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1 Einleitung

1.1.1 Bedeutung von Krebserkrankungen

In The Hallmarks of Cancer beschrieben Hanahan und Weinberg im Jahr 2000 sechs
zellphysiologische Veranderungen, die malignes Wachstum auszeichnen. Dazu
gehoren: Wachstumssignalautonomie, Unempfindlichkeit gegenuber
wachstumshemmenden Signalen, Umgehung des programmierten Zelltods,
Angiogenese, Fahigkeiten des invasiven Wachstums mit Metastasierung und
unbegrenztes Wachstumspotential (1). EIf Jahre spater wurden die Hallmarks von
sechs auf zehn erweitert. Es wurden die Dysregulation des Stoffwechsels, die
Immunevasion, die genomische Instabilitat und die  tumorférdernde

Entzindungsreaktion hinzugefugt (2).

Etwa jeder zweite Mann und jede zweite Frau erkranken im Laufe ihres Lebens an
Krebs (3). In Deutschland werden im Jahr 2020 etwa 519.000 Menschen neu an Krebs
erkrankt sein (3, 4). Absolut hat sich die Inzidenz seit den 70er Jahren nahezu
verdoppelt und es ist mit einem weiteren Anstieg um mindestens 20 % bis 2030 zu
rechnen. Dieser Anstieg ist vor allem auf die steigende Lebenserwartung und die
wachsende Zahl alterer Menschen zurlckzufiuhren (3, 4). Die Zahl der Sterbefalle ist
im selben Zeitraum nur geringfligig angestiegen bis rucklaufig. Verstarben 1980 noch
uber zwei Drittel aller an Krebs Erkrankten, so sind es heute weniger als die Halfte.
Dies ist auf Veranderungen im Lebensstil, haufigere Fruherkennungsuntersuchungen
und immer fruhere und bessere Diagnostik und Therapie zurtckzufuhren. Auch hat es

zu einer gestiegenen Lebenserwartung beigetragen (3, 4).



1.2 Das Magenkarzinom (C16)

Das Magenkarzinom ist mit 952.000 neuen Fallen jahrlich der funfthaufigste Krebs

weltweit und die dritthaufigste krebsbedingte Todesursache (5, 6).

1.2.1 Epidemiologie

Etwa 1 % aller Todesfélle in Deutschland sind auf Magenkrebs zurlckzuflhren (3).
Obwohl die Sterberate in den letzten Jahrzehnten auf ein Drittel zurlickgegangen ist,
hat das Magenkarzinom mit einer relativen 5-Jahres-Uberlebensrate von 31 % fir die
Manner und 33 % fur die Frauen (4) im Vergleich zu anderen Krebserkrankungen
weiterhin eine schlechte Prognose. Das ist mitunter dem Umstand geschuldet, dass

die meisten Tumoren erst in fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert werden (3).

Im Jahr 2016 gehorte in Deutschland der Magen mit 3,6 % aller Lokalisationen und
9.300 Neuerkrankungen zu den achthaufigsten Krebslokalisationen bei Mannern und
mit 2,7 % und 5.840 Neuerkrankungen zu den zehnthaufigsten Krebslokalisationen bei
Frauen (7). Das sind nur etwa halb so viele wie vor 40 Jahren. Werden die durch
maligne Tumoren verursachten Sterbefalle betrachtet, liegt das Magenkarzinom bei
Mannern mit 4,3 % und bei den Frauen mit 3,7 % aller Krebssterbefalle bei beiden auf
Platz sechs. Es versterben jahrlich noch fast 10.000 Menschen in Deutschland daran
(3, 7).

Bei beiden Geschlechtern steigt das Erkrankungsrisiko mit zunehmendem Alter. Das
mittlere Erkrankungsalter liegt bei Mannern bei 72 und bei Frauen bei 75 Jahren (3).

Manner erkranken und versterben etwa doppelt so haufig wie Frauen (6, 8).

Die Sterberaten liegen in den neuen Bundeslandern nach wie vor deutlich hoher als in
den alten Bundeslandern. Auch innerhalb von Europa gibt es ein deutliches Ost-West
Gefalle, so liegen die Inzidenz und Mortalitatsraten in den baltischen Staaten drei- bis
viermal hoéher als in Skandinavien (4). In Deutschland liegt die Inzidenz im
europaischen Vergleich im oberen mittleren Bereich. Bei der Mortalitdt haben die
deutschen Manner eine etwas bessere und die deutschen Frauen die gleiche
Prognose wie ein durchschnittlicher Europaer (4). Sowohl die Inzidenz als auch die
Mortalitat von Magenkrebs ist in Ostasien, insbesondere Japan und Korea, mit
deutlichem Abstand am hdchsten. In Afrika und Nordamerika sind sie vergleichsweise
niedrig (6).



Der Anteil der bosartigen Tumore der Kardia steigt weiter an. Die Nicht-Kardiatumore
hingegen sinken seit mittlerweile 50 Jahren sowohl in Inzidenz als auch Mortalitat in
fast allen Landern (6). Dies fuhrt zu einem stetigen Ruckgang der
altersstandardisierten Neuerkrankungs- und Sterberaten fur beide Geschlechter. Bei
den jungeren Altersgruppen ist der Rickgang von Inzidenz und Mortalitat etwas

geringer als bei den alteren (4).

1.2.2 Atiopathogenese

Die Kanzerogenese beim Magenkarzinom ist ein vielstufiger und multifaktorieller
Prozess, der Uber Jahre langsam unbemerkt voranschreitet. Zahlreiche innere und
aulBere Faktoren, ausgehend von Lebensstil, Erndhrung und beruflicher
Schadstoffbelastung, modulieren das Risiko. Aber auch erhdhtes Alter, Infektionen,
genetische und soziookonomische Faktoren spielen bei der Entwicklung eine Rolle.
Besonders aus einer, durch langjahrige Gastritis, geschadigten Mucosa kann ein

Magenkarzinom hervorgehen.

1.2.2.1 Gastritiden

Eine Gastritis ist eine akute oder chronische Entziindung des Magens. Meist sind die
auf die Schleimhaut begrenzten Entzindungen gemeint (9). Chronische Entziindung
fordert auf vielen Wegen die Kanzerogenese. Correa et al. beschrieb schon 1988, wie
durch  einen  Entzindungsreiz,  beispielsweise  salzhaltige @ Kost  und
Medikamenteneinnahmen, aus gesunder Schleimhaut eine chronische atrophische
Gastritis mit kleinen, sich vermehrenden Epithelmetaplasien entsteht. Dabei wird die
gastrale Schleimhaut durch intestinale Mucosa substituiert. Diese entwickelt sich Uber
Dysplasien (intraepitheliale Neoplasien) schlieBBlich zu invasiven Karzinomen (6, 10,
11). Hierbei entstehen vor allem Karzinome mit intestinalem Erscheinungsbild. Der
diffuse Typ des Magenkarzinoms entsteht vermutlich, wenn man die hereditaren

Formen ausnimmt, de novo (6, 12).

Nach der aktualisierten Sydney-Klassifikation werden drei Gastritiden unterschieden:

nichtatrophische Gastritis, atrophische Gastritis und spezielle Formen der Gastritis (9).

Etwa 80 % aller Gastritiden werden durch das Bakterium Helicobacter pylori (H. pylori)

mit verursacht und nur bei 5 - 10 % ist die Ursache nicht bestimmbar (9). Die

nichtatrophische Gastritis kann im Laufe der Zeit in eine atrophische Gastritis
3



ubergehen (9). Bei der atrophischen Gastritis wird unterschieden zwischen der
multifokalen atrophischen Gastritis, ausgeldst durch H. pylori, Erndhrung und
Umweltfaktoren, und der Autoimmungastritis. Die Autoimmungastritis fuhrt zu einer
atrophischen Gastritis des Korpus und Fundus mit Verlust der Parietal- und
Hauptzellen. Sie macht etwa 3 % aller Gastritiden aus. Ausléser sind Autoantikérper
gegen die Protonenpumpen der Parietalzellen und den Intrinsischen Faktor. Die Folge
ist eine Achlorhydrie und ein Mangel an Vitamin B12. Daraus resultiert eine pernizidse
Anamie, welche das Risiko fur ein Magenkarzinom nach 20 Jahren um das 3-fache
erhoht (9).

Als spezielle Formen gelten die durch chemische, radiogene, leukozytare,
granulomatose oder seltenere infektiose Faktoren ausgelosten Gastritiden. Zu ihr
gehort auch die chemisch induzierte reaktive Gastritis. Ausgeldst durch nichtsteroidale
Antirheumatika (NSAR), bilidaren Reflux oder andere Substanzen findet sie vorwiegend

im Antrum statt und macht ca. 20 % aus, Tendenz steigend (9).

1.2.2.2 Helicobacter pylori

Die wohl bekannteste und wichtigste Ursache fur das Magenkarzinom ist das
Bakterium H. pylori. Es wurde 1982 erstmals von den australischen Forschern B. J.
Marshall und J. R. Warren isoliert und galt lange Zeit als sehr umstritten (13). Spater,
als H. pylori von der Wissenschaftswelt allgemein anerkannt wurde, wurde es als
Ausloser von chronisch aktiven Gastritiden in Correas Modell integriert (11). Es gilt

mittlerweile als ein Klasse | Kanzerogen (14).

H. pylori ist ein gramnegatives, bewegliches, gebogenes oder spiralformiges
Bakterium mit unipolaren Flagellen. Es ist zwischen 2,5 und 4 ym lang und kann mit
einer Glykokalyx bedeckt sein (15). Durch Spaltung von Harnstoff in Ammoniak und
Kohlenstoffdioxid durch das Enzym Urease schafft sich das Bakterium ein neutrales
Micromilieu. Zusatzlichen Schutz findet es unter der Muzinschicht des Epithels (16).
Membranproteine ermoglichen es dem Bakterium, an den Epithelzellen zu haften (17).

Weltweit ist etwa jeder zweite Erwachsene mit dem Bakterium infiziert (14).
Genetische Veranlagung und soziobkonomischer Status lassen auch innerhalb einer
Gesellschaft die Pravalenz stark variieren (18). In Entwicklungslandern liegt sie oft

uber 80 %. In Deutschland und anderen Industrienationen mit guten hygienischen
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Bedingungen ist sie seit Jahren ricklaufig und liegt zwischen 20 bis 50 %. Auch Tiere
kénnen Trager sein, gelten aber nur als Ubertrager anderer Helicobacter Spezies. Die
Infektion erfolgt meist innerhalb der Familie und findet Uber die orale Aufnahme von
menschlichem Erbrochenem, Speichel oder Stuhl statt, auch verunreinigtes Wasser
kommt in Frage (16). Es wird aktuell an Impfstoffen geforscht, jedoch ist in naher
Zukunft nicht mit der Marktreife zu rechnen. Auch anerkannte Praventionsstrategien
existieren nicht (18). Die meisten Infizierten entwickeln lediglich eine asymptomatische
chronische Gastritis. 50 % entwickeln eine meist im Korpus pradominante
Schleimhautatrophie (9), 10 % entwickeln gastroduodenale Ulcera und 1-3 % der
Infizierten entwickeln ein Magenkarzinom (17). Desto langer die Gastritis anhalt, desto
grolRer wird die Gefahr fur Folgeerkrankungen, wie neben den Genannten auch
Marginalzonenlymphome des MALT (mucosa-associated-lymphoid tissue) und

extraintestinale Krankheiten (16, 18).

Je nach Lokalisation fuhrt die Besiedlung zu unterschiedlichen Reaktionen der

Magenschleimhaut.

Am haufigsten durch H. pylori verursacht ist die Antrum-pradominante Gastritis (16).
Das Karzinomrisiko fur die distalen Magenabschnitte ist bei Infektion durch H. pylori
um das zwei- bis dreifache erhoht. Im Falle einer Pangastritis oder korpus-
pradominanten Gastritis sogar bis zu 34-fach (18). Zwischen 65 % und 80 % aller

Nicht-Kardiakarzinome sind auf H. pylori zurtiickzuflhren (19).

Adenokarzinome der Kardia sind ahnlich wie &sophageale Karzinome mit
Refluxdsophagitis assoziiert. Hier zeigt eine ausgedehnte Infektion mit Hypoaziditat
einen protektiven Effekt (19). Nur fur eine kleine Subgruppe an Karzinomen des
dsophagogastralen Ubergangs erhéht sich das Risiko. Da H. pylori ein protektiver
Faktor fir das Adenokarzinom des Osophagus und protektive Effekte bei der
Schlaganfallentwicklung zeigt, wirkt sich die Infektion insgesamt nicht auf die
Sterblichkeit aus (18).

H. pylori ist genetisch sehr heterogen. Oft koexistieren verschiedene Stamme in einem
Patienten. Sie sind in der Lage, die Gene ihrer Membranproteine epigenetisch zu

verandern, womit ihre Motilitat wahrend der chronischen Infektion angepasst wird (16).



Ein verbreiteter Virulenzfaktor ist das vakuolisierende Zytotoxin (VacA). Ein Exotoxin,
welches in die Membran der Epithelzellen eingeschleust wird und zu Zellschadigung
oder Apoptose fuhrt. Je nach geografischer Region sind verschiedene, auch nicht
pathogene, Varianten bekannt. In Asien beeinflusst VacA die Krankheitsverlaufe nicht,

wohingegen in westlichen Landern die Krankheitsschwere zunimmt (16).

Viele H. pylori-Stamme weisen aullerdem die Cytfotoxin assoziierte Gen-Region (cag-
Region) auf. Dies ist eine 37 kbp grof3e, sehr variable und transferierbare Region mit
29 Genen (9, 16). Das CagA-Protein wird vom Bakterium in die Epithelzelle injiziert
und interagiert mit einer Tyrosinkinase. Dies fuhrt zu Wachstumsreizen, starken
morphologischen Veranderungen der Epithelzelle (20) und dem verstarkten Migrieren
von neutrophilen Granulozyten und anderen Immunzellen (16). H. pylori Infektionen
mit langer nachweisbaren CagA-positivem Stamm haben ein bis zu fast dreifach

erhdhtes Magenkarzinomrisiko (18, 19).

Sowohl die Virulenzfaktoren der Bakterien, als auch die Immunreaktion des Infizierten
tragen zur Schadigung des gastrischen Epithels bei. Die Immunreaktion des Infizierten
fuhrt meist nicht zur Eradikation der Bakterien, sondern schadigen lediglich das
gastrische Epithel. Bei manchen Patienten wird eine Autoimmungastritis induziert (16).
Das Bakterium verandert die Genexpression von Onkogenen und
Tumorsupressorgenen der gastralen Zellen. Eingriffe in den Zellzyklus, wie pro- und
antiapoptotische Wirkung und die Erhdéhung von Proliferation begunstigen die

Kanzerogenese (14).

Der Nachweis von H. pylori kann aus Biopsiematerial durch die Erstellung einer Kultur,
histologische Begutachtung z.B. mit Giemsa Farbung, Urease-Schnelltest oder
Polymerasekettenreaktion erfolgen. Nicht invasive Nachweise, wie Harnstoff-
Atemtest,  Stuhl-Antigentest mit monoklonalen  Antikérpern oder 1gG-
Antikdrpernachweis im Serum, haben eine geringere Spezifitat. Serumantikorper
kénnen auch auf eine abgelaufene Infektion hinweisen. Eine Achlorhydrie, verursacht
durch Operationen, Korpusatrophie, Autoimmungastritis oder durch das Fortschreiten
der H. pylori Infektion, kann die Erreger spontan eliminieren (18). Gerade beim
Fortschreiten der Infektion kann dies die Diagnose und damit auch die Bestimmung
der genauen Pravalenz von H. pylori in Magenkarzinomen erschweren (9, 18, 19).

Ansonsten ist die spontane Ausheilung einer Infektion unwahrscheinlich (16).
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Eine Therapie wird empfohlen bei Infektion plus: peptisches Ulkus, MALT-Lymphom,
langer bestehender funktioneller Dyspepsie, idiopathischer thrombozytopenischer
Purpura, Morbus Meénétrier, lymphozytare Gastritis, Eisenmangelanamie oder
geplanter langfristiger Therapie mit NSAR. Aber auch Patienten mit asymptomatischer
Gastritis und Risikopersonen kann eine Eradikation zur Magenkarzinomprophylaxe
angeboten werden. Als Risikopersonen gelten Menschen mit ausgedehnter
multifokaler Atrophie, intestinalen Metaplasien, fruheren Magenneoplasien,
korpuspradominanter Gastritis oder Pangastritis, Magenkarzinomen bei erstgradigen
Verwandten oder Protonenpumpen-Inhibitoren-Langzeitmedikation (18, 21, 22). Keine
Indikation zur Eradikation besteht bei isoliert auftretenden Refluxerkrankungen, da
Barett-Osophagus und &sophageale Adenokarzinome seltener bei Infizierten
beobachtet wurden (18).

Die zweiwdchige Eradikationstherapie erfolgt mithilfe der Triple-Therapie. Diese
beinhaltet einen Protonenpumpenhemmer, der fur die Wirksamkeit der Antibiose
entscheidend ist, Clarithromycin und Amoxicillin (French Triple) oder Metronidazol
(Italian Triple). Bei Verdacht auf Resistenzen, vor allem gegen Clarithromycin, kann
von Beginn an eine deutlich kompliziertere Quadrupeltherapie in Betracht gezogen

werden. Rezidivinfektionen nach erfolgreicher Therapie sind selten (18).

1.2.2.3 Epstein-Barr Virus

Das Epstein-Barr Virus (EBV) ist ein weiterer, kausalpathogenetisch mit dem
Magenkarzinom verknUpfter Erreger. Es ist ein behllltes Virus mit doppelstrangiger
DNA und das erste isolierte Onkovirus (23). Es wird ebenfalls als Klasse | Kanzerogen
gefuhrt und ist assoziiert mit verschiedenen B- und T-Zell-Lymphomen und einigen
Karzinomen. Der Mensch ist der einzige Wirt, und 90 % der Weltbevolkerung ist damit
infiziert (14). EBV wird in 6 - 12 % aller Magenkarzinome nachgewiesen. Dabei
bestehen grofle Unterschiede in der Assoziation von Magenkrebs und EBV in den
unterschiedlichen Ethnien (24). EBV-assoziierte Magenkarzinome bestehen

vermutlich aus klonierten EBV-infizierten Epithelzellen (25).



1.2.2.4 Genetik

Nicht nur biologisch, sondern auch genetisch ist das Magenkarzinom sehr heterogen.
Neben den sporadisch auftretenden Magenkarzinomen sind ca. 10 % familiar gehauft

und in ca. 1-3 % der Falle sind Keimbahnmutationen die Ursache (26).

Vererbbare Syndrome, die in ein Magenkarzinom Ubergehen konnen sind: Lynch-
Syndrom, familiare adenomatése Polypose (FAP), Li-Fraumeni-Syndrom, BRCA-
Mutationen, Peutz-Jeghers-Syndrom und hereditares nicht-polypose-assoziiertes
kolorektales Karzinom (HNPCC) (26, 27). AuRerdem gibt es drei Syndrome, die vor
allem den Magen betreffen: familiares diffuses Magenkarzinom (HDGC), gastrales
Adenokarzinom mit proximaler Polypose des Magens (GAPPS) und familiares

intestinales Magenkarzinom (FIGC) (26).

