalls zum Nachteil auf das Gesamtiiberleben der RO-klassifizierten Patienten aus
(Median-0S RO + c-MET low 83 Monate, SD: +13,57; 95%KI: 56,40-109,61; Median-OS RO + c-MET
high 62 Monate, SD & 95%KI zensiert; p=0,637). Bezliglich des Tumorstadiums war das c-MET-
Verteilungsmuster nahezu identisch (UICC I/Il 51,6% vs. UICC lIl/IV 48,4%), bei Gegentliberstellung der
Uberlebenszeitanalysen ist jedoch tendenziell im Median ein erneuter ca. 6-monatiger
Uberlebensnachteil der c-MET high-exprimierenden Patienten im UICC Ill/IV-Stadium festzustellen
(Median-0S UICC IlI/IV + c-MET low 28 Monate, SD: +11,52; 95%KI: 5,42-50,58; Median-OS UICC llI/IV
+ c-MET high 22 Monate, SD: +3,41; 95%KI: 15,33-28,67; p=0,434). Im Stadium UICC I/Il war die
Kaplan-Meier-Analyse annahernd idem und statistisch nicht signifikant (p=0,997). Im Zuge der
Analyse des Gradings wurde insbesondere bei maRig differenzierten Tumoren mit hoher c-MET-
Expression ein Uberlebensnachteil berechnet (Median-OS G2 + c-MET low 71 Monate, SD: +11,07;
95%KI: 49,31-92,69; Median-0OS G2 + c-MET high 36 Monate, SD & 95%KI zensiert; p=0,263). Die
signifikant starkere c-MET-Auspragung beim intestinalen Typ nach Laurén (63,8%; p=0,001) spiegelt
sich auch mit einer prognostisch negativen Uberlebenstendenz fiir hochexprimierende c-MET
Tumoren wider (Median-OS Intestinal + ¢c-MET low 71 Monate, SD: +10,88; 95%KIl: 49,68-92,32;
Median-0OS Intestinal + c-MET high 31 Monate, SD: +8,63; 95%KI: 14,09-47,91; p=0,315). Vergleichbar
zur prognostischen Aussagekraft des M1-Status zeigte sich fiir den diffusen Typ des Magenkarzinoms
ebenfalls eine inverse, nicht signifikante Uberlebenstendenz, die wiederholt dem nur kleinem
Kollektiv (n=33 Patienten) und dem anndhernden Verteilungsverhaltnis low 4: high 1 (p=0,157)

geschuldet ist und zu einer Verzerrung des Ergebnisses flihrte.
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Abb 14. Kaplan-Meier-
Analyse (5-JUR)
fur den
c-MET-Status
low vs. high

Abb 15. Kaplan-Meier-
Analyse (5-JUR)
fir den c-MET-
Status in
Korrelation
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Abb 16. Kaplan-Meier- ¢-MET-Expression in Karzinomen
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Abb 18. Kaplan-Meier-Analyse
(5-JUR) fiir den
c-MET-Status in
Korrelation zur Fern-
metastasierung (pMO0)

Abb 19. Kaplan-Meier-Analyse
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Abb 20. Kaplan-Meier-

Analyse (5-JUR) fiir
den c-MET-Status in
Korrelation zu
Karzinomen mit
maRiger
Differenzierung (G2)

Abb 21. Kaplan-Meier-

Analyse (5-JUR) fiir
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Korrelation
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Abb 22. Kaplan-Meier-
Analyse (5-JUR) fiir
den c-MET-Status
in Korrelation
zu RO-resezierten
Karzinomen
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Ergebnisse

4.3.2 HER2-Expression

Entsprechend der unter Punkt 3.3.2.5 erlduterten Methodik zur Auswertung der HER2-Expression

resultierten 122 Patienten (91%) als HER2 negativ- und 12 Personen (9%) als HER2 positiv.

Abb. 23: Immunhistochemische Farbeintensitat flir HER2: a) keine Immunreaktion = IHC-Score 0,
b) sehr schwache Immunreaktion = IHC-Score 1+, c) maRige Immunrekation = IHC-Score 2+,

d) starke Immunreaktion = IHC-Score 3+ (100- bzw. 400-fache VergroRerung)
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Hiervon waren wiederum 2 von initial 9 bewerteten IHC 2+ Patienten SISH-positiv und folglich dann

als HER2 positiv klassifiziert.

Abb. 24: Silber-in-situ-Hybridisierung (SISH) von HER2 IHC2+: a) HER2/CEN-17-Verhiltnis <2 = SISH-negativ,

b) HER2/CEN-17-Verhaltnis 22 = SISH-positiv (200- bzw. 600-fache VergroRerung)

4.3.2.1 Korrelation von HER2 mit klinisch-pathologischen Daten

In den Tabellen 6+7 sind der HER2-Status und dessen Korrelation mit den einzelnen klinisch-
pathologischen Gruppen detailliert aufgeflihrt. Grundsatzlich ist bei unserem Kollektiv in der
deskriptiv univariaten Analyse bis auf das statistisch signifikante Korrelat zwischen HER2-positiv und
dem gut bis maRig differenziertem Tumorgewebe (G1/2 75%, p=0,016) keine weitere Signifikanz im
Zusammenhang mit den ausgewiesenen klinisch-pathologischen Parametern feststellbar. Tendenziell
korreliert die HER2-Uberexpression mit dem maénnlichen Geschlecht (& 91,7%; p=0,170), einer
fehlenden Fernmetastasierung (MO 83,3%; p=0,990), dem Fehlen einer Veneninfiltration (VO 70%,
p=0,233), dem Nichtvorhandensein eines Residualtumors (RO 91,7%; p=0,338), dem intestinalen Typ

nach Laurén (81,8%; p=0,367) und einer proximalen Tumorlokalisation (63,6%; p=0,517). Generell
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lieB sich kein Zusammenhang zwischen dem positiven HER2-Status und der Altersgruppe </= 70
Jahren (p=0,744), der lokalen Tumorausdehnung (pT1/2 50,0% vs. pT3/4 50,0%; p=0,133), der
Lymphknotenmetastasierung (pNO 50,0% vs. pN1-3 50,0%; p=0,510), der LymphgefaRinfiltration
(LO 60% vs. L1 40%; p=0,508) oder dem Tumorstadium (UICC I/11 58,3% vs. UICC III/IV 41,7%; p=0,361)

darstellen.

4.3.2.2 Korrelation von HER2 mit klinisch-pathologischen Prognoseparametern

Aufgrund des inkongruenten HER2-Kollektivs (122 positiv vs. 12 negativ) war eine
Uberlebenszeitanalyse der HER2-Einflussnahme auf die klinisch-pathologischen Parameter als
prognostisches Mittel nicht mdglich. In der isolierten Betrachtung der HER2-Expression am
Gesamtkollektiv wurde vergleichbar mit der unter 1.2.4.1 aufgefiihrten Darstellung keine Assoziation
zur prognostischen Beeinflussung des Gesamtiiberlebens bzw. ein marginaler Uberlebensvorteil der
HER2-positiven Patienten aufgezeigt. Kritisch zu ergdnzen ist jedoch, dass bei unserem HER2-
exprimierenden Kollektiv (n=12) im Zuge des Follow-ups bisher nur 5 Patienten verstorben sind,
daraus eine Verzerrung des Kaplan-Meier-Kurvenverlaufs resultiert und die Darstellung nur

eingeschrankt beurteilbar ist (s. Abb. 25, S. 56).

