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Einleitung

1 Einleitung

Obwohl das Magenkarzinom in seiner Haufigkeit in den letzten Jahren bestandig abge-
nommen hat, ist es weltweit auch gegenwartig nach dem Bronchialkarzinom noch
immer der zweithaufigste maligne Tumor (WHO, Genf 1997; Becker und Korfmann
1998).

Die Prognose des Magenkarzinoms hat sich dabel in den letzten 20 Jahren nicht ent-
scheidend verbessert. So sterben auch heute noch mehr als 80% der Patienten mit einem
neu diagnostizierten fortgeschrittenen Magenkarzinom an ihrem Tumor, bel ener
durchschnittlichen relativen 5-Jahres-Uberlebensrate aller Magenkarzinome in West-
deutschland von 24,4% bei Mannern und durchschnittlich 22,4% bei Frauen (Becker et
a., 1997).

Da die 5-Jahres-Uberlebensrate im Stadium IV weniger als 5% betragt, bei kurativer
Resektion im Stadium | und Il jedoch ca. 50% bis 80% der Patienten geheilt werden
konnen, ist die frihe chirurgische Therapie von entscheidender Bedeutung fir die
Prognose der Patienten. Im Vergleich damit haben die Ergebnisse der Chemotherapie
bislang enttauscht.

Die Prognose von Magenkarzinompatienten hangt jedoch nicht nur vom operativen
Vorgehen sondern auch von einer Reihe von tumor- und auch patientenbezogenen
Faktoren ab. Nach wie vor kommt in diesem Zusammenhang den tumorbezogenen Fak-
toren des pTNM-Systems die herausragende Bedeutung bel der prognostischen Beur-
teilung von Karzinompatienten auch des Magens zu. Andererseits ist aber seit langerem
bekannt, dal3 keineswegs jeder Patient eines bestimmten Tumorstadiums tatsachlich die
gleiche Chance hat zu tberleben. Dies hat zu erheblichen Anstrengungen gefuhrt, neue
zusétzliche Prognosefaktoren zu etablieren, mit dem Ziel, Magenkarzinompatienten mit
hohem Risiko besser zu erfassen und damit auch eine individuellere Prognosevorher-
sage zu erreichen.

In den letzten Jahren ist somit eine Vielzahl von Publikationen tber eine Reihe, zum
Tell vielversprechender potentieller histologischer und molekularer Prognosefaktoren
erschienen. Bel ndherer Betrachtung west die Mehrzahl dieser Arbeiten jedoch nur eine

eingeschrankte statistische Aussagekraft auf, die damit auch nur eine bedingte
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Bewertung und Diskussion der Untersuchungsergebnisse zuldét. So erfolgte die Uber-
wiegende Mehrzahl der Untersuchungen an nur geringen Patientenzahlen, haufig ohne
Angabe darlber, ob eine kurative (RO-Resektion) oder nur eine palliative Resektion
durchgefuhrt wurde. Dartber hinaus wird von vielen Autoren nicht angegeben wieviele
der Patienten im Laufe der Nachbeobachtung tatsachlich an ihrem Tumorleiden ver-
storben sind, und schliefdlich wird haufig eine Vielzahl von Faktoren an relativ kleinen
Fallzahlen lediglich univariat untersucht und auf eine multivariate Analyse verzichtet.
Unter Beriicksichtigung dieser Gesichtspunkte soll im Folgenden zunéchst ein Uber-

blick zum Stand der Forschung gegeben werden.

11 Etablierte histopathologische Prognosepar ameter

111  pTNM-System

Auch beim Magenkarzinom wird die Prognose der Patienten vor alem durch das TNM-
Stadium bestimmt. In einer Vielzahl multivariater Studien an grof3eren Tumorserien
konnte gezeigt werden, dal3 den Faktoren Invasionstiefe (pT-Kategorie), Nodalstatus
(pN-Kategorie), Fernmetastasierung (pM-Kategorie) sowie dem Vorhandensein eines
Residualtumors im Bereich der Resektatgrenzen (R-Status) die grofte prognostische
Bedeutung zukommt (Bozzetti et al., 1986; Maruyama 1987; Shiu et a., 1987; Baba et
al., 1989; Korenaga et al., 1989; Msika et al., 1989; Bottcher et al., 1992; Jaehne et al.,
19924).

Das pTNM-Staging unter Einbeziehung des R-Status stellt damit nicht nur die heute
allgemein akzeptierte Basis dar, die Prognose von Magenkarzinompatienten vorher-
zusagen, sondern auch den Maldstab, an dem sich alle potentiellen, zukinftigen
Prognoseparameter mit Hinblick auf einen moglichen zusétzlichen prognostischen

Informationsgewinn messen lassen miissen.
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112 Tumor histologie und Differenzierungsgrad

Im Gegensatz zu den oben erwéhnten Faktoren des TNM-Stadiums kommt weder der
histologischen Tumorklassifikation nach Laurén noch dem Differenzierungsgrad der
Tumorzellen (Grading) beim Magenkarzinom eine prognostische Bedeutung zu. In
zahlreichen Untersuchungen an grofReren Fallzahlen konnte, wenn tberhaupt, nur in der
univariaten, nicht jedoch in der multivariaten Analyse, ein Einflul der Tumorhistologie
oder des Differenzierungsgrades auf die Prognose der Patienten nachgewiesen werden
(Gabbert et al., 1991, 1992; Schmitz-Moormann et al., 1992; Boéttcher et al., 1992;
Roder et al., 1993; Victorzon et al., 1996).

Das Magenkarzinom nimmt hier keine Ausnahmstellung ein, da auch bei anderen
Adenokarzinomen des Gastrointestinaltraktes wie z.B. dem Kolonkarzinom hin-
sichtlich des prognostischen Einflusses des Differenzierungsgrades eine vergleichbare
Situation vorliegt (Korenaga et a., 1991; Mulder et al., 1995; Ropponen et al., 1997;
Tanigawaet al., 1997; Zarbo et al., 1997).

12 Potentielle neue histopathologische Parameter

121 Blutgefal3- und L ymphgefaliinvasion

Schon seit langerem ist bekannt, dal? der Nachweis einer Geféldinvasion mit einer er-
hohten Metastasi erungsrate und einer insgesamt schlechteren Prognose assoziiert ist. So
konnte fr eine Vielzahl unterschiedlicher Karzinomtypen (Zervixkarzinom: Barber et
a., 1978; Endometriumkarzinom: Hanson et a., 1985; Mammakarzinom: Lee et a.,
1990), insbesondere aber auch bei Tumoren des Gastrointestinaltraktes (Osophagus-
karzinom: Sarbia et a., 1994; kolorektalen Karzinomen: Talbot et al, 1980; Chapuis et
al., 1985; Minsky et al., 1988; Hemming et al., 1992; Tanaka et al., 1994; Zarbo et a.,
1997) multivariat gezeigt werden, da® Blut- bzw. Lymphgefé3einbriiche der Tumor-

zellen mit einer signifikant schlechteren Prognose der Patienten elnhergehen.
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Auch beim Magenkarzinom konnte ein solcher Zusammenhang zwischen Blut- und
LymphgefaRinvasion und reduzierter 5-Jahres-Uberlebensrate nachgewiesen werden
(Hamazaki et al., 1974; Nagao et al., 1975; Korenaga et a., 1989; Noguchi 1990;
Gabbert et al., 1991). Dieser prognostische Einfluld der Gefélinvasion konnte dartiber
hinaus auch in multivariaten Analysen unter Einschlu® der Prognoseparameter des
PpTNM-Systems als unabhangiger Prognoseparameter bestétigt werden. So stellt ins-
besondere in der Gruppe der nodal-negativen Patienten der Nachweis einer Gefal3-
invasion einen wichtigen, zusétzlichen Prognosefaktor dar, der es erlaubt, Patienten-
subgruppen mit erhéhtem Risiko zu definieren (Gabbert et al., 1991).

1.3 Potentielle neue molekular e Par ameter

131 Wachstumsfaktoren und Rezeptoren

Bel den Wachstumsfaktoren handelt es sich um Polypeptide, die durch Bindung an
spezifische Rezeptoren, dhnlich Hormonen, zellulare Reaktionen wie beispielsweise
eine verstérkte Zellproliferation bewirken konnen. Dies erfolgt Uberwiegend durch
Bindung an bestimmte Wachstumsfaktor-Rezeptoren, bei denen es sich um trans
membrandse Glykoproteine handelt, die den extrazelluldren Wachstumsstimulus an die
Intrazytopl asmatische Signaltranstransduktion vermitteln.

Schon seit langerem ist bekannt, dal3 die Expression unterschiedlicher Wachstums-
faktoren und ihrer Rezeptoren einen wichtigen Einfluf3 auf die maligne Transformation
und das Wachstum von Tumorzellen haben (Goustin et a., 1986; Pusztai et al., 1993)
und dal3 eine Vielzahl von Onkogenen Wachstumsfaktoren oder Rezeptoren kodieren
(Tahara 1990). So sind Tumorzellen nicht nur in der Lage selbst Wachstumsfaktoren zu
produzieren (Abb. 1), sondern sie konnen durch Bindung dieser Wachstumsfaktoren an
zelleigene Rezeptoren auch das eigene Wachstum im Sinne einer sog. autokrinen
Wachstumsstimulation férdern (Sporn und Todaro, 1980; Sporn und Roberts, 1985). Bis
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heute konnte eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren und Rezeptoren sowie ihrer zuge-
horigen Gene beschrieben werden, von denen ein Teil in humanen Tumoren auch unter

prognostischen Gesichtspunkten von Bedeutung zu sein scheint.

Autokrine und parakrine
Wachstumsregulation
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Abb.1: Schematische Darstellung der autokrinen und parakrinen Wachstums-
stimulation.

1311 Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF), Transformierender Wachstums-
faktor alpha (TGFa), EGF-Rezeptor (EGF-R) und erbB-2

Der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) ist ein 53 Aminosauren langes Polypeptid, das
von einem 1200 Aminosauren langen Vorlauferpeptid abgespalten wird. EGF wurde
urspriinglich von Cohen und Mitarbeitern (1962) aus Speicheldriisen mannlicher Mause
isoliert, und kann eine Vielzahl unterschiedlicher zelluldrer Reaktionen bewirken, wie
die Steigerung der Proteinsyntheserate (Neelson-Hamelton und Holley 1983), die In-
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duktion bestimmter Onkogene (Bravo et a., 1985; Miller et al., 1984) sowie die
Stimmulation der Zellproliferation (Carpenter und Cohen 1975; Westermark 1976).