Das HDGC ist eine sehr seltene, autosomal dominant vererbte Form des
Magenkarzinoms und zeichnet sich durch frih auftretende, schlecht differenzierte,
diffuse, high-grade Karzinome aus. Es werden verschiedene Keimbahnmutation im
Gen des Zelladhasionsproteins E-Cadherin (CDH1) verantwortlich gemacht (28). Die
Penetranz des Karzinoms bei Betroffenen wird zwischen 40 und 80% geschatzt (26,
27) und neben dem Magenkarzinom sind lobulare Mammakarzinome und
Kolonkarzinome haufig anzutreffen (26). Bei nachgewiesener CDH1-Mutation wird
eine prophylaktische Gastrektomie ab dem 20. Lebensjahr empfohlen, da auch
Endoskopie und die Enthahme von Biopsien die mikroskopischen Veranderungen
nicht rechtzeitig aufspiren koénnen (22, 26, 28). Wird keine prophylaktische

Gastrektomie durchgefiihrt, soll eine regelmafige Endoskopie angeboten werden (22).

Das GAPPS und das FIGC sind ebenfalls autosomal dominant vererbt, jedoch mit
geringer Penetranz. Bisher kdnnen keine Fruherkennungsuntersuchungen oder
praventive Operationen angeboten werden (22). Beim GAPPS finden sich multiple
hyperplastische und adenomatdse Polypen der Fundusdrusen, die zum intestinalen
Adenokarzinom entarten konnen. Die Lasionen finden sich streng auf den Magen im

Korpus- und Fundusbereich begrenzt (6, 26).

Auler hereditaren Syndromen konnen gemeinsame Risikofaktoren, wie indolente H.
pylori Durchseuchung, Ernahrungs-, Lebensgewohnheiten und Interaktionen zwischen

Genen und Umwelt familiare Haufungen bedingen. Personen mit einem Verwandten
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ersten Grades mit Magenkarzinom haben ein zwei- bis dreifach erhdhtes Risiko (27).
Bei Verwandtschaft mit mehreren Erkrankten ist das Risiko sogar zehnfach zur
Vergleichspopulation erhoht (21). Je nach ethnischer Gruppe und Inzidenz im
jeweiligen Land andert sich die Vergleichspopulation, das tatsachliche Risiko kann

also stark abweichen (27).

1.2.2.5 Ernahrung und Lebensstil

Starker als die Genetik wirkt sich der Lebensstil kausal auf das Magenkarzinom aus.
Ernahrung kann sowonhl positiven als auch negativen Einfluss auf das Karzinomrisiko
haben. Vermutlich schitzen Gemusesorten ohne Starke, Frichte und Allium-Arten,
wie Zwiebel, Knoblauch und Schalotten, vor Magenkarzinomen. Auch Hulsenfrichte
und selenhaltige Speisen scheinen das Risiko zu senken. Salz, Chili, geraucherte
Speisen und verarbeitetes, gebratenes oder gegrilltes Fleisch stehen wiederum im
Verdacht das Risiko zu erhdhen (29).

Ein verbreiteterer Konsum von salzhaltigen Lebensmitteln kann einen Teil der
Erklarung zur hoheren Inzidenz von Magenkarzinomen in Asien und Lateinamerika
liefern. Nitrate werden durch Bakterien in kanzerogene Nitrite und Nitrosamine
umgewandelt und schadigen so die Magenmucosa (3, 4). Eine atrophische Gastritis
im Korpus verstarkt diesen Effekt durch Hypoaciditdt und vermehrte Besiedelung
durch Anaerobier (14). Die Verbreitung von Kiuhlschranken vermeidet herkdbmmliche
Konservierungsmethoden, wie beispielsweise Pokeln oder Rauchern. Dies senkt den
Gehalt von Nitrat und polyzyklischen Wasserstoffen in der Ernahrung (3, 4).
Verbesserte Ernahrungsgewohnheiten durch einen erleichterten ganzjahrigen Zugang
zu frischem Obst und Gemuse schutzen durch deren erhohten Gehalt an
Antioxidantien die Magenmucosa. Eine verstarkt pflanzliche Ernahrung mit hohem
Anteil von Nahrungsfasern schiitzt zusatzlich vor Ubergewicht, welches zu einer
gastrodsophagealen Refluxkrankheit fihren kann. Chronisches Sodbrennen und
Ubergewicht erhéhen das Risiko fiir die in Europa und Nordamerika haufigen

proximalen Tumoren (3, 6, 21, 22).

Chronischer Alkoholgenuss beglnstigt prakanzerose Lasionen am
gastrodsophagealen Ubergang (30). Auch Rauchen beglnstigt Tumoren (30). Es
potenziert den kanzerogenen Effekt von CagA-positiven H. pylori (6) und das Nikotin

stimuliert die Neovaskularisation des Tumors (31). Umweltgifte am Arbeitsplatz, wie
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ionisierende Strahlung, Reagenzien der Gummiindustrie und potenziell Asbest oder
anorganisches Blei kdnnen die Karzinomentstehung begunstigen (30). Wurde der
Magen in der Vergangenheit operiert, steigt das Karzinomrisiko nach 5-20 Jahren,
besonders nach Billroth Il Operationen, ebenfalls an. Grund hierfur ist der verstarkte
Gallereflux, der zu einer chronischen Entzindung fuhrt (32). Ebenso ist das Risiko bei

einem vorangegangenem peptischen Ulcus erhdht (21).

1.2.3 Diagnostik und Staging

Durch die fehlenden Symptome in fruhen Stadien wird das Magenkarzinom oft erst
spat diagnostiziert. Zwei Drittel der Falle werden in den hoheren Stadien T3 und T4
entdeckt (3). Patienten mit Dysphagie, rezidivierendem Erbrechen, Inappetenz,
unklarem Gewichtsverlust, unklarer Eisenmangelanamie oder gastrointestinaler
Blutung sollten bei Verdacht auf ein Karzinomgeschehen als erstes fruhzeitig
endoskopisch untersucht werden. Hierbei soll eine vollstandige Osophago-Gastro-
Duodenoskopie (OGD) erfolgen. Bei jeder OGD sollen stets mehrere Biopsien aus
allen suspekten Lasionen und eventuell auch aus unauffalligen Arealen entnommen
werden (21, 22).

Anhand der makroskopischen Wuchsform kénnen bereits wahrend der Endoskopie
Ruckschlisse auf die Histologie gezogen werden. Beim fortgeschrittenen
Magenkarzinom wird die makroskopische Morphologie nach Borrmann (33) in vier

Typen eingeteilt (34):

I.  Exophytisch, polypds wachsendes Karzinom
lI.  Karzinom mit zentralem Ulcus und erhabenen Randern, relativ scharf
abgegrenzt
lll.  Flaches, ulcerertes Karzinom mit unscharfer Abgrenzung

IV. diffuse Tumorinfiltration der Magenwand, unscharfe Abgrenzung

Der polypose, der ulcerierte und der diffuse Typ mit Ulceration zeigen uberwiegend
einen intestinalen Phanotyp und eine gute bis maRige Zelldifferenzierung.
Wohingegen der diffus infiltrierende Typ IV oft schlecht differenziert ist und
Siegelringzellen aufweisen kann. H. pylori-Infektionen kdnnen endoskopisch durch
eine Lymphfollikelhyperplasie auffallen, dem sogenannten ,Gansehautmagen® (9).
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Die moderne Endoskopie besitzt die hochste Sensitivitat und Spezifitat fur den
Neoplasienachweis und vermeidet unnétige Strahlenbelastung durch bildgebende
Verfahren. Zur weiteren Verbesserung der Detektionsrate und zur Therapieplanung
konnen Magnifikation (durch optische Linsen oder digitalen Zoom) und
computergestitzte Chromoendoskopie (integrierte optische Kontrastverstarkung)
eingesetzt werden (22). Bei geplantem kurativen Therapieansatz sollte zudem, zur
Bestimmung der lokalen Infiltrationstiefe, Beurteilung der umgebenden Strukturen und
zum Nachweis geringer Aszitesmengen, ein endoskopischer Ultraschall erfolgen (22).

Erfasst wird zunachst das Tumorstadium (21) und die anatomische Lokalisation. Es
werden unterschieden: Kardia (C16.0), Fundus (C16.1), Korpus (C16.2), Antrum
(C16.3) und Pylorus (C16.4) (35). Das Antrum ist weltweit die haufigste
Karzinomlokalisation (6). Bei deutschen Mannern ist die Kardia am haufigsten
betroffen (4). Kardiale Tumoren sind oft schwierig von den Tumoren des
gastrodsophagealen Ubergangs zu trennen. In der aktuellen, achten Version, der
TNM-Klassifikation werden Tumoren des gastrodsophagealen Ubergangs, deren
Epizentren sich 2 cm proximal der Kardia befinden, als Osophaguskarzinome
betrachtet. Distal davon gelegene Tumoren werden weiterhin als Magenkarzinome

gefiihrt, auch wenn der gastroésophageale Ubergang betroffen ist (35).

Die regionalen Lymphknoten sind definiert als die perigastrischen Lymphknoten
entlang der kleinen und grof3en Kurvatur, die Lymphknoten entlang der A. gastrica
sinistra, A. hepatica communis, Milz- und Kolonarterien und die hepatoduodenalen
Lymphknoten. Als Fernmetastasen gelten andere intraabdominelle Lymphknoten wie

die retropankreatischen, mesenterialen und paraaortalen Lymphknoten (35).

Magenkarzinome konnen sich durch direkte Ausbreitung auf benachbarte Organe,
Metastasierung oder peritoneale Streuung ausbreiten. Intestinale Karzinome
metastasieren oft hamatogen in die Leber, wohingegen die diffusen sich eher ins
Peritoneum ausbreiten. Der Mischtyp beschreitet beide Wege (6). Zum Ausschluss
von Fernmetastasen sollte zunachst eine Sonografie der Leber und unter Umstanden
auch des Halses erfolgen. AnschlieBend erfolgt eine kontrastmittelverstarkte

Computertomografie (CT) des Thorax und des Abdomens inklusive des Beckens (22).
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Priméartumor (T)

Tx Primartumor kann nicht beurteilt werden
T0 Kein Anhalt fir Primartumor
Tis Carcinoma in situ: Intraepithelialer Tumor ohne Invasion der Lamina propria, High-

Grade-Dysplasie

T1 a Tumor infiltriert die Lamina Propria oder die Muscularis mucosae

Tumor infiltriert die Submucosa

T2 Tumor infiltriert die Muscularis propria

T3 Tumor infiltriert die Subserosa, gastrocolische/hepatische Ligamente oder das

Omentum majus/minus ohne Perforation des viszeralen Peritoneums

T4 a Tumor perforiert die Serosa

b Tumor infiltriert benachbarte Organe

Regionare Lymphknoten (N)

Nx Regionare Lymphknoten konnen nicht beurteilt werden
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in 1 bis 2 regionaren Lymphknoten

N2 Metastasen in 3 bis 6 regionaren Lymphknoten

N3 a Metastasen in 7 bis 15 regionaren Lymphknoten

b Metastasen in 16 oder mehr regionaren Lymphknoten

Fernmetastasen (M)

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Tabelle 1.1 TNM-Klassifikation des Magenkarzinoms (35).

In lokal fortgeschrittenen Stadien kann eine Staging-Laparoskopie
Peritoneallavage und Zytologie zum Ausschuss von Lebermetastasen

mit

und

Peritonealmetastasen sinnvoll sein. Sie sollte zur Therapieplanung stets vor Beginn

einer neoadjuvanten Therapie und nach standardisiertem Protokoll erfolgen (22).

Molekulare Prognosemarker oder Tumormarker haben bei der Diagnose oder bei der

Therapieentscheidung bisher keine klinische Relevanz (21, 22).

FUr die Therapieentscheidung wird auf der Grundlage der TNM-Klassifikation das

Stadium nach der Union internationale contre le cancer (UICC) bestimmt (Tabelle 1.1

und 1.2).
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Pathologische Stadien

Klinische Stadien

Stadium 0 Tis NO MO
StadiumIlA T1 NO MO | Stadium I T1,T2 NO MO
StadiumIB  T1 N1 MO
T2 NO
Stadium lIA  T1 N2 MO | StadiumIllIA T1,T2 N1, N2, N3 MO
T2 N1
T3 NO
StadiumIliIB  T1 N3a MO | StadiumIlB T3,T4a NO MO
T2 N2
T3 N1
T4a NO
Stadium llIA T2 N3a MO | Stadium I T3, T4a N1,N2,N3 MO
T3 N2
T4a N1, N2
T4b NO
Stadium lliIB T1,T2 N3b MO
T3, T4a N3a
T4b N1, N2
Stadium llIC T3, T4a N3b MO
T4b N3a, N3b
Stadium IV Jedes T Jedes N M1 | Stadium IVA T4b Jedes N MO
Stadium IVB Jedes T  Jedes N M1

Tabelle 1.2 Stadieneinteilung des Magenkarzinoms nach UICC (35).
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1.2.4 Histologische Klassifikation

Ahnlich wie beim Darm handelt es sich bei der groen Mehrzahl der malignen Tumoren
des Magens um Adenokarzinome. Phanotypisch sind sie jedoch sehr heterogen und
konnen selbst innerhalb eines Tumors unterschiedliche Differenzierungsformen

zeigen (sog. intratumorale Heterogenitat) (9).

Die intraepithelialen Neoplasien zahlen zu den Vorstufen des Magenkarzinoms.
Hochgradige intraepitheliale Neoplasien zeigen eine stark gestorte Drusenarchitektur
mit Verzweigungsstorungen, zytologischen Atypien und fehlender apikaler Ausreifung.
80 % gehen in ein invasives Karzinom uber (9). Auf die Mucosa oder Submucosa
beschrankte Karzinome werden als Magenfrihkarzinome bezeichnet. Sie machen
etwa 20 % aller neu diagnostizierten Karzinome aus und sind meist gut differenziert.
Mit 5-Jahres-Uberlebensraten zwischen 80 und 100 % ist ihre Prognose gut (9). Ohne
Behandlung gehen sie jedoch mit hoher Wahrscheinlichkeit in die spate, oft todliche
Form Uber (6).

Die histologische Einteilung des Magenkarzinoms erfolgt nach der Klassifikation der
Weltgesundheitsorganisation (WHO-Klassifikation) in funf Typen: tubular, papillar,
muzinds, gering kohasiv (mit und ohne Siegelringzellen) und gemischt (6, 36). Davon
abzugrenzen sind kleinzellige-, adenosquamdse-, undifferenzierte Karzinome und

Plattenepithelkarzinome (9, 36).

Wesentlich alter und wichtig fur die Therapiewahl ist die Klassifikation nach Laurén.
Diese unterscheidet einen intestinalen und einen diffusen Typ (37). Der intestinale Typ
beschreibt gut bis maliggradig differenzierte Adenokarzinome mit polypdsem
Wachstum. Der diffuse Typ entspricht den gering kohasiven Adenokarzinomen
inklusive der Siegelringzellkarzinome. Er ist mit einer schlechteren Prognose
vergesellschaftet und erfordert aufgrund seines diffus-infiltrativen Wachstums einen
groleren Resektionsabstand als der intestinale Typ. In etwa 30 % der Falle tritt ein
Mischtyp mit intestinalen und diffusen Anteilen auf, welcher klinisch wie der ungunstige

diffuse Typ behandelt werden sollte (9).

Auch beim Grading (Tabelle 1.3) erfolgt die Einteilung bei Vorliegen unterschiedlicher
Differenzierungsgrade innerhalb eines Tumors nach dem ungunstigsten Grad (9). Ein

Grading nach erfolgter neoadjuvanter Therapie ist nicht sinnvoll (22).
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G1 gut differenziert

_ low grade
G2 malig differenziert
G3 schlecht differenziert
high grade
G4 undifferenziert

Tabelle 1.3 Differenzierungsgrade von Adenokarzinomen nach dem vier- oder zweistufigen
Modell (9).

Nach neoadjuvanter Chemo- oder Radiotherapie wird der Tumorregressionsgrad nach
Becker bestimmt (22, 38).

1.2.4.1 Molekulare Pathologie

Umfassende molekulare Charaktersierungen des Magenkarzinoms fuhrten zu der
Beschreibung von vier unterschiedlichen molekularen Subtypen: Epstein-Barr-Virus-
assoziiertes (EBV*), mikrosatelliteninstabiles (MSI), genomisch stabiles und

chromosomal instabiles Magenkarzinom (39).

EBV*® Tumoren lassen sich vor allem im Fundus und Korpus des Magens von
mannlichen Patienten finden. Sie enthalten oft PIK3CA-Mutationen, starke DNA
Hypermethylierung und Amplifikationen der Gene von JAK2, PD-L1 und PD-L2.
Mikrosatelliteninstabile Magenkarzinome sind haufig mit hoherem Lebensalter,
weiblichen Geschlecht (39), antraler Lokalisation, intestinalem Phanotyp, frihen
Tumorstadien und besserer Prognose vergesellschaftet (40). Sie zeigen CpG-
Hypermethylierung an anderen Stellen als EBV*® Tumore und stark erhdhte
Mutationsraten, was auch Gene von therapeutisch angreifbaren onkogenen
Signalproteinen Dbetrifft (39). Hypermutierte Karzinomzellen produzieren Neo-
Antigene, welche zytotoxische (CD8%) T-Zellen und aktivierte T;-Helferzellen
einwandern lasst (40). Dies zeigt sich auch im Magen durch ein dichtes lymphoides

Entzindungsinfiltrat im Tumor (9).

Tumoren mit diffusem Phanotyp sind oft genomisch stabile Tumore. Genomisch stabile
Tumoren lassen sich vor allem bei jungeren Patienten finden und weisen vermehrt

RHOA (Ras homolog gene family member A) Mutationen auf (39).

Chromosomal instabile Tumore zeichnen sich durch Aneuploidie, Mutation im
Tumorsuppressorgen TP53 und fokale Amplifikationen von
Rezeptortyrosinkinasegenen, wie z.B. von HER2 oder MET aus (39). Eine HER2-

Uberexpression findet sich oft in gut differenzierten intestinalen Tumoren, wohingegen
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eine  MET-Uberexpression eher bei fortgeschrittenen, schlecht differenzierten
Tumoren gefunden wird (9). Sie lassen sich haufig in proximalen Magentumoren finden
(39).

1.2.5 Therapie

Die Prognose des Magenkarzinoms ist nach wie vor schlecht. Prognosebestimmend
sind hierbei die TNM-Klassifikation, der HER2-Status und ob der Tumor vollstandig im
Gesunden entfernt werden konnte. Auch zur Bewertung herangezogen werden kann
insbesondere die Lokalisation und das Alter des Patienten. Vielversprechend, aber
noch nicht klinisch voll anwendbar, ist das molekulare Profil (35). Wie bei den meisten
Tumortherapien ist auch bei der Behandlung des Magenkarzinoms ein
interdisziplinares Vorgehen und die Kombination verschiedener Therapien wichtig fur

die Prognose und die Lebensqualitat.

1.2.5.1 Kurativer Ansatz

Bei dem anzustrebenden kurativen Ansatz erfolgt eine chirurgische Resektion. Der
Tumor wird - wenn moglich - en-bloc und vollstandig reseziert (Tabelle 1.4).

RO Kein Residualtumor
R1 Mikroskopischer Residualtumor
R2 Makroskopischer Residualtumor / nicht entfernbare Metastasen

Tabelle 1.4 Resektionsstatus von Tumoren (41).