4.4 Korrelation zwischen der HER2- und c-MET-Expression

Vergleicht man die jeweilige Expression der untersuchten Tumormarker, waren vom 134 Personen
umfassenden Gesamtkollektiv 8 Karzinome (5,97%) fiir beide Marker positiv, d.h. dass 66,7% der
HER2-positiven Patienten ebenfalls ¢c-MET high exprimiert haben. Hierbei konnte jedoch keine
Signifikanz ausgewiesen werden (p=0,135). In Hinblick auf die Uberlebenszeit ist wiederholt aufgrund
der erheblichen Kollektivdiskrepanz bei einerseits kleinem Kollektiv der HER2/c-MET positiven 8
Personen und andererseits derer im untersuchten Zeitraum bisherigen nur 3 verstorbenen Patienten

statistisch-prognostisch keine fundierte Aussage zu treffen (s. Abb. 26, S. 56).
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Abb. 25:Kaplan-Meier-
Analyse (5-JUR) fiir
den HER2-Status
negativ vs. positiv

Abb. 26:Kaplan-Meier-
Analyse (5-JUR) fiir
HER2 neg. + c-MET
low vs. HER2 pos. +
c-MET high
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4.5 Multivariate Analyse

Die Ergebnisse der multivariaten Analyse zur prognostischen Aussagekraft der in dieser Arbeit
untersuchten klinisch-pathologischen Parameter beim Magenkarzinom sind in der Tab. 8 dargestellt.
Hierbei wurde demonstriert, dass in unserer Studie die Lymphknotenmetastasierung (NO vs. N1-3) als
starkster, sowie die R-Klassifikation (RO vs. R1/2) als zweitstarkste und beide als zugleich einzige
unabhangige prognostische Faktoren gewertet werden kénnen. Der c-MET- und HER2-Status

erwiesen sich nicht als unabhangige prognostische Faktoren.

Alter (<70 vs. 270) 1,800 0,84 — 3,86 0,131
Geschlecht (£ vs. Q) 1,330 0,54 — 3,26 0,534
Tumorausdehnung (T1/2 vs. T3/4) 1,397 0,41 -4,81 0,596
Lymphknotenmetastasen (NO vs. N1-N3) 3,302 1,32 - 8,29 0,011
Fernmetastasen (MO vs. M1) 1,463 0,51 -4,20 0,480
R-Klassifikation (RO vs. R1/2) 2,574 1,14 - 5,80 0,022
Tumorstadium (UICC I/ll vs. UICC llI/IV) 1,303 0,26 — 6,66 0,751
Grading (G1/2 vs. G3) 1,588 0,74 - 3,39 0,232
Laurén-Klassifikation (intestinal vs. diffus) 1,218 0,41 - 3,60 0,721
Tumorlokalisation (proximal vs. distal) 0,708 0,32 -1,55 0,386
HER2 (negativ vs. positiv) 1,067 0,34 - 3,37 0,912

c-MET (low vs. high) 1,307 0,56 — 3,06 0,537

Tab. 8: Cox-Regressionsmodel als multivariate Analyse (Likelihood Quotient) zur prognostischen Aussagekraft
der klinisch-pathologischen Parameter beim Magenkarzinom
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5. Diskussion

Patientenkollektiv und Prognose

Das mittlere Erkrankungsalter in unserem Kollektiv zum Zeitpunkt der Diagnosestellung eines
Magenkarzinoms lag bei 66,2 Jahren & bzw. 63,6 Jahren Q. In den aktuellen Daten des Robert Koch-
Institutes werden hingegen 72 Jahre beim mannlichen und 75 Jahre beim weiblichen Geschlecht
ausgewiesen.”” Als Griinde fiir diesen Altersunterschied kdnnen einerseits die Tatsache erachtet
werden, dass vordergriindig Patienten in unserem Kollektiv gefiihrt sind, die einer operativen
Therapie noch unterzogen werden konnten. Fiir gewdhnlich werden zwei Drittel aller Erkrankungen in
einem fortgeschrittenen Tumorstadium (T3-T4) bei o.g. mittleren Erkrankungsalter entdeckt,
demnach eine Operation nicht immer das Mittel der 1. Wahl darstellt.*> Zum Anderen stellt das
Universitatsklinikum  Magdeburg als  Teilnehmer der  prospektiven  multizentrischen
Beobachtungsstudie QCGC07/09 (Deutsche Magenkarzinomstudie 1) ein Zentrum fir
Magenkarzinomtherapie und —chirurgie dar, so dass ggf. eher jlingere, alio loco diagnostizierte und
entsprechend an uns zugewiesene als auch aus den internen Vorsorgeuntersuchungen
herausgefilterte Patienten einer Behandlung zugefiihrt werden konnten. Zum bestatigenden Vergleich
zeigt die Studie der Universitat Kiel bei einer KollektivgroBe von 554 Patienten aus den Jahren 1997

bis 2009 ebenfalls ein mittleres Erkrankungsalter von 68 Jahren.”®*

Bei Betrachtung unseres
ermittelten Geschlechterverhiltnisses von anndhernd 3:1 (3:9) liegen wir Giber dem bundesweiten
Durchschnitt. Laut der Gesellschaft des epidemiologischen Krebsregisters in Deutschland e.V. (GEKID)
liegen 2013 die Neuerkrankungsraten bei 16,2/100.000 Manner und 8,1/100.000 Frauen und
demzufolge bei 2:1 (3:9)."* Diese Differenz ist zum Teil auf unser Screening im Vorfeld der
eigentlichen immunhistochemischen Untersuchung zuriickzufiihren, dem mehr Frauen als Manner
zum ,,Opfer” fielen. Seit Jahrzehnten ist in den Industrienationen wie auch in Deutschland ein stetiger
Riickgang der Erkrankungs- und Sterberaten am Magenkarzinom zu beobachten.'” Dieser Trend setzt
sich auch nach der Jahrtausendwende in allen Altersbereichen fort, so dass die relative 5-Jahres-
Uberlebensrate fir 2012 deutschlandweit von der GEKID bei 33,7% eingestuft wird.”>*
Geschlechterunabhidngig betrug diese in unserem Kollektiv 46,3%. Ursachlich hierfir sind die
Akquirierung unserer Patienten bis einschlieSlich 2012 und demzufolge das inkomplette Erreichen der
5-JUR-Schwelle (n=20), die Durchfilhrung der operativen Therapie am Universititsklinikum
Magdeburg als ein onko-chirurgisch erfahrenes Zentrum und die Nichtbericksichtigung inoperabler
bzw. palliativ geflihrter Patienten im Kollektiv. Wohingegen von Isobe et al. innerhalb der 2008 neu
ins Leben gerufenen Japanese Gastric Cancer Association (JGCA) sogar eine 5-JUR von 69,1% bei

21 Dieses Uberdurchschnittlich gute OS ist

12004 eingeschlossenen Patienten erreicht wurde.
weltweit nicht reproduzierbar und auf das ausgesprochen gut etablierte und insbesondere

landesweite Screening von u.a. bereits Magenfriihkarzinomen in Japan zurlickzufiihren.
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Klinisch-pathologische Parameter

Die in Tab. 3+4 aufgefiihrten klinisch-pathologische Faktoren stehen in engem Zusammenhang mit
der Prognose des Magenkarzinoms. Beispielhaft sei zundchst das pT-Stadium in unserem Kollektiv
genannt, welches anndhernd den Daten vom RKI im Zeitraum von 2011 bis 2012 entspricht (pT1/2
31% & pT3/4 69% vs. pT1/2 32-34% & pT3/4 66-68%)." Eine fortgeschrittene Tumorinvasion ist mit
einer signifikanten Verkiirzung des OS vergesellschaftet und zeigte sich reprasentativ auch in unserem