Bel dem transformierenden Wachstumsfaktor alpha (TGFa) handelt es sich um ein 50
Aminosauren langes Polypeptid mit einem Mol ekulargewicht von 5,6 kD, das eine hohe
Sequenzhomologie mit dem EGF aufweist (Marquardt et al., 1983, 1984). TGFa wurde
zunéchst aus durch Maus-Sarkomviren transformierten Zellinien isoliert und als
Sarkom-Wachstumsfaktor bezeichnet (Todaro et a., 1976). Das TGFa-Gen liegt auf
dem kurzen Arm von Chromosom 2 (2p13) und der reife 50 Aminosduren grolie
Wachstumsfaktor wird von einem 160 Aminosaure langen, transmembrantsen Vor-
lauferprotein abgespalten (Derynck 1988). Eine Rezeptorbindung von TGFa fihrt
ebenso wie bei EGF zu einer Stimmulation der Zellproliferation (Goustin et al., 1986).
Beide Wachstumsfaktoren, EGF und TGFa, binden an den EGF-Rezeptor (EGF-R),
dessen kodierendes Gen auf dem kurzen Arm von Chromosom 7 (7pl12) lokalisiert ist
(Shimizu et a., 1985). Be Rezeptoren vom Typ des EGF-R handelt es sich um
transmembrantse Proteine mit einer extrazellularen Doméne, die u.a. die Bindungsstelle
der Liganden enthdlt, sowie einer transmembrandsen und einer intrazelluldren Domane
(Ullrich und Schlessinger 1990). Diese intrazellulare Doméne enthélt eine Tyrosin-
kinase-Aktivitét, die durch extrazellulére Bindung des Liganden aktiviert wird und nach
Phosphorylierung Einflu® u.a. auf die Proteinsynthese, die Signaltransduktion und die
Progession des Zellzyklus nehmen kann. Nach Bindung des Liganden kann durch eine
Internalisierung der extrazelluldren Rezeptordoméane eine sog. Down-Regulation des
Rezeptor-Ligandenkomplexes erfolgen.

Das erbB-2-Onkogen, auch unter der Bezeichnung HER-2/neu bekannt, fungiert
ebenfalls al's transmembrantser Wachstumsfaktor-Rezeptor. Lokalisiert auf dem langen
Arm des Chromonsom 17 kodiert es ein 185 kD grofRes Glykoprotein. Wéahrend die
extrazelluldre Doméane eine 40%-ige Homologie mit dem EGF-R aufweist, zeigen die
intrazelluldren Doménen von EGF-R und erbB-2 sogar eine 82%-ige Sequenz-
homologie. Bis heute konnte zwar ein spezieller Rezeptorligand fur erbB-2 noch nicht
beschrieben werden, jedoch kann das erbB-2-Protein durch eine Phosphorylierung eines

benachbarten EGF-Rezeptors nach Bindung von EGF oder TGFa ebenfalls

10
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phosphoryliert werden, allerdings nicht durch direkte Bindung von EGF oder TGFa
(Coussens et al., 1985; Connelly und Stern 1990; Grunt und Huber 1994).

Vor dem Hintergrund des bereits oben erwahnten Modells der autokrinen Stimmulation
wurde die Proteinexpression der erwdhnten Wachstumsfaktoren und ihrer Rezeptoren
bzw. der Rezeptor-codierenden Onkogene wie erbB-2 bei einer Vielzahl von humanen,
malignen Tumoren untersucht (Tabellen 1 und 2). Zwar konnten in einzelnen Unter-
suchungen Hinweise auf einen synergistischen Effekt der gemeinsamen Expression von
Wachstumsfaktor und Rezeptor gefunden werden, jedoch war in der Mehrzahl der
Arbeiten schon in der univariaten Analyse ein prognostischer Einfluld von Wachstums-
faktor oder Rezeptor nicht nachweisbar. Nur in einzelnen Arbeiten an relativ geringen
Fallzahlen konnte ein unabhangiger, prognostischer Effekt auch in der multivariaten
Analyse bestétigt werden.

Als Ausnahme muf3 hier die Rolle des erbB-2-Onkogens beim Mammakarzinom ange-
fuhrt werden, dessen Amplifikation oder Uberexpression in zahlreichen Unter-
suchungen auch in der multivariaten Analyse mit einem aggressiveren Krankheitsver-
lauf und einer schlechteren Prognose der Patienten korreliert werden konnte. Allerdings
sind auch diese Ergebnisse nicht unwidersprochen geblieben, in dem auch hier einzelne
Untersuchungen an grol3eren Fallzahlen vorliegen, die keinen prognostischen Einfluld
der erbB-2-Expression beim nodal-positiven oder nodal-negativen Mammakarzinom
nachweisen konnten (ausfthrliche Literaturanalysen bel Revillion et al., 1998; Ross und
Fletcher 1999).

11
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Tabelle 1: Prognostische Bedeutung von Wachstumsfaktoren und ihrer Rezeptoren

Prognostische Bedeutung

Literatur [n] univariat multivariat
Mamma

Bhatavdekar et d., 1994 (EGF) 69 - n.u.
Bebok et al., 1994 (TGFa) 35 + n.u.
Spyratos et a., 1990 (EGF-R) 109 + +
Koenderset d., 1993 (EGF-R) 459 + -
Klijn et a., 1994 (EGF-R) 214 -

Railo et d., 1994 (EGF-R) 149 + n.u.
Lunge

Pecur et ., 1994 (TGFa) 51 - n.u.
Dazzi et al., 1989 (EGF-R) 152 - n.u.
Vedeeta., 1993 (EGF-R) 19 + n.u.
Diez et d., 1994 (EGF-R) 62 - n.u.
Tateishi et a., 1994 (EGF-R) 119 - n.u.
Pfeiffer et a., 1996 (EGF-R) 186 - n.u.
Onnetal., 2004 (EGF-R, TGFa) 111 - -
Kolon

Youneset a., 1996 (TGFa) 106 + n.u.
Mayer et d., 1993 (EGF-R) 82 + n.u.
Langloiset d., 1997 (EGF-R) 92 - n.u.
Osophagus

Mukaidaet al., 1991 (EGF) 56 + n.u.
liharaet al., 1993 (TGFa) 57 + +
Mukaidaet al., 1991 (EGF-R) 56 + n.u.
liharaet al., 1993 (EGF-R) 57 + -
Itakura et a., 1994 (EGF-R) 217 - n.u.
Sarbiaet a., 1997 (EGF-R) 150 - -
Pankreas (EGF, TGFa, EGF-R)

Y amanakaet a., 1993 87 + n.u.
Ovarien

Shah et al., 1994 (TGFa) 58 + n.u.
Scambiaet d., 1992 (EGF-R) 72 + +
van Dam et a., 1994 (EGF-R) 80 + +
Endometrium

Reinartz et al., 1994 (TGFa) 128 + -
Scambiaet a., 1994 (EGF-R) 60 + n.u.
Khalifaet al., 1994 (EGF-R) 69 + n.u.
Reinartz et d., 1994 (EGF-R) 128 - -
Harnblase

Neal et d., 1990 (EGF-R) 101 + +
Ngyuen et ., 1994 (EGF-R) 85 + n.u.
Lipponen et al., 1994 (EGF-R) 234 + -
Ravery et al., 1995 (EGF-R) 57 + n.u.

12
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Tabelle 2: Prognostische Bedeutung der erbB-2-Expression bel verschiedenen malignen

Tumoren

Prognostische Bedeutung
Literatur [n] univariat multivariat
Mamma
Guerin et al., 1988 116 + n.u.
Barneset d., 1988 195 - +
Paik et ., 1989 292 + +
Y amashitaet a., 1993 77 + +
Lipponen et al., 1993 193 - -
Prost et al., 1994 178 + +
Haerdlev et al., 1995 490 + -
Rosen et d., 1995 440 - n.u.
Lunge
Volmet a., 1993 121 - n.u.
Tateishi et al., 1994 119 + n.u.
Pfeiffer et al., 1996 186 - n.u.
Onn et d. 2004 111 +1 +
Kolon
Langloiset al., 1997 92 - n.u.
Osako et dl., 1998 102 + +
Osophagus’
Nakamuraet al., 1994 62 + +
Pankreas
Okadaet a., 1995 109 + n.u.
Ovarien
van Dam et al., 1994 80 - -
Endometrium
Lukeset al., 1994 100 + n.u.
Reinartz et al., 1994 128 - -
Saffari et a., 1995 76 + n.u.

n.u.: nicht untersucht; ‘gemeinsame Expression von EGF-R und erbB-2; ’Barrett-Karzinome

In den letzten Jahren wurde beim Mammakarzinom die Gabe von Antikorpern gegen

das erbB-2-Protein (Trastuzumab, Herceptin) in die Therapie, zundchst bel bereits

metastasi erten, Tumoren mit erbB-2-Uberexpression erfolgreich eingefiihrt (Cobleigh et

al., 1998; Slamon et al. 1998). Ahnlich immunologische Therapieansitze werden auch

fur den Rezeptor des epidermalen Wachstumsfaktor (EGF-R) bel anderen Tumoren

getestet.

13
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Auch vor dem Hintergrund der bislang enttduschenden Ergebnisse der Chemotherapie
und der nach wie vor schlechten Prognose des fortgeschrittenen Magenkarzinoms stellt
sich die Frage, ob und wie haufig eine Expression der in dieser Arbeit untersuchten
Wachstumsfaktoren und ihrer Rezeptoren beim Magenkarzinom vorliegt, da sich
hieraus gegebenenfalls neue Therapieoptionen fir zukinftige Antikorpertherapien bel
Patienten mit fortgeschrittenen Magenkarzinomen ergeben kdnnten.

Die wenigen bislang vorliegenden Ergebnisse zur Expression und prognostischen Be-
deutung von EGF, TGFa, EGF-R und erbB-2, auf die im Rahmen des Diskussions-
kapitels naher eingegangen werden soll, sind jedoch auf3erordentlich widersprichlich.
Wenngleich in letzter Zeit die Expression verschiedener Wachstumsfaktoren und ihrer
Rezeptoren mit einer Zunahme der Tumorzellproliferation und der Tumorangiogenese
korreliert werden konnte (De Jong et a., 1989a, b), so ist doch bislang fraglich, ob das
Phanomen der autokrinen Wachstumsstimmulation beim Magenkarzinom, wie auch bei
anderen humanen, malignen Tumoren eine signifikante Rolle fir die Tumorprogression

und die Prognose spi€lt.

14 Zielsetzung der vorliegenden Arbeiten

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Proteinexpression von Wachs-
tumsfaktoren (EGF, TGFa) und ihrem Rezeptor (EGF-R) sowie der des erbB-2-
Onkogens beim Magenkarzinom.

Dartiber hinaus war es ein weiters zentrales Ziel, den Einflul? dieser Faktoren auf die
Prognose der Patienten zu untersuchen, um so mdgliche neue molekulare Prognose-
faktoren zu erfassen, die einerseits Uber das TNM-System hinaus eine zunehmend
prézisere und individuellere Prognosevorhersage beim Magenkarzinom ermoglichen
und andererseits auch Hochrisiko-Patienten zu identifizieren konnten, die von zu-

kUnftigen adjuvanten Therapiekonzepten profitieren konnten.