Bei intraepithelialen Neoplasien und bestimmten Magenfrihkarzinomen kann in vielen
Fallen eine endoskopische Resektion ausreichen. Kommt dies nicht in Frage, ist ein
laparoskopisches Vorgehen maoglich. Bei fortgeschrittenen Tumoren (=2T2) wird die
Laparoskopie derzeit noch evaluiert. Zur Verbesserung der Langzeitprognose erfolgt

eine therapeutische Lymphadenektomie des Kompartiments | und Il (22).

Gerade bei diffusen Karzinomen ist aufgrund des einzuhaltenden grof3en
Sicherheitsabstands zum proximalen Resektionsrand oft eine totale Gastrektomie
notwendig. Die Wiederherstellung der Kontinuitat erfolgt meist durch eine
ausgeschaltete Jejunumschlinge nach Roux-Y. Das Operationsverfahren richtet sich
vor allem nach der Lokalisation, der TMN-Klassifikation, dem histologischen Phanotyp

nach Laurén und der Erfahrung des Operateurs (22).
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Bei lokalisierten, resektablen Adenokarzinomen des Magens mit der Kategorie cT2
kann und bei Tumoren ab der Kategorie cT3 sollte ein multimodales Konzept mit
perioperativer Chemotherapie eingesetzt werden. Chemotherapieschemata des
Magenkarzinoms sind in der Regel platinbasiert. Etabliert hat sich ein Schema aus 5-
Fluorouracil, Folinsaure, Oxaliplatin und Doxetaxel (FLOT) (22). Auch die definitive
Radiochemotherapie mit platinbasierter Chemotherapie als potenziell kurativer Ansatz

kommt in Betracht, wenn der Patient oder der Tumor nicht operabel sind (21, 22).

Eine kurative Antikdrpertherapie ist beim Magenkarzinom aufierhalb von Studien
bisher nicht etabliert. Unterstltzt werden operative Therapie und Chemotherapie durch
diatische Malnahmen, Psychoonkologie, Bewegungstherapie und
RehabilitationsmalRnahmen. Postoperativ sollte eine frihzeitige enterale Erndahrung
angestrebt werden. Nach einer Gastrektomie ist die regelmafige Substitution von
Vitamin B12 lebenslang erforderlich. Die Nachsorge sollte in den ersten zwei Jahren

halbjahrlich und danach bis zum funften Jahr jahrlich erfolgen (22).

1.2.5.2 Palliativer Ansatz

Ist die Tumorerkrankung lokal fortgeschritten, inoperabel oder fernmetastasiert, so ist
ein palliatives Vorgehen anzuraten. In der palliativen Situation sollte ein
asymptomatischer, nicht-blutender Patient in der Regel nicht operiert werden. Ziel der
palliativen Therapie ist der Erhalt der Lebensqualitat. Bei Patienten mit gutem
Allgemeinzustand sollte, unabhangig vom Alter, eine lebensverlangernde systemische

Chemotherapie friihzeitig erwogen werden (22).

Geeignet ist eine Platin/Fluoropyrimidin-haltige Kombinationstherapie oder eine
taxanbasierte Kombination, beispielsweise FLOT (22). Bei 4-53 % liegt eine
prognoseverschlechternde Uberexpression des humanen epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptors 2 (HER2) vor (42). Bei Uberexpression ist eine
Kombination mit dem monoklonalen Antikdrper Trastuzumab indiziert. Nach
Ausschopfung aller zugelassenen Therapien und nachgewiesener Mikrosatelliten-

Instabilitat kann ein Einsatz von Immuncheckpoint-Inhibitoren erwogen werden (22).

Je nach Art der Einschrankungen, Ansprechen des Tumors, therapieassoziierter
Toxizitat und Patientenvorstellung sollte die Therapie standig neu angepasst werden.

Sowohl medikamentdse, als auch diatische, psychoonkologische und komplementare
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Malnahmen sollen erganzt werden. Bei Passagestdrungen sind Stentimplantationen
oder eine Gastroenterostomie zu empfehlen. Aullerdem sind jejunale
Ernahrungsfisteln oder palliative Bestrahlung moglich. Chemotherapie-refraktarer
Aszites lasst sich durch regelmafiges Punktieren oder Parazentese lindern (21, 22).

1.2.6 Pravention

Die meisten Magenkarzinome waren durch Pravention primar vermeidbar (29).
Allgemein hat eine reduzierte, aber ausreichende Energieaufnahme und die
ausgewogene Zufuhr von sekundaren Pflanzenstoffen, Fasern, Selen, Zink und
Vitaminen eine schutzende Wirkung (21) und einen positiven Einfluss auf die
allgemeine Gesundheit. Als der wichtigste Risikofaktor gilt H. pylori. Leider ist bisher
keiner der getesteten Impfstoffe fur die klinische Anwendung geeignet oder empfohlen
(21). Auch die Eradikation und ScreeningmaflRnahmen auf H. pylori werden weiterhin
diskutiert. Nach der derzeitigen Leitlinie sollte eine Eradikation vor allem bei
Risikopersonen durchgefiihrt werden. Ein Massenscreening ist in Deutschland
aufgrund der geringen Pravalenz nicht kosteneffektiv (18). Aspirin und andere NSAR
sind assoziiert mit einer signifikanten Risikoreduktion, besonders von Nicht-
Kardiakarzinomen (43). Auch sie sind nach derzeitigem Stand aber nicht zur

Prophylaxe geeignet (22).

Bei Familien, in denen das familiare diffuse Magenkarzinom auftritt, kann eine klare
Handlungsempfehlung zur primaren Risikoreduktion ausgesprochen werden. Sie
sollten auf CDH7-Mutationen getestet werden und es sollten praventive Operationen

bis zur totalen Gastrektomie erwogen werden (22, 28).

Zur Sekundarpravention gehort die Krebsfruherkennung, bei der bei beschwerdefreien
Personen prognostisch glnstige Fruhstadien detektiert werden sollen. Hierbei ist
immer abzuwagen, ob der Nutzen einer invasiven Untersuchung eventuelle
Komplikationen und falsch-positive Befunde aufwiegt. Bislang werden in Deutschland
keine regularen Fruherkennungsuntersuchungen fur das Magenkarzinom angeboten
oder geplant (4, 22). Die OGD gilt als sensitive und spezifische, jedoch invasive
Untersuchungsmethode. Auch werden im Rahmen dieser Untersuchung frihzeitig
erkannte Tumoren direkt entfernt, wodurch belastende chirurgische Gastrektomien bei
fortgeschrittenen Karzinomen eingespart werden konnen. Selbst bei Personen mit

positiver Familienanamnese wird jedoch keine Empfehlung zur vorsorglichen
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Gastroskopie gegeben (21). Besonders Hochrisikopatienten und
Hochrisikopopulationen koénnten jedoch profitieren. In Korea konnte die 5-Jahres-
Uberlebensrate durch alle zwei Jahre stattfindendes endoskopisches Screening aller
uber 40-jahrigen Studienteilnehmer von 46,6 % auf 67 % erhoht werden (44).

Lediglich bei Patienten mit gesicherter pathogener CDH7-Keimbahnmutation, bei
denen keine prophylaktische Gastrektomie erfolgte, bei Patienten mit fortgeschrittener
Atrophie oder intestinaler Metaplasie und bei Patienten mit Lynch-Syndrom ist eine

regelmaRige OGD vorgesehen (22).
Im Optimalfall ist eine Testmethode nicht invasiv und kosteneffektiv.

Eine serologische Untersuchung von Pepsinogen |, das ausschlieRlich in den
Hauptzellen des Korpus produziert wird, und dessen Verhaltnis zu Pepsinogen Il, das
auch in Kardia, Pylorus und Duodenum produziert wird, kann Patienten mit
fortgeschrittener Schleimhautatrophie identifizieren und zur Risikostratifizierung
dienen (18). Bislang sind serologische Screeninguntersuchungen auf bekannte

Biomarker bei der asymptomatischen Normalbevolkerung nicht empfohlen (21, 22).

Bei der tertidren Pravention geht es darum, das Fortschreiten einer bestehenden
Krebserkrankung zu vermindern und Rezidive zu vermeiden. Durch prophylaktische
Eradikation von H. pylori konnte das Risiko von konsekutiven Karzinomen nach
Behandlung von frihen Magenkarzinomen verringert werden (45).
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1.3 Tumorimmunmikroenvironment (TIME)

Tumoren sind nicht lediglich aus malignen Zellen bestehende invasive Haufen. Sie
sind komplexe Gebilde aus veranderten Zellen, extrazellularer Matrix, mesenchymalen
Zellen, Blutgefalten, Stammzellen und Immunzellen. Zwischen den Tumorzellen und
den anderen Zelltypen findet mithilfe von Wachstumsfaktoren, Chemokinen,
Zytokinen, Antikorpern und Metaboliten eine komplexe Interaktion statt. Die
Tumorzellen sind in der Lage, umgebende Zellen zu aktivieren und zu rekrutieren.
Diese beeinflussen wiederum den Phanotyp, das Wachstum und die Streuung des
Tumors. Damit wird der Progress des Tumors vorangetrieben und gehemmt. Es bildet
sich ein dynamisches, einzigartiges Tumormikromilieu (2, 46, 47). Binnewies et al.

postulierten eine Einteilung der TIME in drei unterschiedliche Typen (48):

I.  Infiltrated-excluded: weist keine cytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) im
Tumorzentrum auf. Tumor-assoziierte Makrophagen hemmen die Infiltration der
CTL, weshalb die CTL vor allem an der Invasionsfront und in fibrotischen
Nestern zu finden sind. Dieser Typ ist oft bei epithelialen Tumoren zu finden.

II. Infiltrated-inflamed: weist stark aktivierte CTL auf, welche das programmed cell
death protein 1 (PD-1) exprimieren. Aul3erdem starke Expression seines, das
Immunsystem hemmenden, Liganden (PD-L1) auf Tumorzellen und myeloiden
Zellen. Manche Unterformen sind mit MSI assoziiert und weisen deshalb
vermehrt Neoepitope auf.

lll.  Infiltrated-Tertiary-Lymphoid-Structures: beschreibt eine Subklasse der
infiltrated-inflamed mit besserer Prognose. An der Invasionsfront und im Stroma
sind tertiare-lymphoide Strukturen zu finden, welche strukturelle und zellulare

Ahnlichkeiten zu Lymphknoten aufweisen.

1.3.1 Immunsystem

Da die Therapie von malignen Tumoren in vielen Fallen noch nicht zufriedenstellend
ist, ricken korpereigene immunologische Prozesse zur Tumorbekampfung immer
mehr in den Fokus aktueller Forschung. Schon lange vor Rudolf Virchow wurde die
Ahnlichkeit zwischen Tumor und Entziindung gesehen. Er beschrieb jedoch zuerst
Leukozyten in neoplastischem Gewebe und sah die Verbindung zwischen

Kanzerogenese und chronischer Entziindung (49). Diese Beobachtung kann beim
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Magenkarzinom vielfach bei einer Infektion mit H. pylori gemacht werden. Auch in
Fallen, bei denen Entzindung nicht der eigentliche Ausloser ist, tragen
onkogenetische Veranderungen zu einer lokalen entzindlichen Komponente im
Tumor bei. Die Entzindung gilt inzwischen als eine der Hallmarks of Cancer (2) und
ist essentieller Bestandteil des Tumormikroenvironments. Entziindungshemmende
Medikamente, wie NSAR kénnen der Entwicklung von Karzinomen entgegenwirken
(43, 49). Mantovani et al. unterscheiden zwei Wege, die zu Rekrutierung von
Immunzellen im Tumorgewebe fuhren. Im extrinsischen Signalweg liegt eine
Entzindung oder Infektion vor und das Karzinomrisiko steigt aufgrund der
entzindlichen Umgebung. Im intrinsischen Signalweg sind die genetischen
Veranderungen der Tumorzellen, besonders die Aktivierung von Onkogenen,
verantwortlich fur die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren in den Tumorzellen. Diese
Transkriptionsfaktoren fordern die Ausschittung von Chemokinen, Zytokinen und
anderen Gewebshormonen aus den Tumorzellen, was zu einer Rekrutierung von
Leukozyten fuhrt. In den rekrutierten Immunzellen, den Stromazellen und den
Tumorzellen werden durch die Entzindungsmediatoren weitere
Transkriptionsfaktoren aktiviert und dadurch weitere Entzindungsmediatoren
ausgeschittet, wodurch schlieBlich ein inflammatorisches Mikroenvironment

geschaffen wird (50).

Gleichzeitig ist Entziindung auch wichtig fur die Bekdmpfung von Tumoren und deren
Heilung. Immunzellen erkennen mittels Tumor-spezifischer Antigene neoplastische

Zellen und eliminieren diese. Dies wird als Immuniberwachung bezeichnet (51).

1.3.2 Neutrophile Granulozyten

Mit 50-70 % stellen die neutrophilen Granulozyten die Mehrheit der Leukozyten im Blut
dar (52, 53). Die polymorphkernigen 10-12 ym grof3en kugeligen Zellen halten sich nur
kurz im Blut auf. Sie enthalten kleine zytoplasmatische Granula und haben eine
Lebensspanne von wenigen Tagen (54, 55). Sie entstehen beim Erwachsenen im
Knochenmark in mehreren Schritten aus myeloischen Progenitorzellen und bei
Tumorpatienten unter Umstanden auch in der Milz (53, 55). Einem chemotaktischen
Gradienten folgend sind sie schnell und in hoher Zahl bei mikrobiologischen Herden

zu finden (55). Sie haben die Aufgabe Keime durch Phagozytose und zytotoxische
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Substanzen unschadlich zu machen. AuRerdem aktivieren und modulieren sie das

Immunsystem mithilfe von Zytokinen, Chemokinen und angiogenen Faktoren (52).

Bei malignen Prozessen lassen sie sich haufig als Promyelozyten oder reife
neutrophile Granulozyten vermehrt nachweisen. Gefunden im Einflussbereich des
Tumors werden sie als tumor-assoziierte Neutrophile (TAN) bezeichnet. Vom
Tumorgewebe sezerniertes Interleukin-8 sowie Wachstumshormone (G-CSF, GM-
CSF), Chemokine (CXCL1, CXCL2) und Zytokine (TNFa, IFNy) induzieren die
Freisetzung der Neutrophilen aus dem Knochenmark, ihre Migration in den Tumor und
fordern ihre inflammatorische Aktivitat (53). TAN unterscheiden sich von nativen
Neutrophilen in verschiedener Hinsicht. Sie zeigen Veranderungen in der Organisation
des Cytoskeletts und verlieren damit die Moglichkeit den Tumor zu verlassen.

Aulerdem sind sie langlebiger und eher in der Lage Antigene zu prasentieren (52).

Bereits eingetroffene TAN sezernieren verstarkt Chemoattraktanzien und autokrin
wirkende Faktoren. Sie interagieren eng mit anderen Immunzellen, wie Makrophagen,
dendritischen Zellen, natirlichen Killer-Zellen, Lymphozyten und mesenchymalen
Stammzellen.  Sie  beeinflussen  gegenseitig ihre  Proliferation, ihren
Aktivierungszustand und ihr Uberleben (52, 54, 56).

1.3.2.1 Antitumorale N1-TAN vs. protumorale N2-TAN

Neutrophile Granulozyten sind eine sehr heterogene Zellgruppe mit grofler
funktioneller Plastizitat. Sie reagieren empfindlich auf das Mikromilieu, indem sie
verschiedene Differenzierungs- und Aktivierungszustande annehmen. Es wird ein
tumorsupprimierender N1-Phanotyp und ein tumorférdernder N2-Phanotyp postuliert
(52, 56). Mitunter beeinflusst das Vorherrschen der Zytokine transforming growth
factor-8 (TGF-R) (56) und Interferon-f3 (IFN-R) die Polarisierung der TAN.

IFN-3 induziert die Differenzierung hin zum antitumoralen N1- Phanotyp und hindert
die Differenzierung zum N2-Phanotyp (54). Das Fehlen von IFN-B verringert die
Apoptoseraten von TAN (57). Das immunosuppressive TGF-3 wiederum lasst die
Mehrzahl der TAN den protumoralen N2-Phanotyp annehmen und unterdrickt den N1-
Phanotypen (54, 56).

Die tumorsupprimierenden N1-TAN zeigen einen hypersegmentierten Kern (56) und
exprimieren CD11b und Ly6G auf ihrer Oberflache (54). N1-TAN schaden den
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malignen Zellen direkt und hemmen ihr Wachstum. Dies geschieht durch reaktive
Sauerstoffe, Proteasen und Perforine, welche die Tumorzellen bis zur Lyse schadigen
(53), und auch durch Einleitung der Apoptose Uber Fas-Liganden oder Phagozytose.
Primartumoren sind von diesen zytotoxischen Effekten meist starker betroffen als
Metastasen. Die Metastasierung wiederum kann durch die Neutrophilen inhibiert
werden (52). Auch schaden N1-TAN den malignen Zellen indirekt. Durch Zell-Zell-
Kontakte, Ausschuttung von Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und andere Faktoren
werden dendritische Zellen und T-Zellen rekrutiert und stimuliert. Diese
Immunstimulation, besonders von zytotoxischen CD8*T-Zellen (53), foérdert die
AbstoBung des Tumors und ist wichtig fir den Erfolg einer Immuntherapie (52).

Aulerdem verringern sie unter bestimmten Umstanden die Angiogenese (54).

N2-TAN sind gekennzeichnet durch die Expression von CD11b, Gr-1, Ly6C und
manchmal durch einen ringférmigen Nucleolus (54). N2-TAN fordern die Ausbreitung
des Tumors (56). lhre Ausschittung von Matrixmetalloprotease 9 kann die Apoptose
der Tumorzellen blockieren. Neutrophile Elastase erhoht die Proliferation, die
Invasivitat, die Aktivitat von Onkogenen und die Metastasierung. Die Ansiedelung im
fremden Gewebe wird ebenfalls erleichtert indem die neutrophilen Granulozyten das
Endothel aktivieren, Matrix degenerierende Faktoren ausschatten und im Blut
zirkulierende maligne Zellen mit Hilfe von dekondensierter DNA, sog. neutrophil
extracellular traps (NETs), fangen. Zusatzlich férdern sie die Versorgung des Tumors
durch die Ausschittung von pro-angiogenen Faktoren (52, 53). Kontrar zu den N1-
TAN supprimieren N2-TAN aulRerdem das adaptive Immunsystem, mitunter durch
Ausschuittung von Arginase (56). Sie begulinstigen die Apoptose von CD8*T-Zellen und
rekrutieren die, die Selbsttoleranz erhéhenden, CD4* regulatorischen T- Zellen (52,
53).

Auch ihre unreifen myeloiden Vorlauferzellen [polymorphonuclear myeloid-derived
suppressor cells (PMN-MDSC) oder granulocytic myleoid-derived supressor cells (G-
MDSC) werden in grol3er Zahl in Tumorgewebe, Blut, Knochenmark und Milz von
Tumorpatienten gefunden. Sie supprimieren das adaptive Immunsystem und
verheil3en eine schlechtere Prognose (52, 53). Die Klassifikation von PMN-MDSC ist
im Allgemeinen schwierig, da keine eindeutigen Marker sie von anderen neutrophilen

Unterarten unterscheiden und selbst reife Neutrophile in manchen Publikationen zu
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ihnen gezahlt werden. Die Terminologie von polymorphkernigen tumor-assoziierten

Zellen wird noch immer kontrovers diskutiert (53).