Kollektiv.>®°

Hierbei lag die mittlere 1-, 3-, und 5-Jahres-Gesamtiberlebensrate bei Vorliegen des
fusionierten pT1/2-Stadiums noch bei 78,9%, 70,7% und 67,2% und sank entsprechend bei einem
Karzinom im pT3/4-Stadium auf 69,5%, 40,8% bzw. 36,7% (p=0,007) ab. Zur Vervollstandigung des
TNM-Status und ebenfalls von nachgewiesener Signifikanz einer prognostisch negativen Bedeutung
sind die AusmaBe des Lymphknotenbefalls und das Vorliegen von Fernmetastasen zu

erwihnen .113,114,290,292 Bei

negativem  Lymphknotenstatus liegt die 1-, 3-, und 5-Jahres-
Gesamtiberlebensrate bei 78,7%, 66,8%, und 64,5% und reduziert sich bei fusioniertem
Lymphknotenmetastasennachweis auf 69,1%, 41,4 wund 33,7% (p=0,007). Ohne eine
Fernmetastasierung sind die 1-, 3-, und 5-Jahres-Gesamtiiberlebensrate bei 76,7%, 55,5% und 50,9%
taxiert und sinken bei Vorliegen einer Fernmetastasierung auf 57,1%, 27,2% und 18,1% (p=0,026) ab.
Darliber hinaus konnten wir die in vorangegangenen Studien bereits aufgezeigte prognostische
Bedeutung der Lymphgefdl- (p=0,009) und Veneninfiltration (p=0,034) sowie der R-Klassifikation
(p<0,001) bestitigen, die kollektiv signifikant mit einem schlechteren OS korrelieren.'t>142917294
Weiterfihrend zeigten der diffuse Typ nach Laurén (p=0,215) und eine proximale Tumorlokalisation
(p=0,094) eine negativ prognostische Tendenz beziiglich des Uberlebens, welches durch die
Ergebnisse von Warneke et al. als auch Isobe et al. bestdtigt bzw. darliber hinaus als signifikant

eingestuft wurden.?%*!

Vermutlich konnte aufgrund des numerisch deutlich kleineren Kollektivs im
Vergleich mit o.g. Studiendesigns diese Signifikanz in unserem Falle nicht reproduziert werden. In
Hinblick auf den Tumordifferenzierungsgrad und dem UICC-Stadium wurden hingegen in unserer
Kohorte ebenfalls ein signifikant verkiirztes Uberleben fiir schlecht-differenzierte Tumore (G3,
p=0,032) sowie ein fortgeschrittenes Tumorstadium (UICC III/IV, p=0,007) ermittelt.”*** In der
multivariaten Analyse konnten wir demonstrieren, dass die Lymphknotenmetastasierung (p=0,011)
als starkster sowie die R-Klassifikation (p=0,022) als zweitstarkste und somit als einzige unabhangige
prognostische Faktoren gelten. Beispielhaft wurden durch die Arbeitsgruppen von Setdla et al. mit
321 finnischen Patienten von 1996 bzw. von Nakajima et al. 128 Patienten von 1999 ebenso der
Lymphknotenstatus (p<0,001) sowie von Siewert et al. mit 1654 Patienten von 1989 der
Lymphknoten- (p<0,0001) als auch R-Status (p<0,0001) als unabhdngige negative prognostische

Faktoren beim Magenkarzinom eingeordnet. 3929
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Methoden

Zur Validierung der Farbereaktion wurden bei jedem immunhistochemischen Farbegang, wie von den
Herstellern der jeweiligen Kaninchen-Antikérper Santa Cruz Biotechnology (c-MET) bzw. Epitomics®
(HER2) empfohlen, positive als auch negative Gewebekontrollen mitgefiihrt und vor der
Interpretation des Patientengewebes beurteilt. Dabei wurden einerseits auf eine ordnungsgemalfd
hell- bis dunkelblaue Zellkernverfarbung nach Hamatoxylin-Gegenfarbung geachtet, sowie
andererseits eine fehlende spezifische Farbung der Positivkontrolle bzw. eine positive Farbung der
negativen Gewebekontrolle als unglltig gewertet und der Vorgang entsprechend wiederholt. Bei der
Silber-in-situ-Hybridisierung (SISH) von der Firma Ventana wurde u.a. insbesondere auf klare,
bezlglich der Intensitat ausgewogene Signale geachtet. Im Sinne der Qualitdtskontrolle dienten im
untersuchten Gewebeschnitt vorliegende Lymphozyten als interne Positivkontrolle der Effizienz der
Vorbehandlung, der Hybridisierung sowie des Farbedurchgangs, indem ohne 1-2 rote (CEN-17 PNA
Sonde) bzw. 1-2 schwarze Signale (HER2-DNA-Sonde) auf ein Assay-Versagen hingewiesen und als
ungiiltig eingestuft wurde. Darliber hinaus musste die Morphologie der Zellkerne intakt sein. Durch
die unter 3.3.2 erlduterten Schritte wurde versucht eine moglichst genaue und objektive Bewertung
der immunhistochemischen Farbereaktion von HER2 und c-MET zu erreichen. Dabei sollte der
Zeitpunkt der lichtmikroskopischen Auswertung auf Anraten der Firma Ventana bei einer 15-25°C
stabilen Antigenfixierung der Patientenproben innerhalb von 4-6 Monaten nach Anfertigen der
Schnitte erfolgen. In unserem Fall geschah die durchgehende Analyse nach einem Monat, um die
individuell-subjektive Interpretationsschwankung bezliglich der Farbeintensitdt und prozentualen
Verteilung so gering wie moglich zu halten. Kritisch zu erwahnen ist, dass die lichtmikroskopische
Auswertung im Gegensatz zu vergleichbaren Studien mit zumeist zwei voneinander unabhangigen,
erfahrenen Pathologen plus gegebenenfalls der Rolle eines weiteren, neutralen Beobachters bei
Ungleichheiten bzw. differenten Meinungen, von mir als Doktoranden durchgefiihrt wurde.'®”28>2%
Ricksprachen bei grenzwertigen Ergebnissen sind mit einer Pathologin (Prof. Dr. D. Jechorek) des
hiesigen Instituts erfolgt. Jedoch ist im Vergleich zu weiteren Forschungsgruppen mit einer
mindestens doppelt pathologisch-facharztlichen Kontrolle der Gewebeschnitte, in unseren
Betrachtungen eine mdogliche qualitative Diskrepanz und individuelle Interpretationsfehlerquelle bei
Zusammenschau der Ergebnisse zu berlicksichtigen.

In Hinsicht auf das c-MET-Auswertungsschema verhalt es sich gegensatzlich zu HER2, fiir das bereits
ein Flussdiagramm entsprechend des 2010 modifizierten HER2 Immuno-Scorings nach Rischoff et al.

beim Magenkarzinom etabliert wurde.?%*%

Fir den c-MET-Rezeptor herrscht eine erhebliche
Diversitat bezlglich der Verifizierung der Expressionsstarke, da einige Studien nicht zwischen

membranodser und zytoplasmatischer Expression unterscheiden bzw. nur den prozentualer Anteil der
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187,285,295 paraufhin kamen wir zu der

Farbungsreaktion und/oder die Farbeintensitdt berticksichtigen.
Entscheidung, c-MET angelehnt an dem im Journal of Surgical Oncology 2012 publizierten Schema
von Li et al. auszuwerten, da eine Beriicksichtigung von Farbeintensitdt und prozentuale
Tumorzellbeteiligung in einem entsprechenden Immunreaktiven Score miindend erfolgte, wie bereits
von Remmele et al. 1986 bei Untersuchungen des Mamma-Karzinoms erstmalig beschrieben.?>*¥’
Bei Anwendung dieses Procederes ist mit groRerer Wahrscheinlichkeit ein reprasentativeres Ergebnis
zu erwarten, da vergleichbar zur HER2-Diagnostik mehrere Faktoren involviert und etwaige
Fehlinterpretationen von nur isolierter Farbungsstarke bzw. Tumoranteile relativiert bzw. durch den
IRS korrigiert werden. Aullerdem ist unserer Meinung nach der Fokus auf eine membrandse
Farbungsreaktion zu legen, da wie in der Einleitung bereits angemerkt, c-MET als
Rezeptortyrosinkinase nach aktuellem Kenntnisstand vorrangig membranstandig ist und demzufolge
eine hohere Aussagekraft im Bereich der Membran im Kontrast zum Zytoplasma mit darin eher zu

174,175

vermutenden Aktivitdt durch den c-MET-spezifischen Liganden HGF zu erwarten ist. Aufgrund
der bis 2014 noch vorhandenen Hoffnung eines Rilotumumab-Therapieerfolgs bei c-MET-
exprimierenden Patienten, sollten sich nach Ansicht und Wunsch um die Arbeitsgruppe von Kelly et
al. ebenfalls einheitliche Kriterien zur Entwicklung eines dann weltweiten c-MET-Scores

298

organisieren.””® Dabei wurde als c-MET positiv eine Farbeintensitdt 21+ und einer prozentualem

Tumoranteil >50% definiert.>*®

Die Hoffnung besteht weiterhin, dass trotz des Scheiterns von
Rilotumumab die Etablierung eines einheitlichen immunhistochemischen c-MET-Scores mit ggf.
c-MET-Genamplifikation folgt, um eine Minimierung der bisher vertretenen Varianz und dann
besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse fiir weiterflihrende klinische Studien und den potenziellen

Einsatz von Rezeptortyrosinkinasen zu erzielen.