14
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2 Material und Methoden

2.1 Material

211 Unter suchtes Patientenkollektiv

Retrospektiv untersucht wurde eine Serie von 529 konsekutiven Patienten, die sich im
Zeitraum vom 01.01.1980 bis zum 31.12.1988 wegen eines erstmals diagnostizierten
Magenkarzinoms entweder einer Gastrektomie (262 Patienten, 61,0%) oder einer sub-
totalen Magenresektion (161 Patienten, 39,0%) unterziehen muf3ten. Bei allen Patienten
wurde eine kurative Resektion, d.h. eine Entfernung des Tumors mit mikroskopisch
tumorfreien Absetzungsréndern durchgefiihrt (RO-Resektion der TNM-Klassifikation,
1987). Patienten, die eine adjuvante Chemotherapie erhielten oder an einer malignen
Zweiterkrankung litten, wurden nicht in die Untersuchung aufgenommen. Das Durch-
schnittsalter der Patienten betrug 64,9 Jahre (23-90 Jahre), 255 Patienten (61,7%) waren
mannlichen und 158 (38,3%) Patienten waren weiblichen Geschlechts. Im Rahmen
einer Nacherhebung wurden die weiterbehandelnden Arzte oder Tumorzentren ange-
schrieben, um Auskunft tber Datum und Befund der letzten Kontrolluntersuchung bzw.
Todesdatum und -ursache zu erhalten. Um einen Einflu® der postoperativen Sterb-
lichkeit zu vermeiden, wurden Patienten, die innerhalb von 30 Tagen postoperativ
verstorben waren, von der Analyse der Uberlebenszeiten ausgeschlossen. Der mediane
follow-up betrug 2,3 Jahre (2 Monate bis 9,1 Jahre). Bei 21% der Patienten lagen keine
Daten des follow-up vor, so dal3 letztendlich 418 Patienten zur statistischen Auswertung
der Uberlebenszeiten zur Verfligung standen. Die 5-Jahres-Uberlebensrate fur alle
Patienten betrug 43,8%. Am Ende des Beobachtungszeitraumes lebten noch 206
Patienten (49,9%), 147 Patienten (42,1%) warem am Tumor verstorben, 18 Patienten
(4,4%) an einer tumorunabhangigen Ursache und bel 15 Patienten (3,6%) lagen keine

Informationen zur Todesursache vor.

15
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2.2 M ethoden

221 Histopathologische Unter suchung

Die histologischen Préparate der Magenkarzinome wurden jeweils ohne Kenntnis des
weiteren Krankheitsverlaufes untersucht. Durchschnittlich lagen 4 (2-9) ParaffinblGcke
pro Tumor vor, von denen Paraffinschnitte angefertigt wurden, die routinemaldig mit
Hamatoxylin-Eosin (HE) und Perjodsaure-Schiff-Reagens (PAS) geféarbt wurden.
Histologisch wurden die Tumoren nach der WHO-Klassifikation (Oota und Sobin,
1977) und nach der Laurén-Einteilung (1965) klassifiziert, und bezilglich der Tumor-
stadien nach der TNM-Klassifikation der UICC (1987) unterteilt.

Um den Einfluf3 der potentiell neuen Prognosefaktoren mit den bekannten Prognosepa
rametern zu vergleichen, wurden folgende histopathol ogische Basi sparameter erhoben:

-Infiltrationstiefe des Tumors (pT-Kategorie)

-Lymphknotenbefall (pN-Kategorie)

-Differenzierungsgrad der Tumoren (Grading)

-Blutgefédinvasion (BV1) und Lymphgefaiinvasion (LV1; Gabbert et a, 1991)

-Grad der Tumorzelldissoziation (TZD) an der Invasionsfront der Tumoren (Gabbert et
a 1992).

Zusétzlich wurden die Expression der untersuchten Parameter mit der Proliferationsrate
der Tumoren verglichen. Diese war bereits in einem friheren Forschungsvorhaben
immunhistochemisch mit dem Antikorper Mib-1 (Ki-67) bestimmt worden (Mller et
al., 1996).

Zum Zeitpunkt der Operation konnte lediglich bel 23 Patienten (4,3%) das Vorliegen
von Fernmetastasen histologisch verifiziert werden, daher wurde dieser Parameter (pM-
Kategorie) wegen der geringen Fallzahl von der weiteren statistischen Anayse ausge-
schlossen.

Bel insgesamt 5 Tumoren reichte das Tumorgewebe nicht aus um alle neuen Parameter
zu untersuchen, sodal3 ein Teil der untersuchten Parameter nur auf 413 Tumoren basiert.
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222 | mmunhistochemische M ethoden

In allen Falen erfolgte der immunhistochemische Nachweis an Paraffinschnitten, wobel
bei grofReren Tumoren 2 - 3 verschiedene Tumorblocke untersucht wurden, um re-
présentative Tumorproben aus dem Zentrum und dem Bereich der Tumorinvasionsfont
zu erfassen. Die Schnitte wurden bei 60° C Gber Nacht inkubiert, entparaffiniert und in
der absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Die endogene Peroxidaseaktivitéat durch 10
mindtige Inkubation in 3%-igem H,O, blockiert. Die bei einzelnen Antikdrpern (Tab.
10) notwendige Vorbehandlung der Schnitte in der Mikrowelle erfolgte jeweils in 10
mM Zitratpuffer (pH 6,0). Nach Blockierung unspezifischer Bindungen mit 5%igem
Normalserum wurde der Primérantikorper in jeweils spezifisch ausgetesteter Ver-
dunnung bel 4° C Uber nacht inkubiert. Nach 30 mindtiger Inkubation mit einem Se-
kundarantikorper wurde fur 1 Stunde eine Avidin-Biotin-Komplex-Reaktion (vergleiche
Hsu et al., 1981) mit dem ABC-Elite-Kit (Fa. Vector) durchgefuhrt. Anschlief3end
wurde das Reaktionsprodukt durch Immersion mit Diaminobenzidintetrachlorid (Fa.
Sigma) und Gegenfarbung mit Hamatoxylin sichtbar gemacht. Als Positivkontrolle
wurde bel allen immunhistochemischen Untersuchungen ein Praparat mit bereits nach-
gewiesener Immunreaktivitét fur das jewellige zu untersuchende Antigen mitgefarbt.
Als Negativkontrolle wurde der Primérantikorper durch 5%-iges Serumalbumin ersetzt.
Die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen erfolgte jewells ohne Kenntnis

des klinischen Verlaufs der Patienten und der histopathol ogischen Daten der Tumoren.

Tabelle 3. Verwendete Antikorper

Antikor per I sotyp Verdinnung |Vorbehandlung |Hersteller
(Klon)

EGF (Ab-3) polyklonal  |1:40 Saponin Fa. Dianova
TGFa (Ab-2) monoklonal |1:100 Keine Fa Dianova
EGF-R (E30) monoklonal |1:30 Pronase Fa. Merck
erbB-2 (cb11) monoklonal |1:20 Keine Fa. Biogenex
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2221 Auswertung der Expression von EGF, TGFa, EGF-R und erbB-2

Der Anteil immunreaktiver Tumorzellen am Gesamttumorgewebe wurde durch mikro-
skopische Beurteilung des gesamten histologischen Préparates semiquantitativ evaluiert.
Dabel wurden Tumoren mit mehr als 5% positiver Tumorzellen a's positiv bewertet. Fir
EGF, TGFa und EGF-R wurde jweils nur die zytoplasmatische Expression, bel erbB-2
ausschliefdlich eine membrantse Expression im Bereich der Tumorzellmembranen ge-

wertet. Die Farbeintenstitét spielte fur die Evaluation keine Rolle.

2.2.3 Statistische Auswertung

Die Analyse der erhobenen Daten erfolgte durch Prof. G. Hommel im Ingitut fir
medizinische Statistik und Dokumentation der Universitétsklinik Mainz unter
Verwendung des Programmpaketes SAS. Ein Teil der statistischen Auswertung erfolgte
durch Dr. R. Willersim Rechenzentrum der Heinrich-Heine-Universitét Disseldorf.

Die Testung der Unterschiede zwischen den einzelnen Ausprégungsgraden der
untersuchten Parameter erfolgte fur dichotome Variablen mit dem Fisher-Exakt-Test,
fUr kategorische Variablen mit dem Chi-Quadrat-Test sowie fur ordinale Variablen mit
dem Wilcoxon-Mann-Whitney-Test fur 2 Gruppen und dem Kruskal-Wallis-Test fur
mehr als 2 Gruppen.

Die Analyse der Uberlebenszeiten wurde nach der Kaplan-Meyer-Methode (K aplan und
Meyer 1958) vorgenommen. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurden
mit dem Log-Rank-Test (Kalbfleisch und Prentice, 1980) geprift. Mit Hilfe des
Cox’schen Regressionsmodells (Kalbfleisch und Prentice, 1980) wurde in der
univariaten Analyse der prognostische Wert jedes einzelnen Parameters und in der
multivariaten Analyse der prognostische Wert in Kombination mit anderen bekannten
Prognoseparametern bestimmt.

Als satistisch signifikant galt jeweils eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05.
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3 Ergebnisse

31 Expression von EGF, TGFa, EGF-R und erbB-2

311 Expression in normaler Magenschleimhaut

3111 EGF-Expressionin normaler Magenschleimhaut

Bel allen 413 Kontrollen liefd sich eine EGF-Expression in den Foveolarepithelien der
nicht-neoplastischen Magenschleimhaut nachweisen (Abb. 2). Dies galt auch fur
Bereiche mit intestinaler Metaplasie.

3112 TGFa-Expressionin normaler Magenschleimhaut

Bel mehr as 90% der untersuchten Kontrollen lief3 sich im Bereich der nicht-
neoplastischen Magenschleimhaut eine TGFa-Expression in den Foveolarzellen sowie
auch in den mukosen Antrumdriisen nachweisen (Abb. 3). Im Bereich einer intesti-
nalen Metaplasie fand sich eine Immunoreaktivitét fur TGFa sowohl in Becher- als

auch in Saumzellen.

3113 EGF-R-Expression in normaler Magenschleimhaut

Bel keiner der Kontrollen liel3 sich eine Expression des epidermalen Wachstums-
faktorrezeptors nachweisen. Auch die Abschnitte mit intestinaler Metaplasie waren stets
negativ.

3114 erbB-2-Expression in normaler Magenschleimhaut

Auch erbB-2 lief3 sich in keiner der 413 Kontrollen im Bereich der normalen Magen-

schleimhaut nachweisen. Abschnitte intestinaler Metaplasie waren ebenfalls stets erbB-

2-negativ.

19



Ergebnisse

.-!

_m “'ﬂr&-'ﬂr rh-rlpl H*'J:"' .. -+

ADbb. 2: EGF-Expression in Foveolarepithelien normaler Magenschleimhaui.