Im Tiermodell wurde nachgewiesen, dass TAN in fruihen Karzinomen eine starkere
Zytotoxizitat zeigen. Es wird postuliert, dass eine N1 zu N2 Progression stattfindet.
Hierbei ist bisher unklar, ob dies aufgrund einer Veranderung im Mikroenvironment
oder aufgrund einer veranderten Rekrutierung von zirkulierenden Neutrophilen
stattfindet (53).

1.3.2.2 Zirkulierende Neutrophile

Auch im Blut vieler Tumorpatienten finden sich vermehrt neutrophile Granulozyten (52,
53). Einen signifikanten prognostischen Marker bei vielen Tumorarten stellt die
Neutrophilen/Lymphozyten-Ratio (NLR) dar. Hierbei werden Neutrophile und
Lymphozyten aus dem Blut gewonnen und der Quotient aus der Gesamtzahl der
neutrophilen Granulozyten, dividiert durch die Gesamtzahl der Lymphozyten,
bestimmt. Eine hohe NLR bedeutet also eine Neutrophilie, eine Lymphopenie oder
eine Mischung aus beidem und zeigt eine schlechtere Prognose. Ursachlich fur die
Neutrophilie bei Tumorprogression ist eine erhohte Mobilisation von Neutrophilen aus
Knochenmark und Milz, ausgel6st durch vermehrte Ausschittung von Zytokinen, wie
IL-8, G-CSF, PDGF und MIP1 (53). Neutrophilie korreliert mit einem héherem Risiko
fur tumorbedingte Thrombose, eventuell ausgelost durch die NETs (53). AuRerdem
sind die Neutrophilen bei Tumorpatienten durch eine geringere Produktion von
reaktiven Sauerstoffspezies, verminderter spontaner Apoptose und veranderte

Zytokinproduktion gekennzeichnet (53).

Aus dem Blut gewonnene neutrophile Granulozyten koénnen in high-density
Neutrophile (HDN) und low-density Neutrophile (LDN) eingeteilt werden. Im Laufe ihrer
Reifung produzieren die Neutrophilen zytoplasmatische Granula, was zu einer
hoheren Zelldichte fuhrt. Die meisten reifen Neutrophilen sind HDN. Sie haben einen
segmentierten Kern, eine gute Phagozytosefahigkeit und zytotoxische Fahigkeiten
gegenuber Tumorzellen. Auch sind sie in der Lage, durch Arginase, das adaptive

Immunsystem zu supprimieren (53).

Die LDN werden beim Gesunden nur selten gefunden und ihr Anteil steigt wahrend

der Tumorprogression. Sie umfassen sowohl reife, segmentkernige als auch unreife
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Neutrophile. Sie zeichnen sich durch eine geringere Dichte, erhdhte Lebensdauer,
verminderte Phagozytosefahigkeit, verminderte Freisetzung von Sauerstoffradikalen
und eine immunsuppressive Wirkung aus. Sie beeintrachtigen die Proliferation und
Funktion der CD8" T-Zellen und sind beteiligt am mediieren von akuten Entziindungen.
Vermutlich sind sie gleichzusetzen mit den G-MDSC und unterliegen keiner terminalen
Differenzierung (53). Im Tiermodell konnte nachgewiesen werden, dass
ausdifferenzierte HDN in spaten Tumorstadien zu LDN transformieren kdnnen. Zum
Teil ist dieser Effekt auf durch den Tumor ausgeschuttetes TGF-3 zurickzufuhren. Bei
herbeigefuhrter Aktivierung geschieht dies durch Degranulation, beispielsweise von
Myeloperoxidase- (MPO) und Gelatinase B- oder Arginase-Granula. Seltener erfolgt
auch eine Reifung von LDN zu HDN (53).

1.3.2.3 TAN in menschlichen Tumoren

Bei einem grolien Teil der erforschten Tumorarten ist eine erhéhte Zahl von TAN
assoziiert mit einem schlechteren klinischen Outcome. Besonders beim
hepatozellularen Karzinom, intrahepatischen cholangiozellularen Karzinom, Kopf-
Hals-Tumoren, nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom und Nierenzellkarzinom stellte
sich heraus, dass vermehrte TAN im Tumorzentrum eine schlechte Prognose
kennzeichnen (58). Kompartimenten aullerhalb des Tumorzentrums wurde bislang
wenig Beachtung geschenkt. Um die Rolle der TAN im Magenkarzinom zu beurteilen,

fehlen bislang weitere Studien (58).

Caruso et al. beschrieb nicht-neoadjuvant behandelte, Hamatoxylin und Eosin (HE)
gefarbte Magenkarzinome. Weibliche Patienten mit normalen oder vermehrten TAN
im Tumorzentrum wiesen ein besseres tumorspezifisches Uberleben auf als
Patientinnen mit wenigen TAN. Mannliche Patienten hingegen zeigten keine
Assoziation von TAN mit dem Uberleben (59). Auch in EBV* Magenkarzinomen
konnten Abe et al. feststellen, dass vermehrte CD66b* TAN mit weniger
Lymphknotenmetastasen assoziiert sind. Sie fanden aullerdem in intestinalen
Tumoren mehr TAN (25). Ahnliche Ergebnisse zeigten die Untersuchungen von Huang
et al. (60) und Zhang et al. Aulerdem profitieren Patienten mit adjuvanter 5-

Fluoruracuil basierter Chemotherapie stark von vermehrten CD66b* TAN (61).

In der Studie von Zhao et al. wiederum waren vermehrte intratumorale, CD15" TAN

mit mehr Lymphknotenmetastasen und Fernmetastasen vergesellschaftet. Sie wurden
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sogar als unabhangiger Prognosefaktor fur ein schlechteres Gesamtiberleben
postuliert (62). Li et al. und Zhu et al. konnten nachweisen, dass TAN auch im
Magenkarzinom die Angiogenese fordern und eine schlechtere Prognose bedeuten
(63, 64). Eine schlechtere Prognose beschrieben ebenfalls Hiramatsu et al. (65) und
Wang et al. (66).

CD15" TAN haben eventuell einen schlechteren prognostischen Wert als mit CD66b
identifizierte TAN, da CD15 neben Neutrophilen, Eosinophilen und Monozyten auch
auf Tumorzellen exprimiert wird (67). Zudem erfasst es den Aktivierungsstatus der
Neutrophilen nicht (58).

1.3.2.4 Myeloperoxidase (MPO)

Wahrend der Granulozytenreifung im Knochenmark wird das Enzym Myeloperoxidase
synthetisiert und in Granula gespeichert. Es ist mit 2 bis 5 % das am haufigsten
vorkommende Protein in neutrophilen Granulozyten (68). Es ist eine der wirksamsten
Waffen des neutrophilen Granulozyten zur Abwehr von Mikroorganismen (69). Auch
in Monozyten und bestimmten Makrophagen kommt es in geringer Konzentration vor
(70).

Eine hohe Konzentration von MPO in TAN spielt eine kritische Rolle in frihen Stadien
der Tumorentwicklung. Es erlaubt Leukozyten und Makrophagen zu infiltrieren und

moduliert so die Zusammensetzung der Immunzellen im Tumor (53).

1.3.2.5 TAN in der Therapie

Ob Neutrophile in menschlichen Tumoren effektiv therapeutisch manipuliert werden
konnen, ist noch unklar. Ebenfalls fraglich ist, ob N1-TAN einfach einen hdheren
Aktivierungszustand aufweisen als N2-TAN und inwiefern eine Umwandlung initiiert

werden kann (53).

Um den protumoralen Effekt abzumildern, kénnte die Zahl der TAN gesenkt werden.
Angiostatin beispielsweise inhibiert die Migration von Neutrophilen in den Tumor und
verringert die Angiogenese (71). Auch konnten nur ihre protumoralen Funktionen
ausgeschaltet werden. Die Blockade von neutrophiler Elastase wirkte sich
beispielsweise positiv auf murine Lungentumoren aus und die Zerstorung der NETs

durch DNAse verringerte die Metastasierung (72).
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Ob eine Verschiebung von protumoralen TAN hin zu antitumoralen TAN im Menschen
mdglich ist, wird diskutiert. In murinen Tumoren konnte eine Blockade von TGF-[3-
Rezeptoren die Zahl der N1-TAN und zytotoxischen CD8*T-Zellen erhdhen und eine
Immuntherapie augmentieren (56). Der Granulozytenkolonie stimulierende Faktor (G-
CSF) kann eine Neutrophilie auslosen und die Progression einer chronischen zu einer
akuten Entzindung mit antitumoralen Effekten fordern (73). Besonders die
Kombination von G-CSF mit Bestrahlung konnte den antitumoralen N1 Phanotyp
fordern (74).

PD-L1* Neutrophile unterstitzten die Tumorprogression in Magenkarzinompatienten,
indem sie das adaptive Immunsystem unterdrickten. Durch die Blockierung von PD-
L1 auf den Neutrophilen konnte dies verhindert werden. Neutrophile sind zudem
Effektorzellen von anderen Immuntherapien, konventioneller Chemotherapie und

therapeutischen monoklonalen Antikorpern (53).
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1.3.3 Immunsystem und Geschlecht

Das biologische  Geschlecht eines Menschen ist definiert  durch
Geschlechtschromosomen, Geschlechtsorgane und Geschlechtshormone. Es ist zu
trennen vom sozialen Geschlecht, welches durch Verhalten, Gesellschaft, Umgebung
und Kultur gepragt wird. Sowohl biologisches, als auch soziales Geschlecht sind in der
Lage das Immunsystem und den Gesundheitszustand eines Menschen zu
beeinflussen (75-77).

Geschlechterspezifische Unterschiede werden in der Biomedizinischen Forschung oft
nicht wahrgenommen. Was dazu fuhrt, dass viele Studien ihre Ergebnisse nicht fur

beide Geschlechter getrennt untersuchen (78).

Sexueller Dimorphismus in der Immunantwort Iasst sich unabhangig vom Alter finden.
Manche Unterschiede konnen bereits ab Geburt beobachtet werden, andere tauchen
erst nach der Pubertat auf (76). Manner und Jungen haben haufiger bakterielle, virale,
Pilz- und parasitare Infektionen. Infektionen verlaufen bei ihnen zudem oft schwerer
und sie versterben eher an einer Sepsis (75, 76, 79). Verallgemeinert Iasst sich sagen,
dass Frauen eine verlasslichere Abwehr gegen Pathogene aufweisen. Gleichzeitig
weisen sie eine verringerte Selbsttoleranz auf, was zur vermehrten Entwicklung von
Autoimmunkrankheiten fihrt (77).

Frauen zeigen nach Stimulation mit Antigenen, beispielsweise durch Impfung oder
Infektion, eine starkere humorale und zellulare Immunreaktion (80). Die Antigen-
prasentierenden Zellen von Frauen prasentieren ihre Peptide effizienter als die der
Manner. Weibliche Immunzellen exprimieren ein anderes Muster von
Pathogenmuster-erkennenden Oberflachenproteinen als mannliche. Frauen weisen
aullerdem bis zu zehnmal so viele dieser Mustererkennungsproteine auf ihren Zellen
auf wie Manner (80). Neutrophile Granulozyten zeigen sogar geschlechtsspezifische
Unterschiede im Aussehen (81). Auch ist die phagozytische Aktivitat von weiblichen
neutrophilen Granulozyten und Makrophagen hoher und unempfindlicher gegenuber
Anasthesie und Operationen (82).

Sowohl die Geschlechtschromosomen, als auch die Geschlechtshormone
beeinflussen die Immunantwort (76). Das X-Chromosom beinhaltet die meisten fur das

Immunsystem wichtigen Gene (77, 83). Weibliche Zellen, inklusive der Immunzellen,
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sind in der Lage, die Inaktivierung des zweiten X-Chromosoms partiell aufzuheben. So

bilden sie ein heterogenes Mosaik mit mehr Variablen als die Manner (83-86).

Sexualhormone wiederum regulieren die Expression vieler Gene. Androgene wirken
hierbei eher dampfend auf die Immunreaktion. Sie verringern die Aktivitat von
natlrlichen Killerzellen und die Expression von Mustererkennungspartikeln auf
Makrophagen. Sie vermehren die Produktion von antiinflammatorischen Zytokinen
(80). Verminderte Testosteronwerte sind mit vermehrten inflammatorischen Zytokinen,
Antikorpertitern und naturlichen Killerzellen sowie verminderten regulatorischen T-

Zellen assoziiert (76).

Weibliche Sexualhormone sind in ihrer Wirkung auf das Immunsystem komplex. Sie
beeinflussen die Immunantwort abhangig von der Dosis und somit vom menstruellen
Zyklus. Progesteron bindet an verschiedene Steroidrezeptoren und wirkt eher
antiinflammatorisch. Ostrogenrezeptoren finden sich auf den Immunzellen selbst, aber
auch in den fur ihre Reifung wichtigen Geweben, wie dem Knochenmark und den
Stromazellen des Thymus (77, 87). Ostrogene beeinflussen antigenprasentierende
Zellen in Funktion und Differenzierung. Sie verspaten die Apoptose neutrophiler
Granulozyten und modulieren deren Chemotaxis und Recruitment (88). Niedrige
Ostrogenspiegel bewirken eine Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen
und eine Aktivierung von T;-Helferzellen. Hohe Konzentrationen wiederum vermindern
die Ausschattung von proinflammatorischen Zytokinen und vermehren T,-Helferzellen,

regulatorische T-Zellen und Antikdrperproduktion (80).

Geschlechtsspezifische Unterschiede betreffen auch die Immuniberwachung. Manner
sind generell anfalliger fur maligne Tumorerkrankungen als Frauen. Sie haben trotz
geringerer Lebenserwartung eine groRere Wahrscheinlichkeit, in ihrem Leben an
Krebs zu erkranken. Zusatzlich ist ihre Prognose oft schlechter. Dies betrifft auch die
fruhkindlichen malignen Tumoren. Diese mannliche Anfalligkeit kann nicht allein durch
Unterschiede in der Exposition von Umgebungstoxinen und im Verhalten erklart
werden (77).
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1.4 Fragestellung und Zielsetzung

Um weitere Erkenntnisse zum Microenvironment und den geschlechtsspezifischen
Unterschieden im Magenkarzinom einer europaischen Kohorte zu erlangen, befasst

sich die vorliegende Arbeit mit den folgenden Hypothesen:

- Tumor-assoziierte neutrophile Granulozyten (TAN) sind nicht Ausdruck einer
von der Schleimhaut fortgeleiteten (phlegmondésen) Entziindung, sondern ein
spezifisches Phanomen des Tumorimmunmikroenvironments. Sie reichern sich
in den  verschiedenen Kompartimenten (peritumorale Mucosa,
Tumoroberflache, Tumorzentrum und Invasionsfront) des Magenkarzinoms an.

- Die Zahl der TAN in den verschiedenen Kompartimenten des Magenkarzinoms
korreliert mit klinisch-pathologischen Patientencharakteristika und der
Patientenprognose.

- Die Zahl der TAN und ihr tumorbiologischer Effekt zeigen
geschlechtsspezifische Unterschiede.

Um die Hypothesen zu prifen wurden 432 therapienaive Primartumore
computergestitzt betrachtet.

Teile der vorliegenden Arbeit wurden veroffentlicht (89, 90).
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2 Material und Methodik

2.1 Studiendesign und Ethikvotum

Das Studiendesign orientierte sich an den Empfehlungen fir prognostische
Tumormarker-Studien  (REMARK-Kriterien)  (91).  Ganzgewebeblocke  von
Magenkarzinomen wurden mit Antikdrpern gegen Myeloperoxidase gefarbt. Die
Anzahldichten der Myeloperoxidase positiven TAN in den Kompartimenten:
peritumorale Mucosa, Tumoroberflache, Tumorzentrum und Invasionsfront, wurden
ermittelt. Die Ergebnisse wurden mit klinisch-pathologischen Charakteristiken der
Patienten und ihrem Uberleben korreliert.

Diese Arbeit wurde von der Ethikkommission des Universitatsklinikums Kiel
(Referenznummer D 468/17) genehmigt. Alle Patientendaten wurden nach Aufklarung
und Zustimmung der Patienten nach Einschluss in die Studie pseudonymisiert.
Samtliche Materialien, Prozeduren und Daten wurden im Einklang mit der Deklaration
des Weltarztebundes von Helsinki/Tokio von 1964/1975 und geltenden

Sicherheitsstandards verarbeitet.

2.2 Untersuchtes Patientenkollektiv

Untersucht wurde formalinfixiertes, in Paraffin eingebettetes Probenmaterial aus dem
Archiv des Instituts flr Pathologie, des Universitatsklinikums Kiel, aus den Jahren 1997
bis 2009.

Eingeschlossen wurden histologisch gesicherte primare Adenokarzinome des Magens
und des gastrodsophagealen Ubergangs von kaukasischen Patienten nach totaler
oder subtotaler Gastrektomie. Ausgeschlossen wurden Falle mit anderen Tumorarten,
die nicht Adenokarzinome sind, Falle mit Patienten, die pra- oder perioperative Radio-
oder Chemotherapie erhalten hatten und Falle wo wichtige klinische Basisdaten
(Geschlecht, Laurén Phanotyp, T-, N-, M-Kategorie oder UICC-Stadium) oder mehr
als zwei der definierten Kompartimente (peritumorale Mucosa, Tumoroberflache,

Tumorzentrum und Invasionsfront) im Probenmaterial gefehlt haben.

Die Uberlebensdaten der Patienten wurden vom epidemiologischen Krebsregister des
Landes Schleswig-Holstein bezogen und die Follow-Up-Daten von Uberlebenden
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Patienten aus Krankenhaus- und Hausarztakten erhoben. Folgende Daten wurden
auBerdem aus dem elektronischem Archivsystem entnommen: Tumorlokalisation,
Alter bei Diagnose, Geschlecht, Tumortyp, Differenzierungsgrad,
Residualtumorstatus, TumorgroRe, Fernmetastasierung, Invasionstiefe, Zahl der
resezierten Lymphknoten und Zahl der von Metastasen befallenen Lymphknoten.
Sowie H. pylori Infektion, EBV-, HER2- (92, 93), MET- (94) und MSI-Status (95).

2.3 Erstellung und Vorbereitung der Schnittpraparate

Die in neutral gepufferten Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten
Tumorproben wurden zur Erstellung von Gewebeschnitten zunachst auf einer kalten
Platte (COP 30, Medite GmbH, Burgdorf, DE) bei -15 °C fur 15 Minuten gekuhlt. Dann
wurden mithilfe des Rotationsmikrotoms Leica RM2245 (Leica Biosystems, Nussloch,
DE) 2 pm dicke Schnittpraparate erstellt. Die mit Xylol entparaffinierten, in
absteigender Alkoholreihe rehydrierten und mit destilliertem Wasser gespulten
Gewebsschnitte wurden mit Hamatoxylin und Eosin (Merck KGaA, Darmstadt, DE)
gefarbt, histopathologisch begutachtet und anhand der Klassifikation nach Laurén (37)
eingeteilt.  Die  pathologische  Tumor- (T), Lymphknoten- (N) und
Fernmetastasenklassifikation (M) jedes Falls wurde anhand der achten Ausgabe der

Union internationale contre le cancer (UICC) definiert (41).