HER2-Expression und klinisch-pathologische Korrelationen bzw. Prognose

Der HER2-Antikoérper Trastuzumab in Kombination mit Capecitabine plus Cisplatin oder Fluorouracil
plus Cisplatin hat sich bereits seit Veroffentlichung der ToGA-Studie 2010 durch das erwiesene
signifikant verlangerte OS als neue standardisierte Option beim fortgeschrittenen Magen- bzw.

M9 |n unserem

gastrodsophagealen Karzinom bei vorhandener HER2-Uberexpression etabliert.
Kollektiv resultierten 122 Patienten (91%) als HER2-negativ und 12 Personen (9%) als HER2-positiv.
Das entspricht dem ungefdhren Intervall, welches seit 2010 mit der Etablierung des modifizierten
HER2-Immuno-Scorings nach Riischoff et al. im Durschnitt vorzufinden ist.”*® Dazu zahlen beispielhaft
die Ergebnisse von Warneke et al. (8,1%), Kim et al. (8,3%), Loberg et al. (11%), Mrklic et al. (13,6%),

224,229,244,299-301

Ananiev et al. (14%) und Liu et al. (14,9%), um nur einige zu nennen. Jedoch bestehen

bezlglich der HER2-Expression trotz allem erhebliche Schwankungen und variieren je nach
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Literaturangaben. Angaben von 8-91% zeigen eine grolle Diskrepanz auf, welche auf die intratumorale
Heterogenitdt der HER2-Genamplifikation zurlickzufiihren sein kann, woflir wiederum die

d 7811013822222 G ndsitzlich war bei

chromosomale Instabilitdt als Hauptursache vermutet wir
unserem Kollektiv in der deskriptiv univariaten Analyse bis auf das statistisch signifikante Korrelat
zwischen HER2-positiv und dem gut bis maRig differenziertem Tumorgewebe (G1/2 75% vs. G3 25%,
p=0,016), keine weitere Signifikanz im Zusammenhang mit den ausgewiesenen Kklinisch-
pathologischen Parametern feststellbar, was in vergleichbaren Studiendesigns von beispielhaft
Ananiev et al., Marx et al. sowie Nakajima et al. in den 90er Jahren bis heute ebenfalls beschrieben

WUrde.195'224'302 7u

dhnlichen  Ergebnissen bezlglich des Gradings kam auch die
Forschungsgemeinschaft um Lee et al. (G1/2 68,8% vs. G3 31,2%).>® Der Grund fiir die anndhernd
selektive HER2-Uberexpression bei gut bis maRig differenzierten Karzinomen liegt aktuell weiter im
Verborgenen, wird aber im Zusammenhang mit der HER2-praferierten Expression beim
Magenkarzinom vom intestinalen Typ nach Laurén (intestinal 81,8% vs. diffus 9,1%) sowie im Bereich
des gastrodsophagealen Ubergangs (63,6%) gesehen.?** Tendenziell entspricht dies dem Konsens der
aktuellen Forschungen, vor allem die Daten von Lee et al. in Bezug auf den intestinalen vs. diffusen
Typen (79,3% vs. 20,7%) unterstreichen dies.?>?**23>3%3% pje  Bedeutung von HER2 als
prognostischer Marker beim Magenkarzinom wird, wie in der Einleitung bereits angemerkt,
kontrovers diskutiert. Meinungen tber HER2 als ein starker negativer prognostischer Faktor bis hin zu

224,233,236-240 | nshesondere

keiner moglichen Assoziation zur Prognose sind in der Fachwelt verteten.
die Arbeitsgruppen von Yu et al. mit einer Patientenstarke von 1143, Lee et al. mit einer dhnlich
grollen Kohorte von 841 Patienten sowie Marx et al. mit 166 eingeschlossenen Magenkarzinomen
konnten jeweils keine statistischen Zusammenhang zwischen HER2 und der Prognose beim

3027304 15 unserem Fall wurde diesbeziiglich ebenso keine Assoziation bzw. ein

Magenkarzinom finden.
marginaler Uberlebensvorteil der HER2-exprimierenden Patienten aufgezeigt (Median-OS HER2 neg.
38 Monate, SD: £14,11; 95%KI: 10,35-65,65; Median-OS HER2 pos. >0,5; p=0,305). Kritisch zu
erganzen ist, dass bei unserem HER2-exprimierenden Kollektiv im Zuge des moglicherweise zu kurzen
Follow-ups bisher nur 5 Patienten verstorben sind, daraus eine Verzerrung des Kaplan-Meier-
Kurvenverlaufs resultiert, die Darstellung nur eingeschrankt beurteilbar wird und allgemein eine
Beeinflussung der statistischen Starke bei einer tberschaubaren Kollektivstarke (n=12) zu erwarten
ist. Darliber hinaus ist zu vermuten, dass eine konsekutive Einleitung der adjuvanten Chemotherapie
mit Trastuzumab in der onkologischen Nachsorge vereinzelt bei bereits erfolgtem HER2-Nachweis und
pM1-Status im Rahmen der klinischen Diagnostik am pathologischen Institut seit 2010 durchgefiihrt

wurde. Leider lagen uns hierzu die entsprechenden Daten nicht vor, so dass der o.g.

Uberlebensvorteil der HER2-positiven Patienten darauf entsprechend ebenso begriindet sein kann.
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Eine eigenstdndige prognostische Bedeutung von HER2 beim Magenkarzinom ist also bislang
weiterhin nicht gesichert. Warum ein Patient mit metastasiertem Magenkarzinom von der Therapie

mit Trastuzumab profitiert, bleibt weiterhin zu klaren.%**°

c-MET-Expression und klinisch-pathologische Korrelationen bzw. Prognose

Die genaue Wirkweise von c-MET mit seinem spezifischen Liganden HGF ist als solches noch nicht
vollends verstanden, doch ist beispielsweise bereits ein Zusammenhang fiir Nierenzell-, Pankreas-,
Lungen-, Mamma-, Schilddriisen- und kolorektale Karzinome sowie bei Leukdmien, Lymphomen und
dem malignen Melanom nachgewiesen worden.’®*8 Seit 1988 wird c-MET durch Giordano et al.

18 Nach unseren

ebenso an der Mitwirkung der Magenkarzinomentstehung in Verbindung gebracht.
Untersuchungen resultierten 71 Patienten (53%) als c-MET low- und 63 Personen (47%) als c-MET
high-exprimierend. Diese Ergebnisse werden der Varianz von Angaben zur Inzidenzrate der c-MET-
Uberexpression von 26-82% (Median 59%) gerecht.’® Es bleibt aber zu betonen, dass in der zum
Beispiel 2013 durchgefiihrten Metaanalyse von Yu et al. unter den 9 eingeschlossenen Studien, die
eine c-MET-Expression ebenfalls wie in unserer Arbeit immunhistochemisch evaluiert haben, allein 5

187

differente Auswertmethoden Anwendungen fanden.™" Somit werden jegliche Interpretationen der

Ergebnisse nur eingeschrankt beurteilbar bleiben und zukinftig ggf. durch die von Kelly et al.