ADbb. 3: TGF-Expression in Foveolarepithelien normaler Magenschleimhaui.
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312 Expression in Magenkar zinomen

3.1.21 EGF-Expression in Magenkarzinomen

Bel 89 der 413 untersuchten Magenkarzinome (21,5%) lief3 sich eine zytoplasmatische
EGF-Expression mit deutlicher inter- und intratumoraler Heterogenitdt nachweisen
(Abb. 4). Dabei reichte der Prozentsatz EGF-positiver Tumorzellen von 1% bis max.
80%. Die Mehrzahl der EGF-positiven Tumoren (69,7%) zeigte dabel eine Expression
in weniger als 25% der Tumorzellen, wahrend jeweils 14,6% der positiven Tumoren
eine EGF-Expression in 26% bis 50% bzw. 51% bis 75% der Tumorzellen aufwiesen.
Lediglich bei einem Tumor (1,1%) lief3 sich eine EGF-Expression in mehr als 75% der
Tumorzellen nachweisen. Hinsichtlich der Expression im Bereich der Tumor-
invasionsfront fanden sich keine Unterschiede im Vergleich mit Abschnitten aus dem
Tumorzentrum, dies galt jeweils fir Tumoren mit nur geringer Anzahl EGF-positiver

Tumorzellen, wie auch fir stark positive Tumoren.
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Abb. 4: EGF-Expression in einem Magenkarzinom vom Intestinaltyp nach Laurén.
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3.1.22 TGFa-Expression in Magenkarzinomen

Eine zytoplasmatische TGFa-Immunoreaktivitdt im Bereich der Tumorzellen war bel
insgesamt 153 (37,0%) der 413 untersuchten Tumoren nachweisbar (Abb. 5). Dabel
ergab sich auch fir die TGFa-Expression jeweils eine ausgepragte intra- und inter-
tumorale Heterogenitét, wobel die Zahl der positiven Tumorzellen von 1% bis 90%
reichte. So lief3 sich in 20 Tumoren eine TGFa-Expression lediglich in einzelnen
Tumorzellen nachweisen. TGFa-positiv mit jeweils mehr als 5% der Tumorzellen
waren insgesamt 133 Magenkarzinome. Von diesen zeigte jewells die Hélfte (49,6%)
eine TGFa-Expression in 5% bis 25% der Tumorzellen, wahrend 21,1% bzw. 21,8%
der TGFa-positiven Tumoren eine Expression in 26% bis 50% bzw. 51% bis 75% der

Tumorzellen aufwiesen. Bei 7,5% der positiven Tumoren (n=10) lief?3 sich eine Ex-

Abb. 5: TGFa-Expression in einem Magenkarzinom vom Intestinaltyp nach Laureén.
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pression in mehr as 75% der Tumorzellen nachweisen. Hinsichtlich der Expression im
Bereich der Tumorinvasionsfront fanden sich keine Unterschiede im Vergleich mit
Abschnitten aus dem Tumorzentrum, dies galt jeweils fir Tumoren mit nur geringer

Anzahl TGFa-positiver Tumorzellen, wie auch fur stark positive Tumoren.

3123 EGF-R-Expression in Magenkarzinomen

Bei 35 der 413 untersuchten Tumoren (8,5%) fand sich eine EGFR-Immunoreaktivitét,
die stets linear im Bereich der Tumorzellmembranen nachweisbar war (Abb. 6). Auch
beziiglich der EGF-R-Expression fand sich eine deutliche intra- und intertumorale
Heterogenitdt. So reichte die Zahl der EGF-R-positiven Tumorzellen von 1% bis max.
99% der Tumorzellen. Bei 3 der untersuchten Tumoren lief3 sich lediglich in einzelnen
Tumorzellen eine EGF-R-Immunoreaktivitét nachweisen. Die Mehrzahl der positiven

Tumoren (59,4%) zeigte lediglich eine geringe Expression in weniger als 25% der

l..li_i" .- -.l-"'" _.‘
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]
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Abb. 6: EGF-R-Expression in einem Magenkarzinom vom Intestinaltyp nach Laurén.
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Tumorzellen. Daneben fand sich bei 4 bzw. bei 3 der EGF-R-positiven Tumoren (12,5%
bzw. 9,4%) eine Expression in 26% bis 50% bzw. 51% bis 75% der Tumorzellen. Bei 6
der 32 EGF-R-positiven Tumoren (18,8%) fand sich eine EGF-R-Expression in mehr
as 75% der Tumorzellen. Hinsichtlich der Expression im Bereich der Tumor-
invasionsfront fanden sich keine Unterschiede im Vergleich mit Abschnitten aus dem
Tumorzentrum, dies galt jeweils fur Tumoren mit nur geringer Anzahl EGF-R-positiver

Tumorzellen, wie auch fur stark positive Tumoren.

3124 erbB-2-Expression in Magenkarzinomen

Von den 413 untersuchten Magenkarzinomen zeigten 11,6% (n=48) eine membrandse

Immunreaktion im Bereich der Zellgrenzen mit deutlicher intra- und intertumoraler
Heterogenitdt von 1% bis max. 95% erbB-2-positiver Tumorzellen (Abb. 7). So liel3

Abb. 7: erbB-2-Expression in einem Magenkarzinom vom Intestinaltyp nach Laurén.
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sich bel 6 Tumoren eine erbB-2-Expression lediglich in einzelnen Tumorzellen nach-
weisen. Eine erbB-2-Positivitét mit mehr als 5% erbB-2-positiver Tumorzellen fand
sich bel insgesamt 42 Tumoren (10,2%). Dabei lief? sich auch hier in der Mehrheit der
erbB-2-positiven Tumoren (61,9%) eine Immunreaktion in weniger als 25% der
Tumorzellen nachweisen. Bei 9 Tumoren (21,4%) zeigten 26% bis 50% und bei 6
Tumoren (14,3%) 51% bis 75% der Tumorzellen eine erbB-2-Expression. Nur bei 7
Tumoren (16,7%) liel3 sich in mehr as 75% der Tumorzellen eine deutliche,
membrandse erbB-2-Immunoreaktivitédt nachweisen. Hinsichtlich der Expression im
Bereich der Tumorinvasionsfront fanden sich keine Unterschiede im Vergleich mit
Abschnitten aus dem Tumorzentrum, dies galt jeweils fir Tumoren mit nur geringer

Anzahl erbB-2-positiver Tumorzellen, wie auch fir stark positive Tumoren.

3.1.3 Korrelation mit histopathologischen Parametern

Da sich bei der dtatistischen Anayse hinsichtlich der Korrelation mit histo-
pathologischen Parametern und den Uberlebenszeiten keine Unterschiede zwischen
Magenkarzinomen mit geringer (5-25%), mittlerer (26-50%), hoher (51-75%) und sehr
hoher (76-100%) Anzahl positiver Tumorzellen nachweisen lief3en, wurden diese 4
Gruppen jeweils als EGF-positive, TGFa-positive, EGF-R-positive und erbB-2-positive

M agenkarzinome zusammengefalt.

3.1.31 EGF-Expression und histopathologische Parameter

Hinsichtlich des histologischen Tumortyps fand sich eine statistisch hochsignifikante
Korrelation (p<0,0001) mit der Laurén-Klassifikation (Tab. 4). So waren Tumoren vom
sog. Intestinaltyp signifikant hdufiger EGF-positiv (27,5%) als Magenkarzinome vom
diffusen Typ (9,5%). Ahnliches galt auch fir die WHO-Klassifikation. Wahrend nur
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10,7% bzw. 13,3% der siegelringzelligen bzw. undifferenzierten Magenkarzinome eine
EGF-Expression aufwiesen, konnte in 37,8% bzw. 29,6% der Tumoren vom papillaren
oder tubuléren Typ eine EGFExpression nachgewiesen werden (p<0,0001).

Hoch- bzw. maRig differenzierte Magenkarzinome zeigten ebenfalls signifikant haufiger
eine EGF-Expression als gering oder undifferenzierte Karzinome (p<0,035).

Auch mit der Invasionstiefe (pT-Kategorie) fand sich eine signifikante Korrelation
indem sich bel fortgeschrittenen Magenkarzinomen (pT2 - pT4) signifikant haufiger
eine EGF-Expression nachweisen lief3 als in Magenfriihkarzinomen (p<0,011).

Auch mit den prognostisch ungiinstigen Parametern der Blut- und Lymphgefé3invasion
fand sich jewells eine signifikante Korrelation mit der EGF-Expression. So lief3 sich in
der Gruppe der Magenkarzinome mit Blut- oder Lymphgeféiinvasion jeweils
signifikant haufiger eine EGF-Expression nachwei sen (p<0,018 bzw. p<0,001).

Im Gegensatz dazu fanden sich keine Unterschiede zwischen Tumoren mit Lymph-
knotenmetastasi erung und solchen ohne Lymphknotenmetastasen.

Bezlglich der Proliferationsaktivitét der Tumoren fand sich eine Korrelation, indem
sich in der Gruppe der Tumoren mit hoher Proliferationsaktivitét signifikant haufiger
eine EGF-Expression nachweisen lief3 (p<0,028).

Hinsichtlich der Expression von TGFa, EGF-R und erbB-2 lief3 sich jeweils eine
statistisch hochsignifikante positive Korrelation mit der EGF-Expression nachweisen
(jeweils p<0,0001). Insgesamt fand sich jedoch lediglich bei 58 Tumoren (14,0%) eine
Koexpression von EGF- und TGFa, bei 15 Tumoren (3,6%) von EGF und EGF-R
sowie bei 28 Tumoren (6,8%) von EGF und erbB-2. In diesen Tumoren lag die
Koexpression jedoch Uberwiegend heterogen in unterschiedlichen Abschnitten der
Tumoren vor, und es lief3en sich nur einzelne Tumorzellen mit gemeinsamer Expression

von TGFa bzw. EGF oder EGF-R und erbB-2 nachweisen.
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Tabelle 4. Korrelation der EGF-Expression mit histopathologischen Parametern

(n) EGF-positiv (%) p-Wert
Laurén-Klassifikation
intestinal 262 73 (27,9
diffus 115 11 (9,6) 0,0001
gemischt 36 5 (139
WHO-K lassifikation
Adenokarzinome
papillér 37 14 (37,8)
tubulér 162 48 (29,6) 0,0001
muzinds 34 6 (17,6
Siegelring 112 12 (10,7)
undifferenziert 68 9 (132
Differenzierungsgrad
G1biG2 111 32 (289)
G3 226 47 (20,8) 0,035
G4 76 10 (13,2
pT-Kategorie
pT1 95 11 (11,6)
pT2 187 41 (21,9) 0,011
pT3/4a 131 37 (28,2
pN-K ategorie
nodal-negativ 186 36 (19,9
nodal-positiv 227 53 (23,3 0,326
Blutgefallinvasion
negativ 313 59 (18,8)
positiv 100 30 (30,0 0,018
Lymphgeféallinvasion
negativ 217 33 (15,2
positiv 196 56 (28,6) 0,001
Tumor zellproliferation
niedrig (<563,3%) 207 35 (16,9)
hoch (3 53,3%) 211 54 (25,6) 0,028

oT4: nur funf Tumoren; bG1: nur ein Tumor
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3.1.32 TGFa-Expression und histopathologische Parameter

Auch die TGFa- Expression war hochsignifikant mit dem histologischen Tumortyp
nach Laurén und der WHO-Klassifikation korreliert (Tab. 5). So lief3 sich eine TGFa-
Expression hochsignifikant haufiger in Tumoren vom sog. intestinalen Typ nach Laurén
und in Tumoren vom papilléren oder tubul&ren Typ gemald der WHO-Klassifikation
nachweisen als in Magenkarzinomen vom diffusen Typ oder in siegelringzelligen und
undifferenzierten Karzinomen (jeweils p<0,0001). Dementsprechend zeigten auch hoch
bzw. maldig differenzierte Magenkarzinome signifikant haufiger eine TGFa-Expression
als gering oder undifferenzierte Karzinome (p<0,0001).