Far den immunhistochemischen Nachweis der Myeloperoxidase wurden gekuhlte 2
pm dicke Schnittpraparate erstellt und in ein 54 °C warmes Paraffinstreckbad Uberfuhrt
(TFB 45, Medite GmbH, Burgdorf, DE). AnschlieRend wurden diese auf Objekttrager
(Leica BOND™PIus Slides, Leica Biosystems, Nussbaum, DE) aufgezogen und Uber
Nacht im Brutschrank (Memmert, DE) bei 54 °C getrocknet. Anschliel3end erfolgte die
Farbung mithilfe eines vollautomatisierten Farbeautomaten (Leica BOND-MAX, Leica
Biosystems, Nussbaum, DE) und dem dazugehdrigen Peroxidase konjugiertem
Polymersystem (Bond Polymer Refine Detection, Leica Biosystems, Newcastle, GB)
nach Herstellerangaben. Zur Antigen-Demaskierung wurden die Praparate mit einer
Bond Epitope Retrieval Solution (Leica Biosystems, Newcastle, GB) fur 20 Minuten
vorbehandelt und als Primarantikdrper wurde ein polyklonaler Kaninchen Anti-Humane
MPO Antikorper (6,6 g/L; Dako, Carpinteria, CA, USA), welcher mit dem Bond Primary
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Antibody Diluent (Leica, Newcastle, GB) 1:2000 verdinnt wurde, aufgetragen. Als

Negativkontrolle wurde der Primarantikdrper weggelassen.

Die Schnittpraparate wurden schliel3lich mithilfe der Promounter RCM 2000
Coverslipping Machine (Medite GmbH, Burgdorf, DE) mit Deckglasern versehen
(Deckglaser, REF LD2450, 24 x 50 mm, Walter CMP GmbH, Kiel, DE).

2.4 Virtuelle Mikroskopie und Methodik

Die immunhistochemisch gefarbten Praparate wurden mithilfe des Leica SCN400
Objekttrager-Scanner (Leica Biosystems, Nussloch, DE) mit maximaler (400-facher)
VergroRerung hochauflésend digitalisiert (Pixelabstand 0,25 ym) und im Leica SCN-

Format aus der Scanner Software exportiert.

Die Daten wurden in das institutseigene Ansicht- und Zeichenprogramm VMP (auf
Basis von NetBeans Platform 8.1, Oracle Corporation, Redwood City, USA) geladen.
VMP kann die Praparate im SCN-Format darstellen. Es ermdglicht dem Betrachter,
das Praparat zu bewegen, zu zoomen, und es zeigt einen Messbalken an. Aulierdem

hat es eine Polygon-Flachen Zeichenfunktion.

Mithilfe dieses Zeichenprogrammes wurden in jedem Praparat vier tumorrelevante
Kompartimente in farbig unterschiedlichen Polygonen manuell markiert: die
peritumorale Mucosa, die Tumoroberflache, das Tumorzentrum und die Invasionsfront
(Abbildung 2.1).

Hierbei wurde beim Kompartiment der peritumoralen Mucosa der gesamte Bereich der
tumorfreien Schleimhaut von Muscularis mucosae bis unter die Muzinschicht
eingeschlossen. Bei der Tumoroberflache wurde unter Vermeidung der nekrotischen
Anteile der luminalen Tumoroberflache bis zu 500 ym tief in den Tumor markiert und
bei dem Kompartiment Tumorzentrum wurde das Stroma und die Epithelzellen des
Tumors mdglichst grof3flachig umfahren. Die markierte Invasionsfront durfte bis zu 250

pMm breit sein und auch geringe Teile des umliegenden Bindegewebes umfassen.

Bei allen markierten Flachen sollten Zell- und Bindegewebe freie Flachen (z.B.
Rissartefakte vom Erstellen der Schnittpraparate), mit nekrotischem Detritus gefullte
oder leere neoplastische Drusenlumen, die einen groReren Durchmesser als 200 ym
hatten, und nekrotische Areale nicht eingeschlossen werden.
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Abbildung 2.1 Darstellung der Benutzeroberfldche der VMP-Software (1) und der Ubersicht
eines Préparates (2) mit drei der markierten Kompartiment-Fladchen: Tumoroberfldche (griin),
Tumorzentrum (gelb), Invasionsfront (orange).

Zur objektiven Identifikation der MPO gefarbten Zellen erfolgte bei 200-facher
Vergrof3erung eine Analyse mit der automatischen Bilderkennungssoftware Definiens
Tissue Studio® Version 3.6.1 (Definiens, Munchen, DE). Die Software ermdglicht es,
durch Einstellung von GroRen- und Intensitatsparametern die gewunschte Zellart zu
klassifizieren. Zunachst wurde bei der Tissue Background Separation das Gewebe
vom Hintergrund unterschieden (Auto Threshold; Multiple Tissue Pieces; 10000 pm?
Minimum Tissue Size). Es wurden Zellkerne detektiert (Nucleus Detection: 0,1
Hematoxilin Threshold; 50 um? Typical Nucleus Size) und virtuelle Zellgrenzen
ausgehend vom Zellkern konstruiert (Cell Simulation: Simulation Mode = Grow from
Nuclei; 1 ym Maximum Cell Growth). Anschliefend wurde die Intensitat des braunen
Chromogens (General Settings: Stain Combination = ICH brown Chromogene; ICH
Marker = Cytoplasm) Uber dem Zellkern und in den virtuellen Zellgrenzen in Bezug
zum Grenzwert gesetzt und abschlieBend als TAN klassifiziert (Cell Classification:
Selected Feature = ICH Marker Intensity; Measurement in = Cell; Threshold none/low
= 0,5). Die erfolgte Analyse wurde in CSV-Dateien exportiert.

Im Institut fur Pathologie wurde ein Konvertierungsprogramm erstellt, um aus den
CSV-Dateien die Koordinaten der identifizierten Zellen zu extrahieren. Die Textdatei
wird dabei in eine TAN-Koordinatenliste, bei der das Koordinatensystem des SCN-
Praparates Anwendung findet, umgewandelt und gespeichert. Aus den
Flacheninhalten der vier markierten Kompartimentarealen und den darin identifizierten
und quantifizierten TAN wurden die TAN-Anzahldichten (TAN/mm?) berechnet.
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2.5 Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen wurden mithilfe von SPSS, Version 24.0 (IBM
Corporation, Armonk, NY, USA) und Microsoft Excel Version 2007 (Microsoft,
Redmont, WA, USA) erstellt. Im ersten Teil der Untersuchung wurden die Rohwerte
mithilfe des Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtests (gepaarte Stichproben) und des
Wilcoxon-Rangsummentests (unabhangige Stichproben) analysiert. Fur den zweiten
Teil wurden die Falle am Median dichotomisiert und in Quartile (Q;, Q,, Q; und Q,)
eingeteilt. Die Einteilung erfolgte, indem flr jedes Kompartiment einzeln entsprechend
seiner TAN-Anzahldichte vier gleich grole Gruppen erstellt wurden. Die drei
Quantilengrenzen lassen sich in Tabelle 3.1 ablesen. Aulderdem wurden zur ndheren
Betrachtung die Quantile in erniedrigte TAN (Q;) und erhohte TAN (Q3s4) eingeteilt.
Zudem wurde die Kohorte anhand ihres Geschlechts separiert. Die Testung auf
Zusammenhange erfolgte mithilfe des exakten Tests nach Fischer. Fur ordinale
Variablen wurde Kendalls Tau verwendet. p-Werte <0,05 wurden als signifikant

gewertet.

Die Abhangigkeit zwischen einem Parameter und dem allgemeinen oder
tumorspezifischen Uberleben wurden mithilfe der Kaplan-Meier Methode abgebildet
und mit Hilfe des Logrank-Tests auf signifikante Unterschiede hin Gberpruft. Zusatzlich
wurde eine multivariate Analyse der Uberlebensdaten durch eine Cox‘sche
Regressionsanalyse erstellt, bei der alle p<0,10 in der univariaten Analyse
bertcksichtigt wurden. Zur Kontrolle der Alphafehler-Kumulierung bei multiplen

Vergleichen wurde die Simes (Benjamini-Hochberg)-Prozedur (96, 97) durchgeflhrt.
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3 Ergebnisse

Myeloperoxidase positive neutrophile Granulozyten wurden in der peritumoralen
nichtneoplastischen Mucosa, an der Tumoroberflache, im Tumorzentrum und an der
Invasionsfront nachgewiesen. Die Farbeartefakte konnten beim Markieren der
betrachteten Kompartimente gut abgegrenzt werden. Die anschlie3ende Identifikation
der TAN durch Definiens® war sehr zufriedenstellend (Abbildung 3.1).

Abbildung 3.1 Bilder einer beispielhaften Invasionsfront in Hdmatoxylin-Eosin-Férbung (1)
und Myeloperoxidase-Immunférbung (2,3). In (3) wurde jeder von Definiens Tissue Studio®
erkannte Myeloperoxidase positive neutrophile Granulozyt mit einem gelben Punkt markiert.
OriginalvergréBerung 400-fach.

Die Einschlusskriterien wurden von 432 Fallen erflllt. Das mediane Alter zum
Diagnosezeitpunkt lag bei 68 Jahren, der jingste Patient war 28 und der alteste 92
Jahre alt. 270 (62,5 %) der Patienten waren mannlich, 162 (37,5 %) weiblich. Gemafl
der Klassifikation nach Laurén litten 227 Patienten an einem Magenkarzinom des
intestinalen und 134 des diffusen Typs. 29 waren Mischtypen und 42 blieben
unklassifiziert. Informationen zum allgemeinen Uberleben lagen bei 420 (97,2 %)
Patienten vor und Informationen zum tumorspezifischen Uberleben bei 392 (90,7 %).
269 (62,3 %) Patienten starben wahrend der Nachbeobachtung an ihrem
Magenkarzinom. Das mediane allgemeine Uberleben betrug 14,9 + 1,1 Monate und
das mediane tumorspezifische Uberleben lag bei 16,7 + 1,5 Monaten (siehe Tabelle
7.6 im Anhang).
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3.1 Rohwertbetrachtung

Mucosa

TAN-Anzahldichte [n/mm?] n 25 %-P. Median 75 %-P. Spannweite
Gesamt 246 244 57,9 119,7 2,0-2022,4
Intestinal 117 27,0 58,4 109,3 2,0 - 809,4
Diffus 84 224 48,8 115,0 2,1-2022,4
Mischtyp 17 15,9 58,5 133,1 7,3-209,7
Unklassifiziert 24 43,0 77,1 151,5 7,1-326,4
Frauen Gesamt 101 22,1 54,7 100,8 2,0 - 2022,4
Manner Gesamt 141 27,5 58,4 123,2 3,2 -608,7

Tumoroberflache

TAN-Anzahldichte [n/mm?] n 25 %-P. Median 75 %-P. Spannweite
Gesamt 347 4874 872,6 14299 5,8-4127,0
Intestinal 189 488,0 842,2 1340,0 65,0 - 3680,1
Diffus 98  390,1 975,2 1506,1 5,8-3137,9
Mischtyp 24 5492 1062,4 2127,6  180,4 - 2434,4
Unklassifiziert 31  606,5 817,4 12004 65,1-4127,0
Frauen Gesamt 126 537,2 1047,4 1498,7 9,7 -3137,9
Manner Gesamt 216 4817 821,2 13349 5,8-4127,0

Tumorzentrum

TAN-Anzahldichte [n/mm?] n 25 %-P. Median 75 %-P. Spannweite
Gesamt 432 52,9 130,5 410,3 3,0-3797,7
Intestinal 222 65,9 166,5 473,5 3,3-3797,7
Diffus 132 31,7 80,2 284,2 3,0 - 2510,6
Mischtyp 29 50,2 130,0 354,3 12,9-1150,3
Unklassifiziert 42 66,9 171,3 510,0 6,3 - 3746,8
Frauen Gesamt 160 43,8 130,5 429,4 4,3 -3797,7
Manner Gesamt 265 56,9 130,0 381,9 3,0 - 3071,1

Invasionsfront

TAN-Anzahldichte [n/mm?] n 25 %-P. Median 75 %-P. Spannweite
Gesamt 369 74,0 227,4 735,9 0-6711,0
Intestinal 205 111,8 298,7 807,9 0-6711,0
Diffus 91 24,0 65,2 376,1 0-4599,0
Mischtyp 26 594 225,6 620,2 15,1-2817,3
Unklassifiziert 41 167,7 366,5 1558,6 23,8 - 5089,8
Frauen Gesamt 128 52,7 161,5 717.9 0-6711,0
Méanner Gesamt 235 879 267,7 770,0 0 -5089,8

Tabelle 3.1 Anzahldichten der Myeloperoxidase positiven tumor-assoziierten neutrophilen
Granulozyten in vier verschiedenen Kompartimenten des therapienaiven Magenkarzinoms.
P.= Quantilengrenze.
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3.1.1 TAN-Anzahidichten in den Tumorkompartimenten

Zuerst wurden die Rohwerte in den vier verschiedenen Kompartimenten (peritumorale
Mucosa, Tumoroberflache, Tumorzentrum und Invasionsfront) betrachtet. In jedem der
Kompartimente lielRen sich grundsatzlich TAN nachweisen. Die TAN-Anzahldichte
(n/mm?) der einzelnen Kompartimente war innerhalb eines Praparats hochsignifikant
verschieden (jeweils p<0,001; Tabelle 3.1 und Abbildung 3.2). Der niedrigste Median
betrug 57,9 TAN pro Quadratmillimeter in der peritumoralen Mucosa, der hochste
Median 872,6/mm? an der Tumoroberflache. Er betrug 130,5/mm? im Tumorzentrum

und 227,4/mm? an der Invasionsfront (Tabelle 3.1).

Abbildung 3.2 Darstellung
" der Unabhéngigkeiten der

Tumoroberflache } Anzahldichten der
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tumor-assoziierten
\ neutrophilen Granulozyten in
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3.1.2 Tan-Anzahldichten in den Tumor Phanotypen

Je nach Phanotyp des Tumors variierten die TAN-Anzahldichten zwischen den

unterschiedlichen Kompartimenten (Tabelle 3.1 und Abbildung 3.3).

Beim Vergleich innerhalb eines Kompartiments zwischen den verschiedenen Laurén
Phanotypen zeigte sich, dass die TAN-Anzahldichten sich zwischen diffusen und nicht-
diffusen Tumortypen im Tumorzentrum (p<0,001) und in der Invasionsfront (p<0,001)
signifikant unterschieden. Im Tumorzentrum weichen die TAN-Anzahldichten beim
intestinalen Typ (p<0,001) und beim unklassifizierten Typ (p=0,013) signifikant von
denen im diffusen Typ ab. Die Zahl der TAN pro Quadratmillimeter im Tumorzentrum
ist dabei im Median beim intestinalen Typ und beim unklassifizierten Typ mehr als
doppelt so hoch wie beim diffusen Typ. In der Invasionsfront zeigten die Tumoren vom
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intestinalen Typ (p<0,001), unklassifizierten Typ (p<0,001) und Mischtypen (p=0,011)

ein Vielfaches an TAN pro Quadratmillimeter wie der diffuse Typ.

p<0,001

Diffus Tumorzentrum Tumorzentrum Intestinal

—\ ————[Invasionsfront _|
f

Mischtyp Tumorzentrum

Tumorzentrum |Unklassifiziert

A
Abbildung 3.3 Darstellung der Unabhéngigkeiten der Anzahldichten der Myeloperoxidase
positiven tumor-assoziierten neutrophilen Granulozyten innerhalb eines Kompartiments

zwischen den Laurén Phénotypen. Alle Unabhéngigkeiten sind durch Pfeile ausgedriickt.
p=Signifikanzwert.

In der peritumoraler Mucosa und der Tumoroberflache konnte in keinem der
Phanotypen ein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.

3.1.3 TAN-Anzahldichten nach Geschlecht
Bei der Betrachtung der Rohwerte der TAN-Anzahldichten fir die Geschlechter
getrennt, konnten erneut signifikante Unterschiede in den einzelnen Kompartimenten

innerhalb eines Praparats festgestellt werden (alle p<0,001).

Die TAN-Anzahldichten der einzelnen Kompartimente unterschied sich zwischen den
Geschlechtern in keinem Kompartiment signifikant (Abbildung 3.4). Auch wenn die
Zunahme der TAN-Anzahldichten zwischen Tumor und Invasionsfront bei den
Mannern (130,0 vs. 267,7 TAN/mm?) deutlich gréf3er erschien als bei den Frauen
(130,5 vs. 161,5 TAN/mm?).
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Abbildung 3.4 Boxplots mit den Anzahldichten der Myeloperoxidase positiven tumor-
assoziierten neutrophilen Granulozyten aufgeteilt nach dem Geschlecht in den verschiedenen
Kompartimenten: peritumorale Mucosa (blau), Tumoroberfldche (griin), Tumorzentrum (gelb)
und Invasionsfront (orange) (modifiziert nach Clausen et al. (89)).

3.2 Klinisch-pathologische Korrelationen

Um die tumorbiologische Bedeutung der TAN in den einzelnen Kompartimenten
herauszuarbeiten, wurden die TAN-Anzahldichten in unterschiedliche Quantile

eingeteilt und mit klinisch-pathologischen Patientencharakteristika korreliert.

3.2.1 Teilen am Median
Zunachst wurden die TAN-Anzahldichten am Median geteilt und dabei in wenig-TAN
und viele-TAN eingeteilt.

Es ergab sich nach der Korrektur bei multiplen Tests ein signifikanter Zusammenhang
zwischen der TAN-Anzahldichte in der Invasionsfront mit dem Laurén Phanotyp und
dem MSI-Status (beide p<0,001; siehe Tabelle 7.1 im Anhang).
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3.2.2 Teilen in Quartile

Um der groRen Streuung von TAN-Anzahldichten im Magenkarzinom (0 - 6711.0
TAN/mm?) gerecht zu werden, wurden diese daraufhin in vier gleich grof3e Quantile
(Q4, Q2, Q3, Q4) unterteilt. Hier zeigte sich ein nach der Korrektur bei multiplen Tests
ein signifikanter Zusammenhang der TAN-Anzahldichten: in der Mucosa mit der
Infektion mit H. pylori (p<0,001), in der Tumoroberflache mit dem Alter bei
Diagnosestellung (p=0,002), im Tumorzentrum mit dem Grading (p=0,001), in der
Invasionsfront mit dem Laurén Phanotyp und dem MSI-Status (beide p<0,001; siehe
Tabelle 7.2 und 7.3 im Anhang).

3.2.3 Q; vs. Q234

Um einen nahezu physiologischen cut-off zu ermitteln, wurden die TAN-Anzahldichten
am 0,25-Quantil getrennt (Tabelle 3.1). So entstand eine Dichotomisierung zwischen

dem ersten Quartil (Q;) und den restlichen drei Quantilen (Qz34).

Die Dichotomisierung zeigte, dass die TAN-Anzahldichte im Tumorzentrum mit dem
Laurén Phanotyp (signifikant nach der Korrektur bei multiplen Tests), der T-Kategorie,
dem Grading (signifikant nach der Korrektur bei multiplen Tests) und dem EBV-, MSI-
und HER2-Status korrelierte.