28 1m Gegensatz zur

anvisierte Etablierung einheitlicher Score-Kriterien verbessert werden kénnen.
nicht eindeutig prognostischen Aussagekraft von HER2, wird c-MET als negativer prognostischer
Marker betrachtet und mit verstarkter Lymphknotenmetastasierung sowie Tumorinvasionstiefe und

190197 Betrachtet man unsere deskriptiv univariaten

verringertem OS in Verbindung gebracht.
Ergebnisse ist die c-MET-Uberexpression mit einer fortgeschrittenen Tumorinvasion (pT3/4 63,3%)
und LymphgefaRinfiltration (L1 59,1 %) sowie geringerem Differenzierungsgrad (G2/3 94,8%) und
dem intestinalen Typ nach Laurén (83,6%) assoziiert. Insbesondere die Gberdurchschnittliche Affinitat
zum intestinalen Typ lasst die Frage offen, ob pratherapeutisch eine weitere Subgruppen-
Selektionierung erforderlich gewesen waére, so dass die frustranen Resultate der Studien mit c-MET-
gerichteten TKI-Hemmern hatten vermieden werden konnen. Eine Veneninfiltration sowie
Fernmetastasierung war bei c-MET high ebenso eher unwahrscheinlich, aber statistisch nicht
signifikant (VO 63,2% vs. V1 36,8%, p=0,585; MO 88,7% vs. M1 11,3%, p=0,128). Diese Tendenzen
wurden ebenso von den Forschungsgruppen um Ma et al. (pT3/4 74,3%; G2/3 88,4%), Kurokowa et
al. (pT3/4 86,8%; G3 78,9%), Noguchi et al. (VO 80%), Lee et al. (MO0 91,4%,; intestinaler Typ 63,5%), Li
et. al (pT3/4 78,7%; MO 79,8%) und Nakajima et al. (pT2/3/4 54,6%; L1 51,4%) beschrieben.’*
196,285,305

Zwar wird die c-MET-Expression aufgrund der Uberwiegend publizierten negativ

prognostischen Tendenz mit dem diffusen Typ nach Laurén assoziiert, der bekanntermaBen eine
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hohere Tumoraggressivitat ausstrahlt, doch spiegelt sich bei genauerer Betrachtung mittels
Uberlebenszeitanalysen diese Tatsache auch beim intestinalen Typ mit einem Uberlebensnachteil fiir
hochexprimierende c-MET Tumoren wider (c-MET low 71 Monate vs. c-MET high 31 Monate;
p=0,315).%>*% Bezogen auf den Lymphknotenstatus konnten wir eine Verstarkung dessen nicht in
unseren Resultaten reproduzieren, sondern wurde fir c-MET high anndhernd ein Gleichgewicht
erreicht (pNO 51,7% vs. pN1-3 48,3%). Im Vergleich hierzu haben Lee et al. 2012 ebenso fast
identische Zahlen aufgezeigt (pNO 51,9% vs. pN1-3 48,1%).”*® Bei Betrachtung der
Uberlebenszeitkurven und Isolierung des Lymphknotenmetastasierungsstatus ist jedoch eine
statistische Tendenz der pN1- (c-MET low 71 Monate vs. c-MET high 32 Monate; p=0,241) sowie ein
signifikanter Unterschied der pN2-Gruppen (c-MET low >0,5 vs. c-MET high 23 Monate; p=0,005) zum
Nachteil der c-MET high-exprimierenden Patienten zu erkennen. Trotz deskriptiv nicht verstarkter
Lymphknotenmetastasierung ist somit mithilfe der Kaplan-Meier-Analyse ein Uberlebensnachteil der
Patienten mit c-MET-Uberexpression und Lymphknotenmetastasierung nachvollziehbar. Auch
hinsichtlich der c-MET high-Patienten ohne Fernmetastasierung ist eine erheblich schlechtere
Prognose bei 52-monatiger Differenz im medianen OS im Vergleich zum c-MET low-Status darstellbar
(c-MET low 82 Monate vs. c-MET high 31 Monate; p=0,267). Gleiches gilt bei Gegeniberstellung der
Uberlebenszeitanalysen des fortgeschrittenen Tumorstadiums (UICC 11I/1V) mit einem tendenziell 6-
monatigen Uberlebensnachteil der c-MET high-exprimierenden Patienten (c-MET low 28 Monate vs.
c-MET high 22 Monate; p=0,434). Widmen wir uns isoliert der c-MET-Expression, korrelierte dabei
eine Uberexpression mit einem kiirzen Gesamtiiberleben der Patienten (c-MET low 56 Monate vs.
c-MET high 32 Monate; p=0,839) und bestétigt hiermit die o.g. Ausflihrung einer Assoziation zum

190-197

verringerten OS. In der multivariaten Analyse stellt die c-MET-Expression in unseren

Ergebnissen wie auch beispielhaft bei Moénig et al. bzw. Lee et al. jedoch keinen unabhangigen

2939 piese Resultate implizieren, dass c-MET als Rezeptortyrosinkinase zwar tiber

Prognosefaktor dar.
die PI3K/Akt- und MAPK-Signalwege die Progression des Magenkarzinoms unterhilt, jedoch als
unabhangiger Faktor zur Einschatzung der Prognose von Tumorpatienten nicht geeignet ist. Hinzu
kommt, dass c-MET aufgrund des Abbruchs der Phase-IlI-RILOMET-1-Studie im November 2014,
bedingt durch zunehmende Sterbezahlen im experimentellen Arm (Rilotumumab+ECX) im Vergleich
zur alleinigen Chemotherapie (ECX), als mogliches therapeutisches Ziel im Bereich des Magen-

198139 Ein weitere Riickschlag war zu verzeichnen, indem auch

karzinoms ins Hintertreffen geraten ist.
positive Phase 1I-Studien wie z.B. im Falle von Tivantinib keine Ubersetzung in Phase Il fanden und
somit gegenwartig der c-MET-gerichtete Therapieversuch als gescheitert angesehen werden muss.>®
Gegensatzlich verhilt es sich beispielsweise mit dem nichtkleinzelligen Lungenkarzinom, bei dem sich

die c-MET-Inhibitoren-Therapie bereits im fortgeschrittenen Tumorstadium als Option etabliert hat.*®
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Diskussion

Korrelation c-MET vs. HER2

Ein positiver Nachweis beider Expressionsmuster war in 8 von 134 Fallen (5,97%; p=0,135) gegeben.
Deskriptiv ist das mit den Resultaten von Kurokawa, Y. et al. bei insgesamt 6 HER2/c-MET-positiven
aus 153 Patienten (3,9%), Fuse et al. (15 positiv/293 Pat.; 5%) bzw. Nakajima et al. (10 positiv/128
Pat.; 7,8%) vergleichbar, wohingegen Liu et al. immunhistochemisch nur 3 Uberlappungen bei einer

195301305 paj detaillierter Analyse

KollektivgroBe von 172 chinesischen Patienten (1,7%) publizierte.
entsprechender Gen-Amplifikationsraten zwischen ¢-MET und HER2 wies die Arbeitsgruppe um
Loberg et al. sogar nur eine einzige Co-Expression von 305 Proben nach.?*® Solche Diskrepanzen sind
auf mogliche Subpopulationen innerhalb der einzelnen Magenkarzinomstadien zurtickzufiihren und

299 Somit ist

dementsprechend Uber ausgedehnte Genamplifikationsanalysen genauer zu verifizieren.
insgesamt keine Korrelation zwischen HER2 und c-MET von uns und o.g. Kollegen beschrieben.*
Trotzdem konnten Ha et al. (p=0.006) sowie Nakajima et al. (p=0,0021) flr Gruppen mit simultanen