Bezlglich der prognostisch bedeutsamen Parameter pT-Kategorie und pN-Kategorie
lie3 sich jedoch fur die TGFa-Expression keine statistisch signifikante Korrelation
nachweisen. Es fand sich hier lediglich ein Trend fur fortgeschrittene Karzinome der
Stadien pT2 bis pT4, die haufiger eine TGFa-Expression aufwiesen als Magen-
frihkarzinome. Diese Unterschiede erreichten jedoch keine statistische Signifikanz
(p<0,07). Auch zwischen Patienten mit nachgewiesener Lymphknotenmetastasierung
und solchen ohne Lymphknotenmetastasen (pNO) fanden sich keine Unterschiede in der
TGFa-Expression der Tumoren, wahrend Tumoren mit nachgewiesener Lymph-
gefaldinfiltration haufiger eine TGFa-Expression aufwiesen. Entsprechende Unter-
schiede zwischen Karzinomen mit nachgewiesener Blutgefaliinvasion und solchen ohne
fanden sich dagegen nicht.

Auch hinsichtlich der Proliferationsaktivitdt der Tumoren fanden sich keine Unter-
schiede zwischen den Gruppen mit niedriger und hoher Proliferationsaktivitét.

Eine Koexpression mit dem epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor EGF-R konnte bei
18 Tumoren (4,4%) nachgewiesen werden, eine Koexpresssion von TGFa und erbB-2
bei 34 Karzinomen (8,2%). Jedoch zeigten nur einzelne Tumorzellen eine gemeinsame
Expression von TGFa und EGF-R bzw. erbB-2.
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Tabelle 5. Korrelation der TGFa-Expression mit histopathologischen Parametern

(n) TGFa-positiv (%) p-Wert
Laurén-Klassifikation
intestinal 262 112 (42,7)
diffus 115 12 (10,9 0,0001
gemischt 36 9 (250
WHO-K lassifikation
Adenokarzinome
papillér 37 24 (64,9)
tubul &r 162 76 (46,9) 0,0001
muzinds 34 8 (235
Siegelring 112 12 (10,7)
undifferenziert 68 13 (19,1)
Differenzierungsgrad
G1biG2 111 59 (53,2)
G3 226 58 (25,7) 0,0001
G4 76 16 (21,1)
pT-Kategorie
pT1l 95 25 (26,3
pT2 187 71 (38,0 0,07
pT3/4a 131 37 (28/4)
pN-K ategorie
nodal -negativ 186 63 (33,9
nodal-positiv 227 70 (30,8 0,51
Blutgefallinvasion
negativ 313 98 (31,3)
positiv 100 35 (350 0,49
Lymphgefallinvasion
negativ 217 58 (26,7)
positiv 196 75 (38,3 0,01
Tumor zellproliferation
niedrig (<563,3%) 207 59 (28)5)
hoch (3 53,3%) 211 74 (351) 0,14

oT4: nur funf Tumoren; bG1: nur ein Tumor
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3.1.3.3 EGF-R-Expression und histopathologische Parameter

Im Gegensatz zu den Wachstumsfaktoren EGF und TGFa fand sich fur ihren Rezeptor
EGF-R keine Korrelation mit dem histologischen Tumortyp nach der Laurén- oder der
WHO-K | assifikation (Tab. 6).

Auch hinsichtlich des Differenzierungsgrades der Tumoren fanden sich fur die EGFR-
Expression keine Unterschiede zwischen hoch bzw. maidig differenzierten Karzinomen
und gering oder undifferenzierten Karzinomen (p<0,33).

Allerdings lie? sich hinsichtlich des prognostisch bedeutsamen Parameters pT-
Kategorie eine Korrelation mit der EGF-R-Expression nachweisen. Wéahrend in der
Gruppe der weit fortgeschrittenen Karzinome (pT3/pT4) 18 Tumoren (13,7%) eine
EGF-R-Expression aufwiesen, konnte diese nur bei einem einzigen Magenfriihkarzinom
(1,1%) nachgewiesen werden (p<0,002). Im Gegensatz dazu fand sich keine Korrelation
(p<0,37) mit der Lymphknotenmetasierung (pN-Kategorie).

Bel Betrachtung der Gruppe der Tumoren mit nachgewiesener Blut- oder Lymph-
gefallinvasion fand sich ebenfalls eine signifikante Korrelation mit der EGF-R-
Expression, indem Tumoren mit nachgewiesener Blut- oder Lymphgefaldinvasion signi-
fikant haufiger EGF-R-positiv waren a's Tumoren ohne nachgewiesene Gefalinvasion.
Eine erhohte Proliferationsaktivitdt war nicht mit der EGF-R-Expression korreliert.

Eine Koexpression von EGF-R und erbB-2 lief? sich lediglich bei 9 Tumoren (2,2%)

nachweisen.
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Tabelle 6: Korrelation der EGF-R-Expression mit histopathologischen Parametern

(n) EGF-R-positiv (%) p-Wert
Laurén-Klassifikation
intestinal 262 24 (9,2
diffus 115 5 43 0,27
gemischt 36 3 (83
WHO-K lassifikation
Adenokarzinome
papillér 37 4 (10,8)
tubulér 162 13 (8,0 0,31
muzinds 34 3 (88
Siegelring 112 4 (3,6)
undifferenziert 68 8 (11,8
Differenzierungsgrad
G1biG2 111 8 (7,2
G3 226 15 (6,6) 0,33
G4 76 9 (11,8
pT-Kategorie
pT1l 95 1 (121
pT2 187 13 (7,0) 0,002
pT3/4a 131 18 (13,7)
pN-K ategorie
nodal-negativ 186 12 (6,5
nodal-positiv 227 20 (8,8) 0,37
Blutgefallinvasion
negativ 313 19 (6,1
positiv 100 13 (13,0 0,03
Lymphgefallinvasion
negativ 217 9 4))
positiv 196 23 (11,7) 0,005
Tumor zellproliferation
niedrig (<563,3%) 207 11 (5,3)
hoch (3 53,3%) 211 21 (10,0 0,07

oT4: nur funf Tumoren; bG1: nur ein Tumor
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3.1.34 erbB-2-Expression und histopathologische Parameter

Fur erbB-2 ergab die statistische Auswertung eine hochsignifikante Korrelation mit der
Tumorhistologie nach der Laurén- und der WHO-Klassifikation (Tab. 7). Wahrend
14,1% der sog. intestinalen Tumoren (n=37) eine erbB-2-Expression aufwiesen, lield
sich diese nur bel 2,6% (n=3) der diffusen Karzinome nachweisen. Von den 42
Tumoren mit erbB-2-Expression gehorten 73,9% zur Gruppe der Adenokarzinome vom
papillaren oder tubuldren Typ der WHO-Klassifikation, wéhrend nur 2,7% der
siegelringzelligen und 7,4% der undifferenzierten Karzinome eine erbB-2-Expression
aufwiesen (p<0,003).

Keine statistische signifikante Korrelation fand sich mit der pT-Kategorie, der pN-
Kategorie, dem Differenzierungsgrad sowie der Blut- oder Lymphgefaldinvasion.
Hinsichtlich der Proliferationsaktivitédt der Tumoren lief3 sich keine signifikante
Korrelation mit der erbB-2-Expression nachweisen.
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Tabelle 7: Korrelation der erbB-2-Expression mit histopathologischen Parametern

(n) erbB-2-positiv (%) p-Wert
Laurén-Klassifikation
intestinal 262 37 (14,1)
diffus 115 3 (26 0,002
gemischt 36 2 (506)
WHO-K lassifikation
Adenokarzinome
papillér 37 8 (21,6)
tubulér 162 23 (14,2 0,003
muzinds 34 3 (88
Siegelring 112 3 (27
undifferenziert 68 5 (7,4
Differenzierungsgrad
G1biG2 111 17 (15,3)
G3 226 19 (84) 0,11
G4 76 6 (7.9
pT-Kategorie
pT1l 95 6 (63
pT2 187 21 (11,2 0,37
pT3/4a 131 15 (115)
pN-K ategorie
nodal -negativ 186 20 (10,8
nodal-positiv 227 22 (97 0,72
Blutgefallinvasion
negativ 313 28 (8)9)
positiv 100 14 (14,0) 0,15
Lymphgefallinvasion
negativ 217 18 (8,3
positiv 196 24 (12,2 0,19
Tumor zellproliferation
niedrig (<563,3%) 207 15 (7,2
hoch (3 53,3%) 211 27 (12,8) 0,06

oT4: nur funf Tumoren; bG1: nur ein Tumor
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314

3141

Prognostischer Einfluf3

Prognostischer Einlul® der EGF-Expression

Die univariate Analyse der postoperativen Uberlebenszeiten ergab, daRd Patienten mit

EGF-positiven Magenkarzinomen eine signifikant schlechtere Prognose aufwiesen, als

Patienten mit EGF-negativen Tumoren (p<0,001; Abb. 8).
In einer multivariaten Anayse unter Einschlu3 der Parameter pT-Kategorie, pN-
Kategorie sowie Blut- und Lymphgefaliinvasion konnte dieser prognostische Einflul3

der EGF-Expression aus der univariaten Analyse jedoch nicht as unabhangig bestétigt

werden (p<0,16).
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Abb. 8: Uberlebenskurven von Magenkarzinompatienten mit EGF-positiven und EGF-

negativen Tumoren (Log-rank-Test: p<0,001).
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3.1.4.2 Prognostischer Einfluld der TGFa-Expression

Bei der Analyse der Uberlebenszeiten konnte fur die TGFa-Expression bereits in der
univariaten Anayse ein Einfluld auf die Prognose der Magenkarzinompatienten nicht
nachgewiesen werden (p<0,61; Abb. 9). Dies galt auch bei separater Analyse der
einzelnen Untergruppen der pT- und pN-Kategorie sowie der Laurén-Klassifikation.
Auch bei separater Analyse verschiedener cut-points der TGFa-Expression (10%, 20%,
bis zu 90%) lief¥en sich statistisch signifikante Unterschiede der Uberlebenszeiten nicht

nachwei sen.
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80 -
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TGFa - negativ (n = 280)

Uberleben (%)

40 Tl === |
TGFa - positiv (n = 133)
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p = 0.61
| | | | |
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Zeit (Jahre)
Abb. 9: Uberlebenskurven von Magenkarzinompatienten mit TGFa-positiven und

TGFa-negativen Tumoren (Log-rank-Test: p<0,61).
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3143

Prognostischer Einfluf3 der EGF-R-Expression

Auch fir die EGF-R-Expression lief? sich ein Einflul? auf die Prognose nicht nachweisen

(p<0,52; Abb. 10). Dies galt auch fur die separate Anayse von Patientensubgruppen

gemald der pT- und pN-Kategorie sowie der Laurén-Klassifikation. Auch bel Anayse

unterschiedlicher cut-points der EGF-R-Expression fand sich kein prognostischer
Einflui3.
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Abb. 10: Uberlebenskurven von Magenkarzinompatienten mit EGF-R-positiven und
EGF-R-negativen Tumoren (Log-rank-Test: p<0,515).
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3.1.44 Prognostischer Einflufd der erbB-2-Expression