In der Invasionsfront korrelierten TAN-Anzahldichten mit dem Geschlecht, Laurén
Phanotyp (signifikant nach der Korrektur bei multiplen Tests), der T-Kategorie,
Grading, dem EBV-, MSI- (signifikant nach der Korrektur bei multiplen Tests) und
HERZ2-Status (siehe Tabelle 3.2).
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(44

Gesamt/ Mucosa Tumoroberflache Tumorzentrum Invasionsfront

Fehlend Ql Q234- Ql Q234- Ql Q234 Ql Q234

n () In (%) n_ () In (%) n () In (%) n (%) [n (%) n (%)
Geschlecht n p-Wert( |432/0 246 0,296 | 347 0,700 | 432 0,066 | 369 0,016
Weiblich 162 (37,5)|129 (284) 73 (71,6)|30 (23,6) 97 (76,4)|49 (30,2) 113 (69,8) |42 (32,6) 87 (67,4)
Mannlich 270 (62,5)|32 (22,2) 112 (77,8) |57 (25,9) 163 (74,1)|59 (21,9) 211 (78,1) |50 (20,8) 190 (79,2)
Altersgruppe n  p-Wert® |432/0 246 0,883 | 347 0,035 | 432 0,657 | 369 0,905
< 68 Jahre 215 (49,8) |31 (24,2) 97 (75,8)|51 (30,4) 117 (69,6) |56 (26,0) 159 (74,0) |46 (25,3) 136 (74,7)
> 68 Jahre 217 (50,2) |30 (25,4) 88 (74,6)|36 (20,1) 143 (79,9) |52 (24,0) 165 (76,0) |46 (24,6) 141 (75,4)
Lokalisation n p-Wert( |429/3 244 1,0 344 1,0 429 0,812 | 367 0,076
Proximaler Magen 139 (32,4) |19 (25,3) 56 (74,7)|29 (25,4) 85 (74,6)|36 (25,9) 103 (74,1) |24 (19,4) 100 (80,6)
Distaler Magen 290 (67,6) |42 (24,9) 127 (75,1)|58 (25,2) 172 (74,8) |71 (24,5) 219 (75,5)|68 (28,0) 175 (72,0)
Laurén Typ n p-Wert( |432/0 246 0,430 | 347 0,718 | 432 <0,001* | 369 <0,001*
Intestinal 227 (52,5) |27 (22,5) 93 (77,5)|48 (24,9) 145 (75,1) |40 (17,6) 187 (82,4) |32 (15,2) 178 (84,8)
Diffus 134 (31,00 |24 (28,2) 61 (71,8)|28 (28,3) 71 (71,7)|53 (39,6) 81 (60,4) |49 (53,3) 43 (46,7)
Mischtyp 29 (6,7) |6 (35,3) 11 (64,7) |4 (16,7) 20 (83,3)|7 (24,1) 22 (759) |7 (26,9) 19 (73,1)
Unklassifiziert 42 (9,7) |4 (16,7) 20 (83,3)|7 (22,6) 24 (77,4)|8 (19,0) 34 (81,0) |4 (9,8) 37 (90,2)
T-Kategorie n _ p-Wert®@ |432/0 246 0,055 | 347 0,042 | 432 0,049 | 369 0,016
T1a/b 51 (11,8) |6 (15,8) 32 (84,2)|9 (20,9) 34 (79,1)|7 (13,7) 44 (86,3) |8 (16,0) 42 (84,0)
T2 52 (12,0) |9 (25,7) 26 (74,3)|10 (20,8) 38 (79,2)|11 (21,2) 41 (78,8)|8 (16,0) 42 (84,0)
T3 175 (40,5)|120 (21,3) 74 (78,7)|31 (21,7) 112 (78,3) |46 (26,3) 129 (73,7) |40 (26,5) 111 (73,5)
T4alb 154 (35,6) 126 (32,9) 53 (67,1)|37 (32,7) 76 (67,3)|44 (28,6) 110 (71,4)|36 (30,5) 82 (69,5)
N-Kategorie n p-Wert @ |432/0 246 0,018 | 347 0,326 | 432 0,115 | 369 0,808
NO 122 (28,2) |15 (19,0) 64 (81,0)|22 (21,8) 79 (78,2)|24 (19,7) 98 (80,3) |24 (21,1) 90 (78,9)
N1 62 (14,4) |9 (22,0) 32 (78,0)|14 (28,0) 36 (72,0)|17 (27,4) 45 (72,6)|15 (30,6) 34 (69,4)
N2 76 (17,6) |7 (16,7) 35 (83,3)|12 (21,1) 45 (78,9)|18 (23,7) 58 (76,3) |20 (31,3) 44 (68,8)
N3a/b 172 (39,8) 130 (35,7) 54 (64,3)|39 (28,1) 100 (71,9)|49 (28,5 123 (71,533 (23,2) 109 (76,8)

Tabelle 3.2 - Teil 1/3




3%

Gesamt / Mucosa Tumoroberflache Tumorzentrum Invasionsfront

Fehlend Ql Q234 Ql Q234 Ql Q234- Ql Q234

n () [n (%) n_ (%) n (%) n (%) In (%) n (%) [n (%) n_ (%)
M-Kategorie n p-Wert (™ |432/0 246 0,701 | 347 0,742 | 432 0,481 | 369 0,330
MO 350 (81,0)[49 (24,3) 153 (75,7) |71 (24,7) 217 (75,3)|85 (24,3) 265 (75,7)|74 (23,9) 235 (76,1)
M1 82 (19,0)[12 (27,3) 32 (72,7) |16 (27,1) 43 (72,9)|23 (28,00 59 (72,0)|18 (30,0) 42 (70,0)
UICC-Stadium n  p-Wert @ |432/0 246 0,217 | 347 0,310 [ 432 0,094 | 369 0,151
IA/B 73 (16,9)|10 (19,2) 42 (80,8) |13 (20,6) 50 (79,4)|12 (16,4) 61 (83,6)|13 (18,3) 58 (81,7)
IIA/B 94 (21,8) |13 (22,0) 46 (78,0) |18 (23,4) 59 (76,6)|23 (24,5 71 (75,5)|21 (25,3) 62 (74,7)
IHIA/B/C 183 (42,4)|26 (28,6) 65 (71,4) |40 (27,00 108 (73,0)|50 (27,3) 133 (72,7)|40 (25,8) 115 (74,2)
\Y% 82 (19,00 |12 (27,3) 32 (72,7) |16 (27,1) 43 (72,9)|123 (28,0) 59 (72,0)|18 (30,0) 42 (70,0)

LN-Ratiogruppe n  p-Wert (V| 432/0 246 0,011 | 347 0,175 | 432 0,148 | 369 1,0
<0,189 212 (49,1)[25 (18,2) 112 (81,8) |38 (21,8) 136 (78,2)|46 (21,7) 166 (78,3)|46 (24,7) 140 (75,3)
>0,189 220 (50,9)[36 (33,0) 73 (67,0) |49 (28,3) 124 (71,7)|62 (28,2) 158 (71,8)|46 (25,1) 137 (74,9)
L-Kategorie n p-Wert|415/17 237 0,098 |333 0,527 | 415 0,654 | 357 0,903
LO 200 (48,2) |25 (20,2) 99 (79,8) |37 (23,1) 123 (76,9) |49 (24,5) 151 (75,5)|43 (24,6) 132 (75,4)
L1 215 (51,8)[34 (30,1) 79 (69,9) |46 (26,6) 127 (73,4)|57 (26,5 158 (73,5)|46 (25,3) 136 (74,7)

V-Kategorie n p-Wert(|414/18 236 0,300 |331 0,538 | 414 0,719 | 357 1,0
VO 368 (88,9) |56 (26,2) 158 (73,8) |71 (24,0) 225 (76,0)|95 (25,8) 273 (74,2) |80 (25,2) 237 (74,8)
V1 46 (11,113 (13,6) 19 (86,4) |10 (28,6) 25 (71,410 (21,7) 36 (78,3)|10 (25,0) 30 (75,0
Grading n p-Wert (™ |432/0 246 0,299 |347 0,778 [ 432 0,001* | 369 0,010
G1/2 102 (23,6)|11  (19,3) 46 (80,7) |23 (26,1) 65 (73,9)|13 (12,7) 89 (87,3)|15 (15,2) 84 (84,8)
G3/G4 330 (76,4) |50 (26,5) 139 (73,5) |64 (24,7) 195 (75,3)|95 (28,8) 235 (71,2)|77 (28,5) 193 (71,5)
Resektionsstatus n  p-Wert (V| 428/4 243 0,165 |343 0,692 | 428 0,609 | 366 0,574
RO 376 (87,9) |50 (23,3) 165 (76,7) |78 (25,6) 227 (74,4)|95 (25,3) 281 (74,7)|80 (24,7) 244 (75,3)
R1/R2 52 (12,110 (35,7) 18 (64,3) |8 (21,1) 30 (78,9 |11 (21,2) 41 (78,8)|12 (28,6) 30 (71,4)

Tabelle 3.2 - Teil 2/3
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Gesamt / Mucosa Tumoroberfliche Tumorzentrum Invasionsfront
Fehlend Q, Q4 Q, Q234 Q, Q34 Q, Q34
n (%) In (%) n (%) n (%) n (%) [n (%) n (%) |In (%) n (%)

H. pylori n p-Wert(|367/65 222 0,314 |294 0,598 | 367 0,105 | 320 0,731
Negativ 309  (84,2)|48 (26,2) 135 (73,8) |56 (23,2) 185 (76,8)|86 (27,8) 223 (72,2)|68 (25,6) 198 (74,4)
Positiv 58 (15,8)|7  (17,9) 32 (82,1) |14 (264) 39 (73,6)|10 (17,2) 48 (82,8)[12 (22,2) 42 (77.8)

EBV Status n p-Wert () | 421/11 239 0,526 |340 0,552 [ 421 0,034 | 358 0,015
Negativ 401 (95,2)|58 (25,7) 168 (74,3) |78 (24,1) 246 (75,9)|103 (25,7) 298 (74,3)|89 (26,0) 253 (74,0)
Positiv 20 48) 12 (154) 11 (846) |5 (31,3) 11 (68,8)|1 (50 19 (950)/0 (0,00 16 (100,0)

MSI-Status n p-Wert () | 420/12 238 0,008 | 341 0,813 | 420 0,034 | 358 0,002*
MSS 388 (92,4)|60 (27,3) 160 (72,7) |77 (24,4) 238 (75,6)|101 (26,0) 287 (74,0)(88 (26,9) 239 (73,1)
MSI 32 (76) |0 (0,00 18 (100,0)|7 (26,9) 19 (73,1)|3 (9,4) 29 (90,6)|1 (3,2) 30 (96,8)

HER2-Status n p-Wert ()| 405/27 228 0,789 |324 0,086 | 405 0,044 | 345 0,006
Negativ 369  (91,1)|51 (24,5) 157 (75,5) |68 (23,3) 224 (76,7)|98 (26,6) 271 (73,4)|85 (27,3) 226 (72,7)
Positiv 36 (8,9 |4 (20,0) 16 (80,0) |12 (37.5) 20 (625)|4 (11,1) 32 (88,9)[2 (59) 32 (94,1)

MET-Status n p-Wert (1) | 423/9 242 0,772 |340 0,808 [ 423 0,663 | 361 0,805
Negativ 393 (92,9)|56 (24,9) 169 (75,1) |80 (25,2) 237 (74,8)|98 (24,9) 295 (75,1)|82 (24,3) 256 (75,7)
Positiv 30 71) |5 (294) 12 (706) |5 (21,7) 18 (78,3)|6 (20,0) 24 (80,0)|6  (26,1) 17 (73,9

Tabelle 3.2 - Teil 3/3 Korrelation der Anzahldichten der Myeloperoxidase positiven tumor-assoziierten neutrophilen Granulozyten, dichotomisiert
zwischen dem ersten Quartil (Q,) und den restlichen drei Quantilen (Qz3,), mit klinisch-pathologischen Patientencharakteristika. " Exakter Test
nach Fischer; ® Kendalls Tau Test; * Signifikant nach der Korrektur bei multiplen Tests.



3.2.4 Bedeutung des Geschlechts

Frauen im untersuchten Kollektiv erkrankten in der Regel spater als Manner. Manner
wiesen haufiger Tumoren vom intestinalen, unklassifizierten und Misch-Typ nach
Laurén auf. Frauen hingegen zeigten signifikant haufiger (48,1% der Frauen vs. 20,7%
der Manner) den diffusen Typ (signifikant nach der Korrektur bei multiplen Tests).
Frauen zeigten signifikant haufiger Tumoren des distalen Magens (signifikant nach der
Korrektur bei multiplen Tests) und haufiger entdifferenzierte Tumoren (Frauen 82,1%
G3/G4 vs. Manner 73,0% G3/G4). Manner waren haufiger EBV- und MET-positiv
(siehe Tabelle 3.3).

Gesamt / S .1
Fehlend Weiblich Mannlich
n (%) |n (%) n (%)
Altersgruppe n p-Wert (V1 432/0 162 270 0,037
< 68 Jahre 215  (49,8)|70 (432) [145 (53,7)

2 68 Jahre 217 (50,2) |92 (56,8) 125 (46,3)
Lokalisation n p-Wert | 429/3 162 270 0,002*
Proximaler Magen 139 (32,4) |38 (23,5) 101 (37,8)
Distaler Magen 290 (67,6) 1124 (76,5) 166 (62,2)
Laurén Typ n p-Wert (V1 432/0 162 270 <0,001*
Intestinal 227  (52,5)|63 (38,9) |164 (60,7)
Diffus 134 (31,0)|78 (48,1) |56 (20,7)
Mischtyp 29 67) |6 (3,70 |23 (85)
Unklassifiziert 42 9,7) |15 (9,3) |27 (10,0)
T-Kategorie n p-Wert ?|432/0 162 270 0,991
T1alb 51 (11,8)[19  (11,7) [32 (11,9
T2 52 (12,0)/23  (14,2) |29 (10,7)
T3 175  (40,5)|60 (37,0) |115 (42,6)
T4alb 154  (356)|60 (37,0) |94 (34,8)
N-Kategorie n p-Wert @|432/0 162 270 0,133
NO 122 (28,2)|51 (31,5) |71 (26,3)
N1 62 (14,4)[29  (17,9) |33 (12,2)
N2 76 (17,6)[22  (13,6) |54 (20,0)
N3a/b 172 (39,8)|60 (37,0) |112 (41,5)
M-Kategorie n p-Wert ] 432/0 162 270 0,076
MO 350  (81,0)[124 (76,5) |226 (83,7)
M1 82 (19,0)/38 (23,5) |44 (16,3)
L-Kategorie n p-Wert V| 415/17 157 258 0,840
LO 200  (48,2)|77 (49,0) [123 (47.7)
L1 215  (51,8)|80 (51,0) |135 (52,3)

Tabelle 3.3 - Teil 1/2
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Gesamt/

Fehlend Weiblich Mannlich
n (%) n (%) n (%)
UICC-Stadium p-Wert @ |432/0 162 270 0,870
IA/B 73 (16,9)[29  (17,9) |44 (16,3)
IIA/B 94 (21,8) |41 (25,3) |53 (19,6)
IIA/B/C 183 (42,4)|54 (33,3) |129 (47,8)
\Y 82 (19,0)|38  (23,5) |44 (16,3)
LN-Ratiogruppe p-Wert (V| 432/0 162 270 0,138
<0,189 212 (49,1)|87 (53,7) |125 (46,3)
>0,189 220  (50,9)|75 (46,3) |145 (53,7)
V-Kategorie p-Wert V] 414/18 158 256 0,520
VO 368  (88,9)[143 (90,5) |225 (87.,9)
V1 46 (11,115 (9,5 |31 (12,1
Grading p-Wert | 432/0 162 270 0,035
G1/2 102 (23,6)|29 (17,9) |73 (27,0
G3/G4 330  (76,4)|133 (82,1) [197 (73,0
Resektionsstatus p-Wert (V| 428/4 162 266 0,449
RO 376 (87,9)[145 (89,5) |231 (86,8)
R1/R2 52 (12,1)[17  (10,5) |35 (13,2)
H. pylori p-Wert | 367/65 140 227 1,0
Negativ 309  (84,2)[118 (84,3) |191 (84,1)
Positiv 58 (15,8)|22  (15,7) |36 (15,9)
EBV-Status p-Wert M[421/11 160 261 0,008
Negativ 401 (952)|158 (98,7) |243 (93,1)
Positiv 20 (4,8) |2 (1,3) 18 (6,9)
MSI-Status p-Wert | 420/12 161 259 0,851
MSS 388 (92,4) 1148 (91,9) 240 (92,7)
MSI 32 76) |13 (81 |19 (7,3)
HER2-Status p-Wert | 405/27 153 252 0,375
Negativ 369  (91,1)[142 (92,8) [227 (90,1)
Positiv 36 (8,9) |11 (7,2) 25 (9,9)
MET-Status p-Wert | 423/9 158 265 0,050
Negativ 393 (92,9) 152 (96,2) 241 (90,9)
Positiv 30 71) |6 (3,8 |24 (9,1)

Tabelle 3.3 - Teil 2/2 Korrelation der klinisch-pathologischen Patientencharakteristika mit dem
Geschlecht. "V Exakter Test nach Fischer; ? Kendalls Tau Test; * Signifikant nach der Korrektur

bei multiplen Tests.

46




3.3 Prognostische Bedeutung von TAN-Anzahldichten

Auch die Korrelation zwischen TAN-Anzahldichten und Patientenuberleben wurde
betrachtet. Dichotomisierung am Median und Einteilung in Quartile zeigte keinen
Unterschied im Patientenuberleben (Vergleich Tabelle 7.4 und 7.5 im Anhang).

Bei der Einteilung in Q; und Q,3, zeigte sich, dass Patienten mit erhdhten TAN-
Anzahldichten (Q,34) in der Mucosa und in der Invasionsfront ein besseres
allgemeines Uberleben (Invasionsfront: medianes allgemeines Uberleben 13,6 + 2.4
Monate bei erniedrigten TAN vs. 16,5 + 1,8 Monate bei erhohten TAN; p=0,027) und
besseres tumorspezifisches Uberleben (Invasionsfront: medianes tumorspezifisches
Uberleben 15,0 + 2,8 Monate bei erniedrigten TAN vs. 19,0 + 3,5 Monate bei erhdhten
TAN; p=0,022) als Patienten mit erniedrigten TAN (Q;) aufwiesen (Abbildung 3.5 und
Tabelle 7.6 im Anhang). Nach der Korrektur bei multiplen Tests waren diese
Ergebnisse nicht signifikant.

1.0 Invasionsfront 1.0 Invasionsfront
Gesamtkollektiv Gesamtkollektiv
Q1 Q1

0.8 —1Q234 0.8 Q234
—+-Q1-zensiert —+Q1-zensiert

—+-Q234-zensiert —+-Q234-zensiert

Allgemeine Uberlebenswahrscheinlichkeit s(t)

Tumorspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeit s(t)

0 24 48 72 96 120 144 0 24 48 72 96 120 144
Zeit t [Monate] Zeit t [Monate]
Patienten unter Risiko Patienten unter Risiko
Q1 89 21 7 2 1 0 0 Q1 84 21 7 2 1 0 0

Q234 268 94 53 29 18 8 0 Q234 250 90 51 28 17 8 0

Abbildung 3.5 Kaplan-Meier Kurven: Allgemeines und tumorspezifisches Uberleben des
Gesamtkollektivs abhdngig von den Anzahldichten der Myeloperoxidase positiven tumor-
assoziierten neutrophilen Granulozyten in der Invasionsfront. Darunter sind die Zahlen der
zum Zeitpunkt noch lebenden Patienten dargestellt. p = Signifikanzwert, bestimmt durch
Logrank-Test (modifiziert nach Clausen et al. (89)).
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3.3.1 Prognostische Bedeutung getrennt nach Geschlechtern

Um die Bedeutung des Geschlechts zu uberprufen, wurde das Patientenuberleben
noch einmal getrennt fur beide Geschlechter betrachtet. Hierbei zeigte sich, dass die
TAN-Anzahldichten bei den mannlichen Patienten in keinem Zusammenhang zum
Uberleben stand. Bei den Frauen jedoch korrelierten die TAN-Anzahldichten stark mit

der Prognose.