195,309

Auftreten von ¢-MET und HER2 ein signifikant schlechteres Uberleben nachweisen. Im

Gegensatz hierzu wurde in unserem Kollektiv eher ein vergleichbares OS erzielt.
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6. Zusammenfassung

Das Magenkarzinom stellt weltweit die 4. haufigste maligne Erkrankung dar und geht nach wie vor
bei einer relativen 5-Jahres-Uberlebensrate von 28-39% mit einer schlechten Prognose einher.>****
Zur weiteren Aufklarung dessen beschaftigt sich ein Teil der aktuellen Forschung mit der Frage,
inwiefern Rezeptortyrosinkinasen als unabhangige prognostische Faktoren und ggf. therapeutische
Ansatzpunkte dienen kénnten. Das Ziel unserer Studie war dementsprechend zu eruieren, ob eine
Uberexpression von ¢-MET bzw. HER2 eine Auswirkung auf die klinisch-pathologischen Parameter
bzw. die Prognose des Magenkarzinoms zeigen und ob eine direkte Korrelation untereinander
besteht. Hierflir wurden 134 Magenresektate zwischen 2007-2012 retrospektiv auf die c-MET- und
HER2-Expression mithilfe des immunhistochemischen Verfahrens (IHC) Gberprift. Der HER2-Status
IHC2+ wurde zusatzlich durch die Silber-in-situ-Hybridisierung (SISH) verifiziert. Die statistische
Datenanalyse erfolgte auf Grundlage der im Rahmen der prospektiven multizentrischen
Beobachtungsstudie = QCGC‘07/09  aquirierten Parameter. Der humane epidermale
Wachstumsfaktorrezeptor HER2 wurde vermehrt beim Adenokarzinom vom intestinalen Typ, einer
proximalen Lokalisation sowie bei gut bis maRig differenzierten Tumoren nachgewiesen. Eine
signifikante Beeinflussung auf das Gesamtliberleben konnte nicht nachgewiesen werden. Die
Expression des transmembranen Hepatozyten-Wachstumsfaktor-Rezeptors c-MET korrelierte
verstarkt mit einer fortgeschrittenen Tumorinvasion und LymphgefaRinfiltration, einem maRigen bis
schlechten Differenzierungsgrad beim intestinalen Typ nach Laurén und ging mit einer verkirzten
Uberlebenszeit der Patienten einher. In der multivariaten Analyse stellten jeweils die HER2- als auch
c-MET-Uberexpression keine unabhingigen Prognosefaktoren beim Magenkarzinom dar. Auch
untereinander konnte keine direkte Korrelation zwischen HER2 und c-MET aufgezeigt werden.

Insgesamt bleiben insbesondere die Ergebnisse in Hinblick auf c-MET kritisch zu hinterfragen, da sich
im Gegensatz zum bereits etablierten HER2 Immuno-Scoring nach Rischoff et al. beim
Magenkarzinom noch kein vergleichbares immunhistochemisches c-MET-Auswertungsschema

2% Die Arbeitsgruppe um Kelly et al. hat 2012 diesbeziglich eine Variante

durchgesetzt hat.
hervorgebracht, um einheitliche Kriterien zur Entwicklung eines dann moglichen weltweiten c-MET-
Scores zu organisieren.”® Dabei wurde als c-MET positiv eine Farbeintensitit >1+ und einer

2% Die Hoffnung besteht weiterhin, dass trotz Scheiterns

prozentualem Tumoranteil 250% definiert.
des monoklonalen Tyrosinkinaseinhibitors Rilotumumab die Etablierung eines einheitlichen
immunhistochemischen c-MET-Scores mit ggf. integrierter c-MET-Genamplifikation eine Minimierung
der bisher vertretenen Varianz und dann besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu erzielen, um als
klinisches Ziel perspektivisch einen histopathologisch fundierten therapeutischen Angriffspunkt zu

gewadhrleisten.
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Einverstandniserklarung

Patientenaufnahmenummer: | | | | | | | | |
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Geburtsdatum:

Erfassung aller Patienten mit einem Magentumor am Institut flr
Qualitatssicherung in der operativen Medizin gGmbH Magdeburq

Ich bin durch das Merkblatt ,Erfassung aller Patienten mit einem Magentumor*
sowie durch ein ausfuhrliches Aufklarungsgesprach mit meinem behandelnden
Arzt

Dr.

ausreichend Uber die Ziele der allgemeinen Datenerfassung bei Patienten
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Arzt besprechen kdnnen und habe jetzt keine weitere Frage.

Ich bin damit einverstanden, dass mein Name sowie der meines Hausarztes an
die oben genannte Einrichtung Gbermittelt werden. Weiterhin bin ich mit der
Erhebung der Nachsorgedaten (Follow-up) durch das Institut fir
Qualitatssicherung in der Operativen Medizin gGmbH Magdeburg und einem
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Postleitzahl / Wohnort des Patienten:

StraBe des Patienten:

Telefonnummer des Patienten:
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Postleitzahl / Wohnort des Hausarztes:

StraBe des Hausarztes:

Telefonnummer des Hausarztes:

Aufklarung tiber Nachsorge durch Studienzentrale: | ja __nein
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1. Patienteninitialen:

3. Kliniknummer

5. Patientenaufnahmenr.

7. Aufnahmedatum
9. Operationsdatum

10. Entlassungsdatum

Einweiser:

Einweisungsgrund:

_ Allgemeinmediziner

_ Gastroenterologe ambulant
_ Onkologe ambulant

_ Chirurg ambulant

_ Sonstiges

_gesichertes Magenkarzinom

Anlage

2.Geburtsdatum: |_ 1 1l 1 11 |

[ weiblich

4. Geschlecht _Imannlich

6. KorpergroBe (cm) I

8. Korpergewicht (kg) I

11. Teilnahme andere Studie [ja [ Inein
_ Gastroenterologe stationar

_ Onkologe stationar

_andere chirurgische Einrichtung stationar

_ Notfall

_Selbsteinweiser

_ Klinischer Verdacht Magentumor

_unspezifische abdominelle Beschwerden

7TU morsuche (Kachexie, Leistungsknick, Gewichtsverlust)

7Zufal|sbefund (bei anderweitigem stationaren Aufenthalt)

_zur Operation nach neoadjuvanter Therapie

_ Ersteinweisung (Diagnostik und neoadjuvante Therapie in anderer Einrichtung)

Wenn ja, in welcher Einrichtung:

_ Zweiteinweisung (Diagnostik bereits in eigener Einrichtung erfolgt)

Prdoperative Befunde

12. Symptome/Befunde bei Aufnahme

| Oberbauch- /retrosternale Schmerzen

[ Vollegefiihl _ | Dysphagie __Erbrechen
[ Magenstenose _ | Blutung/Anamie __Foetor ex ore
[ Peritonitis | Tumor unklarer Dignitét __unklare Beschwerden
[ Magenperforation ~ sonstige Griinde
(Klartext)
Zeitraum vom Auftreten der ersten Beschwerden bis zur Sicherung der Diagnose |__| Monate |__ || Wochen

13. Préaoperative Diagnostik

| Gastroskopie
[ MRT
[Tumormarker

Endoluminale Sonographie
[ Nicht durchgeftihrt

Lymphknotenbefall
Aszites

Diskrepanz zum Endoskopiebefund
(hinsichtlich intramuralem Wachstum)

_ | Sonographie (Abdomen)

et

| Skelettszintigraphie
JuT1 [ ] uT2
lja

ja

ja

__R6-Thorax
_Magenréntgen

~ sonstige

(Klartext)

_uT3

|_nein

L uT4

_nein

" nein

Seite | 103



Anlage

14. Andere Primartumoren

Tumorerkrankung in der Anamnese | nein __ja Falls ja, Lokalisation:

Synchroner Primartumor | nein _ja Falls ja, Lokalisation:

15. Histologische Tumordiagnose préaoperativ

Anzahl enthommener Gewebeproben ||| __Karzinom histologisch gesichert
[ keine Histologie _GIST | schwere Dysplasie _Karzinom histologisch nicht gesichert

Laurén Klassifikation - -
[Keine Klassifikation [intestinaler Typ __diffuser Typ _ Mischtyp

16. Tumorlokalisation

| Kardiodsophagealer Ubergang [ Fundus _ Korpus _|Antrum u. Pylorus
L_Typ | (oberhalb des oralen Endes der Magenschlsimhautfalten)
:Typ Il (girektin Hohe der Kardia)
" Typ Il (unterhalb des oralen Endes der Magenschieimhauttalten)

[ Vorderwand [ Hinterwand _ Kleine Kurvatur _|GroBe Kurvatur

GIST (nur intestinaler Befall) Klartext:

17. Fernmetastasierung (praoperativ bekannt)

| Keine Fernmetastasierung | Leber _Lunge ~_ Ovar
[ Peritonealkarzinose [ Skelett _Haut/Weichteile
[ nicht regionére Lymphknoten [ Gehirn _ Sonstige

(Klartext)

18. ASA-Klassifikation
[ ASAI [ ASAIl _ASAII _ASA IV

19. Risikofaktoren

[ keine | kardiovaskular __pulmonal

[ renal [ hepatogen ~ Adipositas

[ Diabetes mellitus [ Diabetes mellitus " Nikotinabusus
(insulinpflichtig) (nicht insulinpflichtig) .

[ Alkoholabusus [ Varicosis __andere Risikofaktoren

20. Grund fiir nichtoperatives Vorgehen

E| nicht sicher mégliche R-Resektion E| disseminiertes Tumorleiden
[| Ablehnung der Operation durch Patienten

E| Verlegung in andere chir. Abteilungﬂ Narkoseunfahigkeit

[| neoadjuvante Therapie, Ausfuihrende Einrichtung:
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Prdoperative MaBnahmen

21. Neoadjuvante Tumortherapie

[ keine neoadjuvante Therapie

Chemotherapie: Protokoll:

[ Radio-Chemotherapie [ Radiotherapie

Ausfuihrende Einrichtung:
Arzt

Einrichtung

Ort

Therapiedauer, geplant:
Therapiedauer, tatsachlich:
Ansprechen: ] ja
Nebenwirkungen:

Wochen
Wochen

~ hein

Radiotherapie:

Ausfuihrende Einrichtung:
Arzt

Anlage

[ Chemotherapie

Einrichtung

Ort

Bestrahlungsdosis, gesamt, geplant:

Bestrahlungsdosis, gesamt, tatsachlich:

Ansprechen:
Nebenwirkungen:

Gy
Gy
[] ja |_nein
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Anlage

Max. Toxizitatsgrad

Max. Toxizitatsgrad

(nach NCI) (nach NCI)
0 1 2 3 1 2 3
Ubelkeit / Erbrechen Ubelkeit / Erbrechen
Diarrhoe Diarrhoe
Stomatitis Stomatitis
Leukopenie Leukopenie

[Thrombopenie

Thrombopenie

Andere, speziell:

Andere, speziell:

Therapieabbruch: nein
bei Progress

Nebenwirkungen,
Welche?

Patientenwunsch

schnelles Ansprechen

Therapieabbruch:

nein
bei Progress

Nebenwirkungen,
Welche?

Patientenwunsch

schnelles Ansprechen

Sonstiges Sonstiges
23. Antibiotikaapplikation
D a) keine
[| b) Antibiotikaprophylaxe (maximal tber 24 Stunden; %2 Stunde vor OP begonnen)
Medikament (Wirkstoffname) Anzahl/Tag Dosierung Dauer (d)

1.

2.
3.
~ c¢)Antibiotikatherapie praoperativ begonnen und postoperativ weitergefiihrt (> 24 Stunden)
Medikament (Wirkstoffname) Anzahl/Tag Dosierung Dauer (d)
1.
2.
3.
" d) Antibiotikatherapie wegen spezieller Komplikationen postoperativ begonnen
" e) Antibiotikatherapie wegen allgemeiner Komplikationen postoperativ begonnen
Medikament (Wirkstoffname) Anzahl/Tag Dosierung Dauer (d)
1.
2.
3.
Operationsverfahren
24. Dringlichkeit
kéine Operation elektiv [ | Notfall [ ]

Seite | 106




25. Praoperativ geplantes Vorgehen (Intention d. OP)
[ kurative OP | |palliative OP

26. Operativer Zugang

_Laparotomie __laparoskopisch assistiert

_ Endoskopisch __Konversion laparoskopisch auf offenes Verfahren

27. Operationsverfahren

[ lexplorative Laparoskopie | |explorative Laparotomie

Lokale Verfahren
[ Endoskopische Mukosaresektion | |Lasertherapie | Thermokoagulation
[ Endoskopische Submukosadissektion

Nichtresezierende Verfahren

[ Dejunalsonde, operativ | |Gastrostomie operativ | [Gastrojejunostomie

UJejunaIsonde, endoskopisch |_]PEG

Resezierende Verfahren

[| lokale Magenvollwandresektion
D Kombinierte endoskopisch-laparoskopische Magenwandresektion
D Distale Magenresektion (3/4) mit Gastroduodenostomie (Billroth 1)

[| Distale Magenresektion (3/4) mit Gastrojejunostomie (Billroth II)

[ ] Kardiaresektion | |Subtotale Gastrektomie (4/5) | [Totale Gastrektomie

Anlage

| IStent

E| Transhiatal erweiterte Gastrektomie D Transthorakal erweiterte Gastrektomie (2-Hohlen-Eingriff)

[ ] Thorakoabdominale Osophagusresektion (Ivor Lewis-OP) | Restgastrektomie

D sonstige:
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28. Rekonstruktion

| Diinndarminterposition (Longmire) _Omega-Schlinge ohne Pouch
| Y-Roux ohne Pouch _Omega-Schlinge mit Pouch

[ Y-Roux mit Pouch (z. B. Siewert/Peiper) _Merendino-OP

| Magenschlauch/Magenhochzug transhiatal _Koloninterponat

[ Magenschlauch/Magenhochzug thorakoabdominal _sonstige:

29. Multiviszerale Resektion

| keine _Zwerchfell _Leber LPankreas links
| Niere _Milz _Kolon |_Diinndarm
[ Bauchwand _ Whipple OP _sonstige:

30. Begleiteingriffe

Tumorunabhéangige Begleiteingriffe _nein _ja Klartext:

31. Osophagusanastomose

| keine _Handnaht _ Stapler

32. Operationsdauer | IStunden [ I IMinuten

33. Lymphadenektomie (LAE)

systematische LAE einzelne LK nein
LAE Kompartiment |

LAE Kompartiment I
LAE Kompartiment IlI

LAE paradsophageal
oberhalb des Zwerchfells

i
i
B i ]
i

34. Intraoperative Komplikationen

[ keine _Tumorperforation iatrogen ~_ Blutungen (> 2 EK)

[ Milzverletzung ~ Darmverletzung ~ Verletzung von Nachbarorganen
__ (z.B. A. colica media) (Leber, Pankreas)

[ Gallengangsverletzung _ Sonstige:

35. R-Klassifikation durch Chirurgen am OP-Ende

" |Ro “R2
Intraoperativ detektierte Fernmetastasierung: | |keine " Leber
(préoperativ bekannte Fernmetastasierung | .
bitte in Punkt 17 angeben!) _ Peritonealkarzinose _ Ovar
_nicht regionére Lymphknoten
intraoperativer Schnellschnitt: ;ja _Inein
Resektionsrander _tumorfrei j tumorinfiltriert
Nachresektion ja | nein
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Postoperativer Verlauf