In der univariaten Analyse der Uberlebenszeiten konnte ein signifikanter Einflul der
erbB-2-Expression auf die Prognose der Patienten nachgewiesen werden (p<0,04)
indem Patienten mit erbB-2-positiven Tumoren eine signifikant schlechtere Prognose
aufwiesen als solche mit erbB-2-negativen Tumoren (Abb. 11). Bei der zusétzlich
durchgefuihrten multivariaten Analyse unter Einschlul? der Prognoseparameter pT-
Kategorie, pN-Kategorie sowie Blut- und Lymphgefaliinvasion lief3 sich fir die erbB-2-
Expression jedoch eine statistische Signifikanz nicht mehr verifizieren (p=0,37).
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5 40 7
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Abb. 11: Uberlebenskurven von Magenkarzinompatienten mit erbB-2-positiven und
erbB-2-negativen Tumoren (Log-rank-Test: p<0,04).
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3.1.45 Prognostischer Einfluld der Koexpression von EGF, TGFa und EGF-R

Eine gemeinsame Expression von EGF, TGFa und dem Rezeptor EGF-R war lediglich
in 11 der 413 untersuchten Tumoren (2,7%) nachweisbar. Wéhrend jedoch noch 95 Tu-
moren (23,0%) EGF- oder TGFa-positiv waren bei gleichzeitigem Fehlen der EGF-R-
Expression, zeigten nur 47 Tumoren (11,4%) eine Koexpression von EGF und TGFa
bei gleichzeitiger Negativitét fur EGF-R. Beim Vergleich der Koexpression von Wachs-
tumsfaktoren und gemeinsamen Rezeptor waren 239 Tumoren (57,9%) komplett nega-
tiv fur EGF, TGFa und EGF-R. Ein signifikanter prognostischer Unterschied fand sich
jedoch fur keine dieser Gruppen. So betrugen die 5-Jahres-Uberlebensraten der Tu-
moren, die komplett negativ waren fur EGF, TGFa und EGF-R 46,4% im Vergleich zu
40,8% fur Patienten, deren Tumoren eine Expression des epidermalen Wachs
tumsfaktors aufwiesen und/oder EGF- oder TGFa-positiv waren. Fur eine statistische
Analyse war eine weitere Unterteilung dieser Gruppe hinsichtlich der EGFR-

Expression wegen der geringen Fallzahlen in den Untergruppen nicht mehr mdglich.
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4 Diskussion

Die Expression von Wachstumsfaktoren und ihrer Rezeptoren wurde in den letzten
Jahren bel einer Vielzahl humaner maligner Tumoren hinsichtlich ihres Einfluld auf die
Tumorzellbiologie sowie einer moglichen prognostischen Bedeutung untersucht (Tab. 1
und 2). In der vorliegenden Untersuchung war die Expression des epidermaen Wachs
tumsfaktors (EGF) sowohl mit einer stérkeren Tumorzellproliferation als auch mit einer
fortgeschritteneren Invasionstiefe der Tumoren korreliert. Dies best&igt die bislang vor-
liegenden Untersuchungen an kleineren Tumorserien (Yonemura et al., 1989; Tahara et
al., 1986). Wahrend sich mit dem Nachweis der Blut- oder LymphgeféRinvasion eben-
falls eine positive Korrelation mit der EGF-Expression nachweisen lief3, fand sich zum
Lymphknotenbefall keine Beziehung.

Hinsichtlich der Tumorhistiologie zeigten driisig gewachsene Tumoren vom Intestinal-
typ bzw. papilldre und tubuldre Adenokarzinome hoch signifikant haufiger eine EGF-
Expression. Auch hinsichtlich des Differenzierungsgrades fand sich signifikant haufiger
eine EGF-Expression bei hoch bzw. méaliig differenzierten Tumoren. Diese Befunde
bestdtigen ebenfalls Ergebnisse friherer Untersuchungen an kleineren Tumor-
kollektiven (Muller und Borchard 1992; Nasim et al., 1992), und unterstiitzen
experimentelle Untersuchungen, die auf eine Bedeutung der Wachstumsfaktoren fur die
Zelladhasion hinweisen (Anklesaria et al., 1990).

Bezliglich der postoperativen Prognose scheint die Korrelation mit rascherer Wand-
infiltration und haufigeren Gefal3einbriichen auf ein aggressiveres Wachstumsverhalten
der Tumoren hinzuweisen. So liefd sich auch in der univariaten Analyse ein ungunstiger
prognostischer Einfluld fur die EGF-Expression nachweisen. Allerdings konnte dieser
Einfluf3 in der multivariaten Analyse unter Einschlul® der bekannten Prognoseparameter
des pTNM-Systems und der Gefalinvasion nicht verifiziert werden. Vergleicht man
hierzu die Ubrigen zum Magenkarzinom vorliegenden Daten (Tab. 8), so findet sich
auch dort univariat ein Einfluf? auf die Prognose. Diese Befunde veranlal3ten Tahara und
Mitarbeiter (1986) zu der Hypothese, dal3 es sich bel der EGF-Expression beim Magen-
karzinom um einen biologischen Marker handelt, der auf eine hohere Malignitét der

Tumoren hinweist. Allerdings wurde bei keiner dieser Untersuchungen eine multivariate
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Analyse durchgefihrt. Dartiber hinaus konnte in einzelnen Arbeiten lediglich fir eine
Koexpression von EGF und EGF-R ein prognostischer Einflufd nachgewiesen werden
(Yonemuraet al., 1991b).

Fur die TGFa-Expression konnte in der vorliegenden Untersuchung ebenfalls eine
hochsignifikante Korrelation sowohl mit dem histologischen Typ gemal3 der WHO- und
der Laurén-Klassifikation als auch mit dem Grad der Differenzierung nachgewiesen
werden, die wiederum as Hinweis auf eine Rolle der Wachstumsfaktoren bei der Zell-
adhasion gewertet werden kann. Im Gegensatz dazu fand sich keine Korrelation mit den
bekannten Prognoseparametern des TNM-Systems. Ein Einflul3 auf die Prognose konnte
in der vorliegenden Untersuchung fur die TGFa-Expression nicht nachgewiesen wer-
den. Dies bestétigt Ergebnisse einer friheren Untersuchung (Mdller und Borchard
1991), wahrend Yonemura und Mitarbeiter (1992) univariat einen ungunstigen
prognostischen Einfluld der TGFa-Expression nachweisen konnten, eine multivariate
Analyse wurde jedoch nicht durchgefihrt.

Im Gegensatz zu EGF und TGFa war die Expression von EGF-R sowohl mit der Blut-
und Lymphgeféfinvasion as auch mit zunehmender pT-Kategorie korreliert, jedoch
nicht mit dem histologischen Tumortyp. Diese Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung
mit den bislang vorliegenden Untersuchungen kleinerer Tumorserien (Yonemura et al.,
1989, 1992; Hirono et al., 1995). Auch fur die EGF-R-Expression lief3 sich bereitsin der
univariaten Analyse ein Einflul? auf die Prognose nicht nachweisen. Dieser Befund wird
auch durch andere Untersuchungen bestédtigt (MUller et al., 1991; Lee et a., 1994;
Hirono et al., 1995), wahrend lediglich zwei dltere Untersuchungen an kleineren Tumor-
serien univariat eine prognostische Bedeutung fur EGF-R nachweisen konnten
(Yonemura et al., 1992; He et al., 1994). Kirzlich ist eine weitere Untersuchung
erschienen, die fur die EGF-R-Expression bel mexikanischen Magenkarzinompatienten
zumindest in der univariaten Analyse eine ungunstige prognostische Bedeutung auf-
zeigen konnte (Gamboa-Dominguez et al., 2004). Allerdings wurden auch hier lediglich
89 Tumoren untersucht, die Mehrzahl davon weit fortgeschritten, teilweise lagen auch
bereits Fernmetastasen oder eine sog. R1-Resektion, aso keine vollstandige operative
Tumorentfernung, vor. Daher lasst sich ein prognostischer Einflufd eines untersuchten

Parameters hier nur eingeschréankt beurteilen.
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Mit Hinblick auf das Modell der sog. autokrinen Stimulation der Tumorzellen wére ein
aggressiveres Wachstum oder eine unguinstigere Prognose fur digjenigen Tumoren zu
erwarten, die eine gemeinsame Expression von Wachstumsfaktoren und entsprechen-
dem Rezeptor aufweisen. In der vorliegenden Untersuchung an 413 Magenkarzinomen
waren fast zwei Drittel der Tumoren (57,9%) komplett negativ sowohl fur EGF, TGFa
als auch fur EGF-R. Im Gegensatz dazu konnte eine gemeinsame Expression von EGF,
TGFa und EGF-R lediglich bei 11 Tumoren (2,7%) nachgewiesen werden, ohne dal3
sich signifikante Unterschiede in den 5-Jahres-Uberlebensraten zu den Patienten mit
negativen Tumoren fanden. Auch die verschiedenen Untergruppen mit Expression von
EGF oder TGFa bei gleichzeitigem Nachweis oder gleichzeitigen Fehlen der EGF-R-
Expression zeigten keine Unterschiede in den postoperativen Uberlebenszeiten. Da je-
doch insgesamt nur bei ca. 10% der 413 untersuchten Tumoren eine EGF-R-Expression
nachweisbar war, lield sich eine statistisch sinnvolle separate Analyse sowohl hin-
sichtlich der pT- und der pN-Kategorie als auch der Laurén-Klassifikation wegen der
geringen Fallzahlen in den Untergruppen nicht durchfiihren. Von den wenigen ver-
gleichbaren Untersuchungen zum Magenkarzinom an kleineren Tumorserien konnte
lediglich von Y onemura (1991) univariat ein unginstiger Einfluld der Koexpression von
EGF und EGF-R auf die Prognose gezeigt werden. Allerdings muf3 in diesem Zu-
sammenhang auch darauf hingewiesen werden, dal3 diese Untersuchungen, die den
Grofdeil der bisang zu dieser Problematik erschienenden Literatur beim Magen-
karzinom ausmachen, in weiten Teilen an identischen Tumorserien mehrfach publiziert
wurden (Yonemura et a., 1989; 1991b; 1992; 1995).