Bereits bei der Betrachtung der Quartile wiesen Frauen mit weniger TAN-
Anzahldichten in der Mucosa ein geringeres allgemeines (p=0,18) und
tumorspezifisches Uberleben (p=0,020) auf (Vergleich Tabelle 7.7 im Anhang). In der
Invasionsfront war dieser Effekt auf das allgemeine (p=0,002; signifikant nach
Korrektur bei multiplen Tests) und tumorspezifische Uberleben (p<0,001; signifikant
nach der Korrektur bei multiplen Tests) noch deutlicher ausgepragt (Vergleich
Abbildung 3.6 und Tabelle 7.8 im Anhang). Auch bei der Dichotomisierung an der
ersten Quartilengrenze zeigten Frauen mit erhohten TAN-Anzahldichten in der Mucosa
ein besseres allgemeines Uberleben (medianes allgemeines Uberleben 15,7 + 4,3
Monate bei erniedrigten TAN vs. 21,5 £ 4,4 Monate bei erhéhten TAN; p=0,007) und
ein besseres tumorspezifisches Uberleben (medianes tumorspezifisches Uberleben
10,4 £ 4,6 Monate bei erniedrigten TAN vs. 23,6 £ 6,5 Monate bei erhdhten TAN;
p=0,004; signifikant nach Korrektur bei multiplen Tests) als Frauen mit erniedrigten
TAN-Anzahldichten. Auch Frauen mit erhéhten TAN-Anzahldichten im Tumorzentrum
hatten ein signifikant besseres tumorspezifisches Uberleben (medianes
tumorspezifisches Uberleben 12,9 + 1,5 Monate bei erniedrigten TAN vs. 18,8 + 3,7
Monate bei erhohten TAN; p=0,034) als Frauen mit erniedrigten TAN-Anzahldichten.
Nach der Korrektur fur multiple Tests waren diese Ergebnisse nicht mehr signifikant
(Vergleich Tabelle 7.9 im Anhang). Frauen mit erhdhten TAN-Anzahldichten in der
Invasionsfront zeigten ein signifikant besseres allgemeines Uberleben (medianes
allgemeines Uberleben 12,1 + 1,9 Monate bei erniedrigten TAN vs. 26,3 + 7,3 Monate
bei erhdhten TAN; p<0,001) und ein signifikant besseres tumorspezifisches Uberleben
(medianes tumorspezifisches Uberleben 12,9 + 1,9 Monate bei erniedrigten TAN vs.
36,1 + 16,9 Monate bei erhohten TAN; p<0,001) als Frauen mit erniedrigten TAN-
Anzahldichten (Abbildung 3.7 und Tabelle 3.4). Diese Ergebnisse blieben auch nach

der Korrektur fir multiple Tests signifikant.
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Q2 61 20 8 6 4 2 0 Q2 60 20 8 6 4 2 0
Q3 65 20 11 4 3 2 0 Q3 63 20 11 4 3 2 0
Q4 59 18 12 6 6 1 0 Q4 53 17 11 5 5 1 0

Abbildung 3.6 Kaplan-Meier Kurven: Allgemeines und tumorspezifisches Uberleben
abhéngig von den Anzahldichten der Mpyeloperoxidase positiven tumor-assoziierten
neutrophilen Granulozyten in der Invasionsfront getrennt nach Geschlecht. Darunter sind die
Zahlen der zum Zeitpunkt noch lebenden Patienten dargestellt. p=Signifikanzwert, bestimmt
durch Logrank-Test; * Signifikant nach Korrektur bei multiplen Tests (modifiziert nach Clausen

etal. (89)).
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Abbildung 3.7 Kaplan-Meier Kurven: Allgemeines und tumorspezifisches Uberleben
abhéngig von den Anzahldichten der Mpyeloperoxidase positiven tumor-assoziierten
neutrophilen Granulozyten in der Invasionsfront getrennt nach Geschlecht. Darunter sind die
Zahlen der zum Zeitpunkt noch lebenden Patienten dargestellt. p=Signifikanzwert, bestimmt
durch Logrank-Test; * Signifikant nach Korrektur fiir multiple Tests (modifiziert nach Clausen

etal. (89)).
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Invasionsfront
Tumorspezifisches Uberleben [Monate] Weiblich Mannlich
Ql Q234- Ql Q234-
p-Wert @ <0,001* 0,985
Gesamt / Events / Zensiert 40/31/9 74/38/36 | 44/31/13 |176/118/58
Medianes Uberleben 129+19(36,1+16,9/226+23| 155+2,2
95% K.I. 9,3-16,6| 2,9-69,2 [18,0-27,2|11,1-19,8

Tabelle 3.4 Korrelation der Anzahldichten der Myeloperoxidase positiven tumor-assoziierten
neutrophilen Granulozyten in der Invasionsfront mit dem tumorspezifischen Uberleben fiir
beide Geschlechter getrennt. ¥ Logrank-Test; * Signifikant nach Korrektur fiir multiple Tests.

3.3.2 Univariate Uberlebensanalyse

Die Prognose der Patienten war signifikant abhangig von der T-, N-, M-, L-, V-
Kategorie, dem Resektionsstatus, dem UICC-Stadium, dem Grading, der
Lymphknotenratio, dem MET- und MSI-Status, dem Laurén Phanotyp und der TAN-
Anzahldichte in der Mucosa, dem Tumorzentrum und der Invasionsfront. Gleiches galt

fur die separat betrachteten weiblichen Patienten (Tabelle 3.5).
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Tumorspezifische univariate Analyse der Frauen
mt/Even Median
OO ensiort | Uberioben | %5%C1_|p-Wert @
T-Kategorie T1a/b 19/3/16 n.k. n.k. <0,001
T2 15/7/8 51,7+ 23,9 | 4,9-98,6
T3 53/36/17 20,3+9,0 | 2,6-38,0
T4alb 58/50/8 8,9+21 4,8-13,0
M-Kategorie MO 109/64/45 26,1+6,7 | 13,0-39,2 <0,001
M1 36/32/4 7,3+25 2,3-12,2
N-Kategorie NO 45/16/29 88,5+22,7|44,1-133,0| <0,001
N1 25/16/9 17,1+3,3 | 10,5-23,6
N2 20/15/5 182+45 | 9,4-27,0
N3a/b 55/49/6 9,3+0,9 76-11,0
UICC-Stadium I 25/5/20 120,9 = n.k. n.k. <0,001
Il 36/20/16 44,6 + 12,0 | 21,2 - 68,1
I 48/39/9 13,6 +3,0 | 7,7-195
i\ 36/32/4 7,325 | 2.3-12,2
L-Kategorie LO 69/31/38 446 +16,1| 13,1-76,2 <0,001
L1 71/61/10 10,6 2,7 | 5,3-16,0
V-Kategorie VO 126/81/45 179+22 | 13,5-22,3 0,018
V1 15/12/3 9,3+6,9 0-227
Resektionsstatus RO 128/79/49 18,2+3,3 | 11,6 -24,8 <0,001
R1 17/17/0 51+£23 0,5-9,7
Grading G1/2 25/9/16 88,5+27,0(35,7-141,4| <0,001
G3/4 120/87/33 146+21 | 10,6 - 18,6
LN-Ratiogruppe <0,189 77/36/41 415+13,5| 15,0-68,0 <0,001
>0,189 68/60/8 9,7+0,8 8,1-11,3
Laurén Typ Intestinal 55/30/25 26,5+13,9| 0-537 0,005
Diffus 71/54/17 142+16 | 11,0-17,3
Mischtyp 6/5/1 45+0,9 2,6-64
Unklassifiziert 13/7/6 244+132| 0-50,2
MSI-Status MSS 132/91/41 155+1,7 | 12,1-18,9 0,062
MSI 12/517 51,7 £ n.k. n.k.
MET-Status Negativ 137/90/47 175221 | 13,3-21,7 0,005
Positiv 5/5/0 3,6+1,3 1,1-6,2
Mucosa Q1 23/19/4 104+46 | 1,3-194 0,004
TAN-Anzahldichte Q2-Q4 67/34/33 23,6+6,5 | 10,8-36,4
Tumorzentrum Q1 45/35/10 129+1,5 | 10,0-15,9 0,034
TAN-Anzahldichte Q2-Q4 100/61/39 18,8+ 3,7 | 11,6 -25,9
Invasionsfront Q1 40/31/9 129+1,9 | 9,3-16,6 <0,001
TAN-Anzahldichte Q2-Q4 74/38/36 36,1+16,9| 2,9-69,2

Tabelle 3.5 Univariate Analyse des tumorspezifischen Uberlebens der Frauen. n.k.= nicht
kalkulierbar; ® Logrank-Test.
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3.3.3 Prufung auf Surrogateffekte
Es konnte kein genereller Unterschied zwischen Mannern und Frauen im allgemeinen

oder tumorspezifiscnen Uberleben in der untersuchten Kohorte festgestellt werden
(Abbildung 3.8 und Tabelle 3.6).

10 —Weiblich
—Maénnlich
—Weiblich-zensiert

0,8 ——Mannlich-zensiert

Tumorspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeit s(t)

T T T T T | |
0 24 48 72 96 120 144

Zeit t [Monate]
Patienten unter Risiko
Q1 145 47 24 14 5 3 0
Q234 247 76 38 16 13 5 0

Abbildung 3.8 Kaplan-Meier Kurve: Tumorspezifisches Uberleben abhédngig vom Geschlecht.
Darunter sind die Zahlen der zum Zeitpunkt noch lebenden Patienten dargestellt.
p = Signifikanzwert, bestimmt durch Logrank-Test (modifiziert nach Clausen et al. (89)).

Gesamt Frauen Manner
Aligemeines Uberleben [Monate] p-Wert ® 0,657
Gesamt / Events / Zensiert 420/329/91 157/122/35 263/207/56
Medianes Uberleben 149+ 1,1 16,0+ 1,7 13,7+ 1,3
95% K.I. 12,7 -17 1 12,7-19,3 11,1-16,3
Tumorspezifisches Uberleben [Monate] p-Wert ® 0,526
Gesamt / Events / Zensiert 392/269/123 145/96/49 247/173/74
Medianes Uberleben 16,7+ 1,5 17115 16,4 + 21
95% K.I. 13,7 -19,6 14,2 - 20,0 12,3-20,4

Tabelle 3.6 Korrelation des Geschlechts mit dem Uberleben. ® Logrank-Test.
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Sowohl eine Korrelation mit dem Uberleben als auch einen geschlechtsspezifischen
Unterschied der TAN-Anzahldichte wiesen das Grading, der MET-Status und der

Laurén Phanotyp auf.

Frauen, mit entdifferenzierten Tumoren, die eine erhohte TAN-Anzahldichte in der

Invasionsfront aufwiesen, zeigten ein signifikant besseres tumorspezifisches
Uberleben (medianes tumorspezifisches Uberleben 12,1 + 1,6 Monate bei erniedrigten
TAN vs. 21,5 £ 7,6 Monate bei erhdhten TAN; p=0,007) als Frauen mit erniedrigten
TAN-Anzahldichten. Die Fallzahl der Frauen mit gut differenzierten Tumoren war
wesentlich geringer und fur eine Kalkulation nicht ausreichend. Ein Effekt der TAN-
Anzahldichte auf das Uberleben l&sst sich lediglich erraten. Bei den Mannern zeigte

sich kein signifikanter Unterschied (Abbildung 3.9 und Tabelle 3.7).

Invasionsfront G1/G2
Tumorspezifisches Uberleben [Monate] Weiblich Mannlich
Ql Q234- Ql Q234-
p-Wert @ 0,095 0,750
Gesamt / Events / Zensiert 2/1/1 22/7/15 10/6/4 | 55/32/23
Medianes Uberleben 18,2 +n.k. |120,9+28,7| 30,2+7,0 | 39,3+6,2
95% K.I. n.k. 64,7-177,1116,5-43,9|27,1-51,4
Invasionsfront G3/G4
Tumorspezifisches Uberleben [Monate] Weiblich Mannlich
Q; Q334 Q, Q234
p-Wert @) 0,007 0,433
Gesamt / Events / Zensiert 38/30/8 52/31/21 34/25/9 |121/86/35
Medianes Uberleben 12,1+1,6 | 21,5+7,6 | 199+3,6 | 12,1+1,5
95% K.I. 8,9-15,3 6,6-36,3 (12,9-27,0| 9,2-15,1

Tabelle 3.7 Korrelation der Anzahldichten der Myeloperoxidase positiven tumor-assoziierten
neutrophilen Granulozyten in der Invasionsfront mit dem tumorspezifischen Uberleben.
Getrennt nach Geschlecht und Grading. n.k.= nicht kalkulierbar; ® Logrank-Test.
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Auch beim MET-Status konnten lediglich Frauen, mit negativem MET-Status, die eine
erhdhte TAN-Anzahldichte in der Invasionsfront aufwiesen, ein signifikant besseres
tumorspezifisches Uberleben (medianes tumorspezifisches Uberleben 12,9 + 1,7
Monate bei erniedrigten TAN vs. 36,1 £ 16,5 Monate bei erhdhten TAN; p<0,001;
signifikant nach Korrektur bei multiplen Tests) zeigten als Frauen mit erniedrigten TAN-
Anzahldichten. Die Fallzahl von Patienten mit positivem MET-Status war zu niedrig fir
eine valide Aussage. Die Manner zeigten keinen Unterschied im Uberleben (Abbildung
3.10 und Tabelle 3.8).

Invasionsfront MET-Status negativ

Tumorspezifisches Uberleben [Monate] Weiblich Mannlich
Q; Q234 Q, Qz3,
p-Wert ©® <0,001* 0,791
Gesamt / Events / Zensiert 38/30/8 | 72/37/35 | 37/27/10 |161/105/56
Medianes Uberleben 12,9+1,7 [36,1+16,5| 22,8+5,9 | 16,5+4,2
95% K.I. 9,7-16,2 | 3,8-68,4 | 11,3-34,3| 8,2-24,8
Invasionsfront MET-Status positiv
Tumorspezifisches Uberleben [Monate] Weiblich Mannlich
Q; Q234 Q, Qz3,
p-Wert @ 0,317 0,978
Gesamt / Events / Zensiert 1/1/0 1/1/0 4/3/1 13/11/2
Medianes Uberleben 1,49+n.k.[119+nk.| 57+1,9 | 54+0,9
95% K.I. n.k. n.k. 1,9-9,4 3,6-7,3

Tabelle 3.8 Korrelation der Anzahldichten der Myeloperoxidase positiven tumor-assoziierten
neutrophilen Granulozyten in der Invasionsfront mit dem tumorspezifischen Uberleben.
Getrennt nach Geschlecht und MET-Status. n.k.= nicht kalkulierbar: ©® Logrank-Test;
*Signifikant nach der Korrektur fiir multiple Tests.
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Abbildung 3.10 Kaplan-Meier Kurven: Tumorspezifisches Uberleben abhéngig von den
Anzahldichten der Myeloperoxidase positiven tumor-assoziierten neutrophilen Granulozyten
in der Invasionsfront getrennt nach Geschlecht und MET-Status. Darunter sind die Zahlen der
zum Zeitpunkt noch lebenden Patienten dargestellt. p = Signifikanzwert, bestimmt durch
Logrank-Test; * signifikant nach der Korrektur fiir multiple Tests.
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Ahnlich verhielt es sich beim Phanotyp. Frauen, die an diffusen Tumoren erkrankt
waren und gleichzeitig eine erhéhte TAN-Anzahldichte in der Invasionsfront aufwiesen,
zeigten ein signifikant besseres tumorspezifisches Uberleben (medianes
tumorspezifisches Uberleben 12,1 + 1,5 Monate bei erniedrigten TAN vs. 21,5 + 11,0
Monate bei erhdhten TAN; p=0,041) als Frauen mit erniedrigten TAN-Anzahldichten.
Auch hier lasst sich der nicht signifikante Effekt bei den Frauen mit intestinalen
Tumoren lediglich erahnen. Die Manner zeigen, unabhangig vom Phanotyp, keinen

Unterschied im Uberleben (Abbildung 3.11 und Tabelle 3.9).

Invasionsfront Intestinal
Tumorspezifisches Uberleben [Monate] Weiblich Mannlich
Q; Q234 Q; Q234
p-Wert @ 0,129 0,725
Gesamt / Events / Zensiert 8/5/2 41/20/21 19/13/6 |121/85/36
Medianes Uberleben 18,2+2,1 | 72,2+28,7 | 22,6 +6,1 | 15,4+2,6
95% K.I. 14,1-22,3(159-128,6|10,7-34,5|10,3-20,4
Invasionsfront Diffus
Tumorspezifisches Uberleben [Monate] Weiblich Mannlich
Q; Q234 Q; Q234
p-Wert @ 0,041 0,749
Gesamt / Events / Zensiert 27/20/7 21/13/8 19/13/6 17/10/7
Medianes Uberleben 12,1+1,5|21,5+11,0| 23,0+5,5 | 16,5+7,7
95% K.I. 9,1-15,0 0-43,1 12,2-33,8| 1,5-31,6

Tabelle 3.9 Korrelation der Anzahldichten der Myeloperoxidase positiven tumor-assoziierten
neutrophilen Granulozyten in der Invasionsfront mit dem tumorspezifischen Uberleben.
Getrennt nach Geschlechtern und Laurén Phénotyp. ¥ Logrank-Test.
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Abbildung 3.11 Kaplan-Meier Kurven: Tumorspezifisches Uberleben abhéngig von den
Anzahldichten der Myeloperoxidase positiven tumor-assoziierten neutrophilen Granulozyten
in der Invasionsfront getrennt nach Geschlecht und Laurén Phénotyp. Darunter sind die Zahlen
der zum Zeitpunkt noch lebenden Patienten dargestellt. p = Signifikanzwert, bestimmt durch
Logrank-Test (modifiziert nach Clausen et al. (89)).
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3.3.4 Multivariate Uberlebensanalyse

In der multivariaten Uberlebensanalyse erwiesen sich die TAN-Anzahldichte in der
Invasionsfront (HR 2,76; 95% KI 1,61 - 4,70), der Resektionsstatus, die L- und die N-

Kategorie als signifikante, unabhangige Prognosefaktoren flr das tumorspezifische

Uberleben von Frauen mit Magenkarzinom (Tabelle 3.10).