36. Komplikationen - allgemein
L keine

L Fieber (>38°C, > 2Tage)

L kardial

L Multiorganversagen

37. Komplikationen — speziell
L keine

L_Platzbauch
L_Anastomoseninsuffizienz

(operationspflichtig)
Intraabdominaler Absze

L_mechanischer lleus
LLymphfistel/Lymphozele
L_Gallefistel
L_Dumping-Syndrom

38. Anzahl der Relaparotomien

Abgangsart
39. Therapie
L keine (Infusion; Analgesie)

L_Operation ohne Tumorresektion

(Gastroenterostomie)

40. Geplantes weiteres Vorgehen

L Tumornachsorge
L_Operation

L adjuvante Therapie
L palliative Therapie

L neoadjuvante Therapie
Therapieempfehlung:
L best supportive care

41. Abgangsart

L_Entlassung

42. Tod

43. Sektion

—Pneumonie
—Harnwegsinfekt
_Thrombose

—sonstige:

Anlage

—lpulmonal (PleuraerguB, Atelektase)
—renal

—lLungenembolie

—Waundinfektion Laparotomie
—Pleuraempyem
_Anastomoseninsuffizienz
(nicht operationspflichtig)
—Peritonitis diffusa
—paralytischer lleus
—Pankreasfistel
L_Gallengangsleckage

L_Syndrom der Zu- oder
abfuhrenden Schlinge

palliative Therapie, keine OP
(z.B. PEG-Anlage, Jejunalfistel)

_Tumorresektion R1/R2

Jaseptische Wundheilungsstérung
JMediastinitis
JDuodenaIstumpf-Insuffizienz
JSepsis

Jandere Passagestérung
JPankreatitis
Joperationspflichtige Nachblutung
JSonstige:

Jnur Diagnostik

JTumorresektion RO

Ausfihrende Einrichtung:

Arzt
Einrichtung
Ort

Lnein — Jawelche

L Verlegung

Inwelche Einrichtung ?

_ITod

am

|__ I Ipostoperativen Tag

Dja jnein

44. Todesursache (Totenschein, Sektionsbericht)
[ | chirurgische Komplikation E| allgemeine Komplikation VI vorbestehender Zustand
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Pathohistologische Befunde

Anlage

45. Anzahl der Karzinome im Praparat I_1 Karzinome

46. Sicherheitsabstand

oraler Sicherheitsabstand: 1 | Imm aboraler Sicherheitsabstand: I 1 I Imm

47. Histologischer Befund

[ ohne _ papillares Adenokarzinom | tubulares Adenokarzinom
[_muzindses Adenokarzinom _Siegelringzellkarzinom |_undifferenziertes Karzinom
[ kleinzelliges Karzinom _ Plattenepithelkarzinom | adenosquaméses Karzinom

[ sonstiger maligner Tumor

Laurén Klassifikation

| Keine Klassifikation _intestinaler Typ __diffuser Typ
48. GIST

[ Maligner GIST __unsicheres malignes Potential
TumorgréBe I 1 | lem

Invasion angrenzender Organe _ja _nein

Infiltration der muskularis propria _ja _nein
Tumornekrosen _ja _nein
Kernpleomorphie _ja __nein

Hohe Cellularitét _ja _nein
BlutgeféBinvasion _ja __nein
Epitheloides Wachstumsmuster _ja _nein

Mitoserate ~ <5/50 HPF ~ 6-10/50 HPF
49. Grading

[ keine Angaben _GX

[ Gt G2 _G3

50. Invasionstiefe (uiCC-Klassifikation 2010)

[ keine Angaben | pTX | pTis | pT1a
[ pT2 | bT3 | pT4a | bT4b

Tumore des Kardioésophagealen Ubergangs mit Osophagusinfiltration
50.1 Invasionstiefe (uiccC-Kiassifikation 2010)

_keine Angaben _pTX [ pTis [ pTla
_pT2 _ pT3 [ pT4a [ pT4b
51. Invasion

Invasion von Osophagus: [ ja _nein

Invasion von Duodenum: [ ja _nein

Invasion von Nachbarorganen: | keine Invasion
_Pankreas _ Milz __Colon transversum

~ Zwerchfell _ Bauchwand _ Niere

 Mischtyp

_benigner GIST

|>10/50 HPF

G4
| pT1b
_pTib
__Diinndarm
" Retroperitoneum
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52. Zahl der untersuchten Lymphknoten

Kompartiment | I 1 ILK —kein LK untersucht
Kompartiment Il I 1 ILK —kein LK untersucht
Kompartiment IlI I | ILK —kein LK untersucht
Gesamt (I-I11) I ILK —kein LK untersucht
Paradsophageale Lymphknoten |__|_ ILK —kein LK untersucht

(oberhalb des Zwerchfells)

53. Zahl der befallenen Lymphknoten

Kompartiment | | ILK
Kompartiment Il I 1 ILK
Kompartiment IlI | ILK
Gesamt (I-1II) | 1 ILK
Paradsophageale Lymphknoten |__ | ILK

(oberhalb des Zwerchfells)

54. pN-Kategorie (UICC-Kiassifikation 2010)
| keine Angaben | pNX | pNO
[ pNi1 | pN2 | pN3a

Tumore des Kardio6sophagealen Ubergangs mit Osophagusinfiltration
54.1 pN-Kategorie (UICC-Kiassifikation 2010)

_keine Angaben _ pNX _ pNO
~pN1 _ pN2 __pN3a

55. Mikrometastasen / isolierte Tumorzellen in Lymphknoten

Mikrometastasen __nachgewiesen __keine nachgewiesen
Isolierte Tumorzellen L_nachgewiesen L_keine nachgewiesen

56. M-Kategorie (UICC-Klassifikation 2010)

[ ]keine Angaben \ ]MO \ ]M‘I

Tumore des Kardiodsophagealen Ubergangs mit Osophagusinfiltration
56.1 M-Kategorie (UICC-Kiassifikation 2010)

_keine Angaben ~ Mo M1

57. Histologie am Resektionsrand

oraler Resektionsrand _ nicht untersucht __tumorfrei
aboraler Resektionsrand " nicht untersucht __tumorfrei
seitlicher Resektionsrand " nicht untersucht __tumorfrei
Resektionsrand an Nachbarorganen | nicht untersucht ~tumorfrei
Resektionsrand an Fernmetastasen | nicht untersucht __tumorfrei

58. R-Klassifikation

_keine Angaben RO Rt " R2

59. L-Klassifikation

~ nicht untersucht Lo L1

—Anz.
—Anz.
—Anz.
—Anz.

—Anz.

—Anz.
—Anz.
—Anz.

—Anz.

—Anz.

Anlage

LK unbekannt
LK unbekannt
LK unbekannt
LK unbekannt
LK unbekannt

LK unbekannt
LK unbekannt
LK unbekannt
LK unbekannt

LK unbekannt

| |pN3b

[ pN3b

Dnicht untersucht
Dnicht untersucht

__tumorbefallen
_tumorbefallen
__tumorbefallen
~ tumorbefallen

__tumorbefallen

_|RX
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Anlage

60. V-Klassifikation
_nicht untersucht Vo V1

61. Stadium (UICC) (uiCC-Kiassifikation 2010)

_keine Angaben _ Stadium 0 _ Stadium IA

_ Stadium IB _ Stadium IIA _ Stadium IIB
_ Stadium IlIA _ Stadium 1lIB _ Stadium IlIC
_ Stadium IV

Tumore des Kardiodsophagealen Ubergangs mit Osophagusinfiltration
61.1 Stadium (UICC) (UICC-Klassifikation 2010)

_keine Angaben _ Stadium 0 _ Stadium IA

_ Stadium IB _ Stadium IIA _ Stadium 1IB

_ Stadium IlIA __Stadium IlIB _Stadium IlIC

_ Stadium IV

Datum Unterschrift/Stempel
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