Zusammenfassend konnten in der vorliegenden Untersuchung bel 413 Magenkarzi-
nomen keine Hinweise auf einen Wachstumsvorteil der Tumorzellen durch ene
Expression von EGF, TGFa und EGF-R gefunden werden. Eine Koexpression von
Wachstumsfaktoren und ihrer Rezeptoren im Sinne einer autokrinen Stimulation scheint
beim Magenkarzinom keine Rolle fir die Tumorprogression zu spielen. Dartiber hinaus
a3t sich festhalten, dal3 nach den vorliegenden Ergebnissen der Nachwels einer
Expression bestimmter Wachstumsfaktoren wie EGF und TGFa oder deren Rezeptor
EGF-R beim Magenkarzinom keine prognostische Bedeutung hat.
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Tabelle 8: Prognostische Bedeutung der Expression von Wachstumsfaktoren und
Rezeptoren beim Magenkarzinom

Prognostische Bedeutung

Literatur [n] univariat multivariat
EGF

Taharaet al., 1986 81 + n.u.
Yonemuraet a., 1991 157 + n.u.
Mdller et al., 1991 120 - -
Heeta., 1994 104 + n.u.
vorliegende Unter suchung 413 + -
TGFa

Mdller et al., 1991 120 - -
Yonemuraet a., 1992 167 + n.u.
vor liegende Unter suchung 413 - -
EGF-R

Yonemuraet al., 1992 167 + n.u.
Mdller et al., 1991 120 - -
Heetd., 1994 104 + n.u.
Leeet al, 1994 56 - n.u.
Hirono et al., 1995 103 - n.u.
Sanz-Ortega et a., 2000 143 - -
Garciaet a., 2003 63 - n.u.
Gamboa-Dominguez et a., 2004 89 + -
vor liegende Unter suchung 413 - -

n.u.: nicht untersucht; *nur Stadium 111 und IV;

Das Onkogen erbB-2 kodiert eine trunkierte Form des EGF-Rezeptors, ohne dal3 bereits
ein spezifischer Ligand gefunden werden konnte. Insbesondere beim Mammakarzinom
scheint ein ungunstiger prognostischer Einflul fur die erbB-2-Expression gesichert zu
sein (fur einen ausfuhrlichen Literaturiberblick vgl. hierzu auch Revillion et a., 1998;
Ross und Fletcher 1999). Dartiber hinaus hat in jingster Zeit beim Mammakarzinom der
Nachweis der erbB-2-Expression auch therapeutische Konsegquenzen erlangt, da Anti-
korper gegen das erbB-2-Protein (Herzeptin; Fa. Dako) in die Therapie des fort-

geschritten metastasi erten Mammakarzinoms eingeftihrt wurden.
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Hinsichtlich der erbB-2-Expression in Magenkarzinomen liegen verschiedene Unter-
suchungen vor, deren Ergebnisse jedoch nur zum Teil miteinander vergleichbar sind. So
variiert der Prozentsatz der Magenkarzinome mit erbB-2-Expression zwischen 9% und
14% (Hilton und West 1992; Mizutani et al., 1993; Jain et a., 1991, Yonemura et al.,
1991c, d) Uber 25% bis hin zu 38% der untersuchten Tumoren (Lee et al., 1994; Jaehne
et a., 1992b; Ohguri et al., 1993). In der vorliegenden Arbeit konnte bel deutlicher
intra- und intertumoraler Heterogenitdt in 42 der 413 untersuchten Magenkarzinome
(11,6%) eine membrantse erbB-2-Expression nachgewiesen werden. Diese unterschied-
liche erbB-2-Expression in verschiedenen Tumorserien ist am ehesten auf die Ver-
wendung unterschiedlicher Antikorper und die Interpretation der Féarbeergebnisse
zurlckzufihren (Kay et al., 1994). So ist schon seit [angerem bekannt, dal? verschiedene
Antikorper abhangig von der Fixierung des Gewebes und der Vorbehandlung der
Schnitte unterschiedliche Férbeergebnisse erzielen. Der in der vorliegenden Untersu-
chung verwendete Antikdrper CB11, der auch als einer der beiden Antikorper des
amerikanischen Clinical Trial Assay als Referenzantikorper fur den im HercepTest der
Firma Dako verwendeten polyklonalen Herzeptin-Antikorper diente, hat sich dies-
beztglich in mehreren Vergleichsarbeiten a's ein besonders zuverléssiger Antikorper fur
den membrandsen Nachwels der erbB-2-Expression herausgestellt (Singleton et al.,
1992; Penault-Llorcaet al., 1994).

Korreliert man die Ergebnisse mit der Tumorhistologie, so waren driisig gewachsene
Tumoren vom Intestinaltyp nach Laurén und papilldre und tubuldre Adenokarzinome
gemal? der WHO-Klassifikation hochsignifikant haufiger erbB-2-positiv als diffuse oder
siegelringzellige Karzinome. Diese Préferenz des intestinalen Typs der Laurén-Klassi-
fikation wird ebenfalls in anderen Arbeiten aus der Literatur bestétigt, die im wesent-
lichen nur in einzelnen diffusen Karzinomen eine erbB-2-Expression nachweisen
konnten (Jain et al., 1991; Hilton und West 1992; Mizutani et al., 1993; Jaehne et a.,
1992), und konnte auf eine unterschiedliche Rolle des erbB-2-Onkogens bei der Tumor-
entwicklung dieser histogenetisch unterschiedlichen Tumortypen hinweisen.
Hinsichtlich der bekannten Prognoseparameter des pTNM-Systems und der Blut- und
Lymphgefallinvasion konnten wir in der vorliegenden Untersuchung keine Korrelation
mit der erbB-2-Expression nachweisen. Obwohl diese Befunde von anderen Arbeiten
bestétigt werden (Ohguri et al., 1993; Jain et a., 1991), liegen auch einzelne Unter-
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suchungen vor, die eine Korrelation der erbB-2-Expression mit der Serosainfiltration
und Peritonealkarzinose bzw. dem Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen fanden
(Mizutani et al., 1993; Yonemuraet al., 1991; Jaehne et al., 1992).

BezUglich der prognostischen Bedeutung konnten in der vorliegenden Untersuchung
univariat signifikant kiirzere Uberlebenszeiten fur Patienten mit erbB-2-positiven
Tumoren nachgewiesen werden. In der multivariaten Analyse unter Einschluf3 der be-
kannten Prognoseparameter des pTNM-Systems und der Blut- und Lymphgefaliinvasion
lief3 sich dieser prognostische Einfluld allerdings nicht bestétigen. Die in der Literatur
bislang zum Magenkarzinom vorliegenden Ergebnisse anderer Untersuchungen sind
hierzu auf3erordentlich widerspruchlich. Wahrend einzelne Autoren auch an grofieren
Tumorserien bereits in der univariaten Analyse keinen prognostischen Einfluf3 der erbB-
2-Expression nachweisen konnten, lief3 sich in zahlreichen Untersuchungen ebenfalls an
grof3eren Tumorserien ein ungunstiger Einflufd auf die Prognose zeigen (Tab. 9).

Noch deutlicher werden die Widerspriiche beim Vergleich der bislang vorliegenden
multivariaten Analysen (Tab. 9). Bislang liegen hierzu nur drel Arbeiten vor, die einen
prognostischen Einflu® auch multivariat bestétigen konnten. Wahrend jedoch in einer
Untersuchung an 189 Tumoren einmal ein ungunstiger Einflufd der erbB-2-Expression
nachgewiesen werden konnte (Yonemura et a., 1991), fand sich in einer anderen Unter-
suchung an 93 Tumoren ein gunstiger prognostischer Einflul (Jain et al., 1991).
Darliber hinaus liegt lediglich eine weitere Untersuchung an 139 kurativ resezierten
Magenkarzinomen vor, in der die Autoren die erbB-2-Expression auch multivariat
bestadtigen konnten (Allgayer et a., 2000). Allerdings betrug der Wert der Irrtums-
wahrscheinlichkeit p lediglich 0,049 mit einem Konfidenzintervall beginnend bei 1,08,
so dass hier mehr von einem statistischen Trend gesprochen werden sollte. Darlber
hinaus waren in der genannten Untersuchung lediglich 15 Tumoren (10,8%) komplett
negativ fur erbB2, 53 Tumoren (38,1%) zeigten eine Expression in weniger als 30% der
Tumorzellen wahrend 81 der untersuchten Magenkarzinome (58,3%) eine mittlere oder

starke Expression in mehr as 30% der Tumorzellen aufwiesen.
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Tabelle 9: Prognostische Bedeutung der erbB-2-Expression beim Magenkarzinom

Prognostische Bedeutung

Literatur [n] univariat multivariat
Yonemuraet a., 1991 189 +() +()
Jainetal., 1991 93 +(-) +(-)
Hilton et a., 1992 87 - n.u.
Jeehne et al., 1992 48 -1 -
Noguchi et a., 1993 89 - -
Mizutani et al., 1993 90 +()? n.u.
Ohguri et al., 1993 136 - -
Uchino et a., 1993 108 +() n.u.
Kimet al., 1994 104° - n.u.
Leeet a., 1996 225 - n.u.
Webb et al., 1996 160 - n.u.
Shun et al., 1997 112 +() n.u.
Yonemuraet al., 1998 1574 +() n.u.
Gurel et al., 1999 55 - n.u.
Nakgjimaet a., 1999 128 +() -
Daneri et al., 2000 137 - -
Sanz-Ortega et a., 2000 143 - -
Allgayer et al., 2000 139 +() +()
Oshimaet al., 2001 82 - n.u.
Pinto-de-Sousaet al., 2002 157 +() n.u.
Leeet a., 2003 329 - -
Garciaet d., 2003 63 +() n.u.
vorliegende Untersuchung 413 +() -

n.u.: nicht untersucht; (-): bessere Prognose; (7): schlechtere Prognose; *nur im

Stadium 111 u. IV (n=20): + (7); %nur bei Frihkarzinomen; *nur Stadium-111-Tumoren;

“nur “poorly differentiated” - Tumoren;
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In der vorliegenden Untersuchung an 413 Magenkarzinomen konnte in der multi-
variaten Analyse keine prognostische Bedeutung der erbB-2-Expression nachgewiesen
werden. Als Ursache fur diese unterschiedlichen Ergebnisse muf3 in erster Linie die
Verwendung verschiedener polyklonaler Antikorper in den beiden erstgenannten Unter-
suchungen (Yonemura et al., 1991; Jain et a., 1991) diskutiert werden. Dartber hinaus
wurde in diesen Untersuchungen teilweise auch nicht zwischen membrandser und zyto-
plasmatischer Expression der Tumorzellen unterschieden. Letzteres gilt auch fur die
Untersuchung von Allgayer et al. (2000), bei der ein monoklonaler Antikorper (3B5)
verwendet wurde, fir den eine geringere Spezifitdt im Vergleich zu dem in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Antikorper CB11 gezeigt werden konnte (Singleton et
al., 1992; Penault-Llorca et al., 1994). Diese Unterschiede in der Spezifitdt konnten
auch einer der Grunde fur den hohen Anteil (90%) erbB-2-positiver Tumoren in der
Arbeit von Allgayer und Mitarbeitern (2000) sein, wobei sich in jener Untersuchung
auch keine prognostischen Unterschiede nachweisen lief}en zwischen Tumoren mit
geringer oder fehlender erbB-2-Expression. Daher kénnen diese Untersuchungen mit
Blick auf eine mogliche prognostische Bedeutung der erbB-2-Expression allenfalls nur
sehr bedingt miteinander verglichen werden. Allerdings mul3 gerade im Hinblick auf die
kirzlich bei Mammakarzinomen eingefihrte erbB-2-Antikorper-therapie auch beim
Magenkarzinom ein standardisierter immunhistochemischer Nachweis der erbB-2-
Expression, ahnlich dem HercepTest beim Mammakarzinom, gefordert werden.

Zusammenfassend &3t sich nach den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung
festhalten, dal3 die erbB-2-Expression beim Magenkarzinom hochsignifikant mit dem
Intestinaltyp nach Laurén bzw. mit dem papilldren oder tubuldren Typ gemald der
WHO-K lassifikation assoziiert ist. Diese Préferenz des intestinalen Typs der Laurén-
Klassifikation, die auch in anderen Arbeiten aus der Literatur bestétigt wird, kénnte
maoglicherweise auf eine unterschiedliche Rolle des erbB-2-Onkogens bei der Tumor-
entwicklung dieser histogenetisch unterschiedlichen Tumortypen hinweisen. Insgesamt
stellt die immunhistochemisch nachweisbare Expression von erbB-2 beim Magen-
karzinom jedoch ein eher seltenes Ereignis dar, das auch schon in frilhen Tumorstadien
bzw. Frihkarzinomen nachgewiesen weden kann. Vor dem Hintergrund dieser ins-
gesamt nur geringen Rate erbB-2-positiver Tumoren, bei denen Gberwiegend auch nur

eine Minderzahl der Tumorzellen eine erbB-2-Expression zeigt, erscheint die Wirksam-
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keit einer moglichen Antikorpertherapie gegen das erbB-2-Protein, wie sie Eingang in
die Chemotherapie des Mammakarzinoms gefunden hat, zumindest fraglich.

Dariliber hinaus scheint nach den vorliegenden Ergebnissen, der erbB-2-Expression bei
Magenkarzinompatienten keine Bedeutung as zusétzlicher Prognoseparameter zum

TNM-System zuzukommen.
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5 Zusammenfassung

Die Beurteilung der Prognose von Magenkarzinompatienten erfolgt heute allgemein
anerkannt auf der Basis des TNM-Systems unter Einbeziehung des R-Status. Allerdings
hat nicht jeder Patient eines bestimmten Tumorstadiums tatsachlich auch die gleiche
Chance zu Uberleben. Dies hat zu einer Vielzahl von Ansdtzen geflhrt, zusétzliche
Prognosefaktoren zu etablieren, jeweils mit dem Ziel, sowohl eine zunehmend préazisere
und individuellere Prognoseabschétzung zu erreichen as auch Hochrisikopatienten zu
identifizieren, die von neuen adjuvanten Therapieansdtzen profitieren konnten.
Wesentliches Ziel der vorliegenden Untersuchung war es daher an einer Serie von 418
kurativ resezierten Magenkarzinomen verschiedene molekulare Parameter hinsichtlich
ihrer prognostischen Bedeutung zu untersuchen und in einer multivariaten Analyse mit
den etablierten Prognoseparametern des TNM-Systems unter Einschluf3 der Blut- und
Lymphgefaliinvasion zu vergleichen.

In der vorliegenden Arbeit war fur alle untersuchten Faktoren (EGF, TGFa, EGF-R,
erbB-2) jeweils eine ausgepragte inter- und intratumorale Heterogenitét der Expression
nachweisbar. So waren 21,5% der Tumoren positiv fir EGF und 37% positiv fir TGFa,
jedoch nur bei 8,5% lief} sich eine Expression von EGF-R nachweisen. Eine erbB-2-
Expression wiesen ebenfals lediglich 10,2% der Tumoren auf. Hinsichtlich der
Korrelation mit histopathologischen Parametern waren EGF und TGFa signifikant
sowohl mit einem drisigen Wachstumsmuster und hohem Differenzierungsgrad als
auch mit fortgeschrittener Wandinfiltration der Tumoren und einer Geféllinvasion
korreliert. Keine Korrelation fand sich mit dem Nachweis einer Lymphknoten-
metastasierung. Die EGF-R-Expression war lediglich mit dem Nachweis einer Gefal3-
invasion assoziiert, nicht jedoch mit den Ubrigen histopathol ogischen Parametern. Auch
die Expression von erbB-2 war hochsignifikant korreliert mit einem drisigen Wachs-
tumsmuster wahrend sich mit den anderen untersuchten histopathol ogischen Parametern
keine Korrelation nachweisen liel3. Hinsichtlich der Proliferationsaktivitét fand sich fur
ale vier untersuchten molekularen Marker eine Assoziation der Expression mit einer
hohen Proliferationsaktivitét der Tumoren. Diese erreichte jedoch lediglich fur EGF
statistische Signifikanz. Eine gemeinsame Expression von EGF, TGFa und EGF-R fand
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sich nur bei 11 Tumoren (2,7%), eine gemeinsame Expression einer der beiden Wachs-
tumsfaktoren EGF oder TGFa und des Rezeptors EGF-R lediglich bei 47 Tumoren
(11,4%), so dald dem Phanomen einer autokrinen Wachtumsstimulation der Tumor-
zellen beim Magenkarzinom, wenn Uberhaupt, nur eine untergeordnete Bedeutung fur
das Fortschreiten und die Prognose der Tumoren zuzukommen scheint.

Bezlglich der Prognose lief3 sich sowohl fir die EGF- as auch fur die erbB-2-
Expression in der univariaten Analyse ein ungunstiger prognostischer Einflufd
nachweisen, der in der multivariaten Analyse unter Einschluf3 der etablierten Prognose-
faktoren des pTNM-Systems und der Gefélinvasion jedoch nicht mehr verifiziert
werden konnte.

Zusammenfassend &3t sich nach den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung
festhalten, dald die erbB-2-Expression ebenso wie die Expression von Wachstums-
faktoren beim Magenkarzinom hochsignifikant mit dem Intestinaltyp nach Laurén bzw.
mit dem papillaren oder tubuldren Typ gemald der WHO-Klassifikation assoziiert ist.
Diese Préferenz des intestinalen Typs der Laurén-Klassifikation konnte auf eine unter-
schiedliche Rolle des erbB-2-Onkogens bei der Tumorentwicklung dieser unterschied-
lichen Tumortypen hinweisen. Insgesamt stellt die immunhistochemisch nachweisbare
Expression von erbB-2 beim Magenkarzinom jedoch ein eher seltenes Ereignis dar.
Dartber hinaus scheint nach den vorliegenden Ergebnissen, weder der erbB-2-
Expression noch der von EGF, TGFa oder EGF-R bei Magenkarzinompatienten eine

Bedeutung al's zusétzlicher Prognoseparameter zum TNM-System zuzukommen.
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7 Abktrzungen

ABC-Komplex
BSA

BVI

EGF

EGF-R

LVI

n.u.

PBS

TGFa

WHO

Avidin-Biotin-Peroxidase-K omplex
Rinderserum-Albumin

Blutgefédinvasion

epidermaler Wachstumsfaktor

epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor
Lymphgefallinvasion

nicht untersucht

Phosphatpuffer (,, phosphate buffered saline®)
transformierender Wachstumsfaktor alpha
Weltgesundheitsorganisation
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Abstract

10 Abstract

Die Beurteilung der Prognose von Magenkarzinompatienten erfol gt heute allgemein
anerkannt auf der Basis des TNM-Systems unter Einbeziehung des R-Status. Allerdings
hat nicht jeder Patient eines bestimmten Tumorstadiums tatsachlich auch die gleiche
Chance zu Uberleben. Dies hat zu einer Vielzahl von Ansétzen gefihrt, zusétzliche
Prognosefaktoren zu etablieren, jeweils mit dem Ziel, sowohl eine zunehmend prézisere
und individuellere Prognoseabschétzung zu erreichen als auch Hochrisikopatienten zu
identifizieren, die von neuen adjuvanten Therapieansétzen profitieren konnten.
Wesentliches Ziel der vorliegenden Untersuchung war es daher an einer Serie von 418
kurativ resezierten Magenkarzinomen molekulare Parameter hinsichtlich ihrer

prognosti schen Bedeutung zu untersuchen und in einer multivariaten Analyse mit den
etablierten Prognoseparametern des TNM-Systems.

In der vorliegenden Arbeit war fur alle untersuchten Faktoren (EGF, TGFa, EGF-R,
erbB-2) jeweils eine ausgepragte inter- und intratumorale Heterogenitét der Expression
nachweisbar. So waren 21,5% der Tumoren positiv fur EGF und 37% positiv fur TGFa,
jedoch nur bei 8,5% lief3 sich eine Expression von EGF-R nachweisen. Eine erbB-2-
Expression wiesen ebenfalls lediglich 10,2% der Tumoren auf. Hinsichtlich der
Korrelation mit histopathol ogischen Parametern waren EGF und TGFa signifikant
sowohl mit einem driisigen Wachs-tumsmuster und hohen Differenzierungsgrad als
auch mit fortgeschrittener Wandinfiltration der Tumoren und einer Geféinvasion
korreliert. Keine Korrelation fand sich mit dem Nachweis einer Lymphknoten-
metastasierung. Die EGF-R-Expression war lediglich mit dem Nachweis einer Gefal
invasion assoziiert, nicht jedoch mit den tbrigen histopathol ogischen Parametern. Auch
die Expression von erbB-2 war hochsignifikant korreliert mit einem driisigen Wachs-
tumsmuster wahrend sich mit den anderen untersuchten histopathol ogischen Parametern
keine Korrelation nachweisen lief3. Hinsichtlich der Proliferationsaktivitét fand sich fur
alle vier untersuchten molekularen Marker eine Assoziation der Expression mit einer
hohen Proliferationsaktivitét der Tumoren. Diese erreichte jedoch lediglich fur EGF
statis-tische Signifikanz. Eine gemeinsame Expression von EGF, TGFa und EGF-R
fand sich nur bel 11 Tumoren (2,7%), eine gemeinsame Expression einer der beiden
Wachstumsfaktoren EGF oder TGFa und des Rezeptors EGF-R lediglich bei 47
Tumoren (11,4%), so dal3 dem Phadnomen einer autokrinen Wachtumsstimulation der
Tumorzellen beim Magenkarzinom, wenn Uberhaupt, nur eine untergeordnete Bedeu-
tung fur das Fortschreiten und die Prognose der Tumoren zuzukommen scheint.
Bezlglich der Prognose lief3 sich sowohl fir die EGF- als auch fir die erbB-2-
Expression in der univariaten Analyse ein unguinstiger prognostischer Einflufd nachwel-
sen, der in der multivariaten Analyse unter Einschluf3 der etablierten Prognosefaktoren
des pTNM-Systems jedoch nicht mehr verifiziert werden konnte.

Zusammenfassend 183t sich nach den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung
festhalten, dal3 die erbB-2-Expression ebenso wie die Expression von Wachstums-
faktoren beim Magen-karzinom hochsignifikant mit dem Intestinaltyp nach Laurén bzw.
mit dem papilléren oder tubuléren Typ gemal3 der WHO-K lassifikation assoziiert ist.
Diese Praferenz des intestinalen Typs der Laurén-Klassifikation kdnnte auf eine unter-
schiedliche Rolle des erbB-2-Onkogens bei der Tumorentwicklung dieser unterschied-
lichen Tumortypen hinweisen. Insgesamt stellt die immunhistochemisch nachweisbare
Expression von erbB-2 beim Magenkarzinom jedoch ein eher seltenes Ereignis dar.
Dariiber hinaus scheint nach den vorliegenden Ergebnissen, weder der erbB-2-
Expression noch der von EGF, TGFa oder EGF-R bel Magenkarzinompatienten eine
Bedeutung al's zusétzlicher Prognoseparameter zum TNM-System zuzukommen.
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