Multivariate Analyse der Frauen

HR 95% Kl p-Wert

N-Kategorie 0,002

N1 vs. NO 2,26 0,92 - 5,53 0,076

N2 vs. NO 2,49 1,01-6,17 0,048

N3a/b vs. NO 4,35 2,02 - 9,36 <0,001

L-Kategorie L1vs. LO 2,01 1,08 - 3,71 0,027

Resektionsstatus R1 vs. RO 6,78 3,15-14,62 <0,001

Invasionsfront Q1 vs. Q234 2,76 1,61-4,70 <0,001
TAN-Anzahldichte

Tabelle 3.10 Multivariate Uberlebensanalyse bei Frauen.
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4 Diskussion

Sexueller Dimorphismus in der Immunantwort betrifft auch die Unterschiede in der
Immundberwachung zwischen Mannern und Frauen, welches zu den
geschlechterspezifischen Unterschieden in malignen Tumoren beitragen konnte (77).
Meine Ergebnisse bestatigen in einer unabhangigen europaischen Patientenkohorte
die zuvor von Caruso et al. (59) beschriebenen geschlechterspezifischen Unterschiede
im tumorbiologischen Effekt von TAN . Ein genereller Uberlebensvorteil fiir
Magenkarzinompatientinnen gegenuber den mannlichen Betroffenen konnte nicht
ermittelt werden. Somit ist die TAN-Anzahldichte in der Invasionsfront der
Magenkarzinompatientinnen ein geschlechtsspezifischer unabhangiger
Prognosefaktor (HR 2,76; 95 % Kl 1,61 - 4,70) und nicht Folge eines generell besseren

Uberlebens weiblicher gegeniiber mannlichen Patienten.
4.1 Diskussion der Methodik

4.1.1 Das Kollektiv

Die geschlechterspezifische Verteilung und das UICC-Stadium bei Diagnosestellung
sind vergleichbar mit den Daten der Gesamtbevolkerung. Auch erkrankten die Frauen
im untersuchten Kollektiv, ebenso wie in der Gesamtbevdlkerung, im Schnitt spater als
die Manner. Jedoch lag das mittlere Erkrankungsalter beim untersuchten Kollektiv

niedriger als in der Gesamtbevolkerung (7).

Aufgrund dieser Umstande wird das betrachtete Patientenkollektiv als reprasentativ
und geeignet zur Beantwortung der Fragestellungen angesehen. Es kann kein
Ruckschluss auf den Effekt von Chemotherapie auf TAN im Magenkarzinom gezogen
werden, da keiner der Patienten perioperative oder neoadjuvante Chemotherapie
erhielt. Ebenfalls fand die postoperative Behandlung keine Betrachtung. Diese war
zum Zeitpunkt der Kollektiverstellung noch nicht im heutigen Male standardisiert und
durfte jedoch den Geschlechtsdimorphimus nicht erklaren, da in der onkologischen
Systemtherapie des Magenkarzinoms keine Unterschiede zwischen Frauen und

Mannern gemacht werden.
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4.1.2 Untersuchtes Material und Ermittlung der Kompartimente

Anders als bisherige Untersuchungen von TAN im Magenkarzinom wurden hier keine
ausgewahlten, besonders reprasentativen Sektionen (59, 62, 63) oder Gewebe-
Microarrays (60) ausgewertet. Stattdessen wurden Ganzgewebeschnitte untersucht.
Um die raumliche Verteilung der TAN im Magenkarzinom zu untersuchen, wurden vier
Kompartimente (tumorfreie peritumorale Mucosa, Tumoroberflache, Tumorzentrum

und Invasionsfront) getrennt betrachtet.

Zur Vermeidung eines Beobachterfehlers wurde eine digitale Bildanalysesoftware

eingesetzt und auf eine manuelle Zahlung der Zellen verzichtet.

Computergestutztes Arbeiten hat den grof3en Vorteil der Objektivitat. Allerdings
beinhaltet die manuelle Eingrenzung der Kompartimente nach wie vor die Gefahr des
subjektiven Fehlers. Besonders das Kompartiment Tumoroberflache erwies sich als
fehleranfallig, da die Schorfnekrose nicht immer eindeutig von der Tumoroberflache
abzugrenzen war. Um die Kompartimente vergleichbar zu machen, wurden sie von
einer Person nach definierten Regeln kategorisiert und die gezeichneten Bereiche

von einem erfahrenen Facharzt fur Pathologie Uberpruft.

4.1.3 ldentifizierung der TAN

Zur Darstellung der neutrophilen Granulozyten wurde eine Anti-MPO-Immunfarbung
verwendet. MPO ist ein lysosomales Enzym, welches in hohen Mengen in neutrophilen
Granulozyten und in geringeren Mengen auch in Monozyten und gewebsstandigen

Makrophagen nachgewiesen werden kann (98).

Um das Risiko der Fehlinterpretation von anderen Zellen oder Detritus als TAN durch
die Bilderkennungssoftware Definiens® zu vermindern, wurden weitere
zytomorphologische  Eigenschaften eines neutrophilen  Granulozyten  zur
Voraussetzung gemacht. Wahrend der Auswahl der einzustellenden Parameter
wurden die vom Programm erkannten Zellen von einem Pathologen beurteilt. Auch
unter der Bearbeitung wurde bei jedem Praparat stichprobenartig gepruft, ob die
gewunschte Zellart richtig identifiziert wurde. So konnte sichergestellt werden, dass es
sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um TAN und nicht um andere Zellen oder Artefakte
handelt.
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4.1.4 Variation der cut-off Werte

Um die TAN-Anzahldichten mit klinisch-pathologischen Patientencharakteristika
vergleichen zu konnen, wurden die Falle zunachst am Median dichotomisiert. Da dies
nicht sensitiv genug erschien, um die gro3e Bandbreite an TAN-Anzahldichten
darzustellen, wurde anschlieBend eine Einteilung in Quartile (Q;, Q,, Q3 und Q,)
genutzt. Aullerdem wurden zur naheren Betrachtung die Quartile in erniedrigte TAN-
Anzahldichte (Q;) und erhéhte TAN-Anzahldichte (Q,s.) eingeteilt, um einen nahezu
»physiologischen cut-off‘ zu finden. Dieser befindet sich unterhalb des Medians. Diese

ermittelten cut-offs haben keine auf andere Kollektive Ubertragbare Wertigkeit.

Wegen dieser mehrfachen Unterteilung entstand eine hohe Anzahl durchgefihrter
statistischer Tests. Um die Kumulation eines Alphafehlers zu neutralisieren wurde die

Simes (Benjamini-Hochberg)-Prozedur (96, 97) fur multiple Tests eingesetzt.

4.1.5 Diskrepanz zur zuvor veroffentlichten Studie

Bei der veroffentlichten Studie (89) erfullten 17 Patientenfalle die Ausschlusskriterien
und befanden sich damit irrtimlicherweise in der fur die Publikation erstellten
Auswertung. Leider ist dies erst beim Abfassen dieser Dissertation und somit nach der

Vero6ffentlichung aufgefallen.

Dies betraf zwei weibliche und 15 mannliche Falle. Bei 11 Patienten handelte es sich
um sekundare Magenkarzinome und in sechs Fallen waren die Patienten neoadjuvant
behandelt worden. Nach Aufdeckung des Irrtums wurden alle statistischen
Untersuchungen mit dem Kkorrigierten Datensatz wiederholt. Es ergaben sich auf
Grund der groRen Fallzahl keine starken Anderungen der Signifikanzwerte. In der

vorliegenden Dissertation sind nur die korrigierten Datensatze dargestellt.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Spezifische Anreicherung der TAN in den Kompartimenten

Die TAN-Anzahldichte der einzelnen Kompartimente war in ihrer raumlichen Verteilung
innerhalb eines Praparats signifikant verschieden. Insbesondere in der
Tumoroberflache, unterhalb der Schorfnekrose, zeigten sich vermehrt TAN. Die
wenigsten TAN waren in der peritumoralen Mucosa zu finden. Wie bei Li et al. (63)
wurde eine spezifische Anreicherung von TAN auch an der Invasionsfront beobachtet.
Die zuvor beschriebenen Hinweise auf intratumorale Heterogenitatim Magenkarzinom
gilt auch fur TAN. Die erhobenen Daten zeigen, dass die TAN kein zufalliges,
unspezifisches Begleitinfiltrat bei Verlust der mucosalen Barrierefunktion bilden,
sondern eine spezifische Anreicherung in den verschiedenen Tumorkompartimenten

darstellen.

4.2.2 Korrelation der TAN-Anzahldichte mit dem Tumor Phanotyp

TAN gehoren in das zellulare Kompartiment des TIME (48). Vom The Cancer Genome
Atlas Research Network (39) wurde das Magenkarzinom molekular klassifiziert und in
EBV-positive, mikrosatelliten-instabile, chromosomal-instabile und genomisch-stabile
Magenkarzinome eingeteilt. Der diffuse Phanotyp wurde vermehrt in der genomisch
stabilen Gruppe angetroffen, welcher insbesondere in fur die Zelladhasion wichtigen

Molekulen viele Mutationen aufweist (39).

Im untersuchten Kollektiv zeichneten sich die Magenkarzinome vom diffusen
Phanotyp, im Gegensatz zu den intestinalen, unklassifizierten und Misch-Typen, durch
wenige bis fehlende TAN im Tumorzentrum und der Invasionsfront aus. Auch Abe et
al. fanden unterschiedliche TAN-Anzahldichten in den verschiedenen Lauren
Phanotypen (25). Fu et al. beobachten lediglich unterschiedliche Verteilungsmuster in
intestinalen und diffusen Tumortypen und keine Unterschiede in der TAN-Anzahldichte
(99). Diese Daten bekraftigen die Annahme, dass auch die zellulare
Zusammensetzung des TIME vom Phanotyp, Genotyp und der Immunreaktion
beeinflusst wird (48). Und kdnnte die Unterschiede der TAN-Anzahldichten in diffusen
und nichtdiffusen Magenkarzinomen erklaren. Es legt aul3erdem die Vermutung nahe,
dass die Tumoren vom diffusen und nicht-diffusen Phanotyp nach Laurén sich in der

Fahigkeit, TAN zu rekrutieren, unterscheiden.
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4.2.3 Tumorbiologische Funktion der TAN

In der untersuchten Kohorte war die TAN-Anzahldichte sowohl im Tumorzentrum als
auch in der Invasionsfront mit dem MSI- und EBV-Status assoziiert. Beide, MSI- und
EBV-assoziierte Magenkarzinome, sind daflr bekannt, eine starke immunologische
Antwort zu induzieren. Wie bereits von Abe et al. beschrieben, betrifft dies bei EBV-
assoziierten Magenkarzinomen auch die Rekrutierung von TAN (25). Bei MSI wird
bislang davon ausgegangen, dass sich sein Einfluss primar auf das erworbene
Immunsystem beschrankt (100). Es ware jedoch denkbar, dass auch das angeborene
Immunsystem bei MSI-Magenkarzinomen eine Rolle spielt. Dies sollten weitere

Studien klaren.

Weder der Tumor noch das TIME sind statisch. Tumor und Immunsystem stehen in
einem wechselhaften Verhaltnis. Also verandert sich wahrend der Tumorprogression
nicht nur der Tumor, sondern auch sein Microenvironment (48). Dies konnte die stetige
Abnahme von erhohten TAN-Anzahldichten (Qz.) in der Invasionsfront bei
fortgeschrittenen Tumoren erklaren. 84,0 % der T1-Tumoren hatten erhdhte TAN-
Anzahldichten in der Invasionsfront, wobei lediglich 69,5 % der T4-Tumoren eine
erhohte TAN-Anzahldichte aufwiesen. Dies betrifft auch das Grading. In Tumoren mit
gering und entdifferenzierten (G3/4) Tumoren konnten haufiger weniger TAN gefunden

werden.

Zusammenfassend zeigt sich, dass TAN biologisch relevant fur Tumoren des Magens
sind. Dieser Effekt kann in der untersuchten Kohorte insbesondere bei einem cut-off

unterhalb des Medians festgestellt werden.

4.2.4 Bedeutung des Geschlechts

Das Immunsystem zeigt in Bezug auf Infektionen, Impfungen und

Autoimmunkrankheiten geschlechterspezifische Unterschiede (80).

Das Geschlecht scheint auch einen Einfluss auf die Immuniberwachung und
Immunevasion im Magenkarzinom zu haben. Dass Manner ungefahr doppelt so oft am
Magenkarzinom erkranken wie Frauen, lasst sich nicht mit dem wichtigsten
Risikofaktor, einer vermehrten H. pylori Infektion, erklaren (19, 101). Frauen mit
langerer Fruchtbarkeit, spater Menopause oder Hormonersatztherapie haben ein
niedrigeres Risiko, ein Magenkarzinom zu entwickeln (101, 102). Ubereinstimmend mit

anderen Studien zeigten auch in der untersuchten Kohorte Frauen ein im allgemeinen
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spateres Erkrankungsalter (4), haufiger einen diffusen Laurén Phanotyp (103), eher
distal gelegene Tumoren (4), haufiger entdifferenzierte Tumoren (G3/G4) (103) und
waren seltener EBV-positiv als Manner (39). AuRerdem waren Frauen dieser Kohorte
seltener MET-positiv als Manner. Eine starkere Verbreitung von MSI-Tumoren bei
Frauen (39) konnten wir in dieser Kohorte nicht feststellen. Auch ein genereller
Unterschied in den TAN-Anzahldichten der einzelnen Kompartimente konnte nicht
nachgewiesen werden. Jedoch zeigten sich in der Invasionsfront der Frauen bei einem

niedrigen cut-off haufiger erniedrigte TAN-Anzahldichten.

In Bezug auf das Magenkarzinom spricht alles dafir, dass die Geschlechter separat

betrachtet werden sollten.

4.2.5 TAN als Prognosefaktor

Aufgrund der meist erst verspateten Diagnose ist das Magenkarzinom mit einer im
allgemeinen schlechten Prognose vergesellschaftet. Auch wegen der Heterogenitat
der Tumoren gestaltet sich die Vorhersage der Prognose im individuellen Fall

schwierig.

Eine hohe TAN-Anzahldichte im Bereich der Invasionsfront korrelierte bei Frauen mit
einem besseren allgemeinen und tumorspezifischen Uberleben. Auf das Uberleben
der Manner hatte die TAN-Anzahldichte keinerlei Einfluss. Das gesamt- und
tumorspezifische Uberleben der Geschlechter unterschied sich nicht. Auch konnte
dieser Effekt nicht auf andere das Uberleben beeinflussende Parameter, wie den MET-

Status, den Phanotyp nach Laurén oder das Grading, zurtickgefuhrt werden.

Es stellte sich sogar heraus, dass die TAN-Anzahldichte in der Invasionsfront ein
unabhangiger Prognosefaktor fur am Magenkarzinom erkrankte Frauen war.

Interessanterweise konnten Studien an TAN in asiatischen Kohorten keine
geschlechterspezifischen Unterschiede finden (60-63, 99). Aber auch die
Immunsignaturen von Magenkarzinomen in asiatischen und nicht-asiatischen
Kohorten unterscheiden sich signifikant. Dies betrifft auch die Marker der TAN (z.B.
CD66b) (104) und konnte zum Unterschied im klinischen Outcome beitragen. Da es
sich bei der untersuchten Kohorte ausschlieRlich um kaukasische Patienten handelte,

kénnen die Daten nicht auf asiatische Patienten Ubertragen werden.
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Die bisher beschriebenen Ergebnisse koénnten bedeuten, dass TAN im
Magenkarzinom bei den Geschlechtern unterschiedliche Phanotypen haben. Frauen
konnten fahig sein, mehr effektive N1-TAN zu aktivieren. Ohne validen Biomarker zur
Unterscheidung von N1- und N2-TAN gestaltet sich die Prifung dieser Aussage

schwierig. Auch kénnten noch andere Mechanismen eine Rolle spielen.

4.3 Perspektive

Da keiner der Patienten eine perioperative oder neoadjuvante Chemotherapie erhalten
hatte, kann noch kein Ruckschluss uber chemotherapeutische Effekte auf TAN
gezogen werden. Um diese Wissenslucke zu fullen, lauft am Institut fur Pathologie des
UKSH bereits eine Nachfolgestudie, die sich mit diesem wichtigen Thema beschattigt.
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5 Zusammenfassung

Das Magenkarzinom ist in Deutschland der achthaufigste maligne Tumor bei Mannern
und der zehnthaufigste maligne Tumor bei Frauen. Tumor-assoziierte neutrophile
Granulozyten (TAN) sind Teil des Tumormikroenvironments und kdnnten zur Biologie
des Magenkarzinoms beitragen.

In dieser Dissertation sollten die Hypothesen geprift werden, ob tumor-assoziierte
neutrophile Granulozyten sich im Mikroenvironment  anreichern, mit
Patientencharakteristika und der Prognose korrelieren und geschlechtsspezifische
Unterschiede zeigen. Daflr wurden Grol¥flachenschnitte von 432 therapienaiven
Magenkarzinomen mittels Myeloperoxidase-Immunfarbung gefarbt und anschlielend
hochauflosend digitalisiert. In jedem Tumor wurden die Kompartimente peritumorale
Mucosa, Tumoroberflache, Tumorzentrum und Invasionsfront markiert. Mithilfe der
Bildanalysesoftware Definiens® wurden die tumor-assoziierten neutrophilen
Granulozyten identifiziert. Die Anzahldichte der tumor-assoziierten neutrophilen

Granulozyten (TAN/mm?) konnte so objektiv bestimmt werden.

Es lieRen sich innerhalb der Praparate signifikant unterschiedliche Anzahldichten von
tumor-assoziierten neutrophilen Granulozyten zwischen 0 bis 6711,0 TAN/mm? in den
Kompartimenten nachweisen. Auch die Verteilung der tumor-assoziierten neutrophilen
Granulozyten zwischen den Kompartimenten unterschied sich signifikant voneinander.
In Tumorzentrum und Invasionsfront herrschten signifikante Unterschiede der
Anzahldichten zwischen diffusen und nicht-diffusen Laurén Phanotypen. Die
Anzahldichte der tumor-assoziierten neutrophilen Granulozyten Kkorrelierte in
Tumorzentrum und Invasionsfront signifikant mit dem Laurén Phanotyp, im
Tumorzentrum zusatzlich mit dem Differenzierungsgrad und in der Invasionsfront mit

der Mikrosatelliteninstabilitat.

Signifikante Assoziationen mit dem Geschlecht bestanden beim Laurén Phanotyp und
der Tumorlokalisation. In der multivariaten Analyse lie3 sich nachweisen, dass die
Menge an tumor-assoziierten neutrophilen Granulozyten in der Invasionsfront nur fur

Frauen ein unabhangiger Prognosefaktor fiir das tumorspezifische Uberleben ist.

Meine Ergebnisse weisen auf die tumorbiologische Relevanz von tumor-assoziierten

neutrophilen Granulozyten im Magenkarzinom hin. Tumor-assoziierte neutrophile
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Granulozyten sind abhangig vom Geno-/Phanotyp, zeigen ein einzigartiges raumliches
und zeitliches Verteilungsmuster und sind bei Frauen sogar ein unabhangiger
Prognosefaktor. Es ergeben sich Hinweise auf einen sexuellen Dimorphismus in der
immunologischen Antwort auf das Magenkarzinom, was Anlass fur weitere Studien
gibt. Insbesondere sollte geklart werden, ob diese Beobachtungen auch bei
neoadjuvant behandelten Magenkarzinompatienten gemacht werden kénnen. Und in
welcher Form die tumor-assoziierten neutrophilen Granulozyten im Magenkarzinom
insbesondere bei Frauen durch ein von den Mannern abweichendes

Chemotherapieschema oder eine Immuntherapie nutzbar gemacht werden kénnen.
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7 Anhang

7.1 Supplementare Tabellen

Mucosa Tumoroberflache Tumorzentrum Invasionsfront
Wenig Viel Wenig Viel Wenig Viel Wenig Viel
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Geschlecht n p-Wert("|246 0,365 |347 0,148 |432 1,0 369 0,081
Weiblich 55 (53,9) 47 (46,1) |57 (44,9) 70 (55,1)|81 (50,0) 81 (50,0)|73 (56,6) 56 (43,4)
Mannlich 68 (47,2) 76 (52,8) [117 (53,2) 103 (46,8) | 135 (50,0) 135 (50,0) |112 (46,7) 128 (53,3)
Altersgruppe n p-Wert"|246 0,898 |347 0,915 [432 0,847 | 369 1,0
< 68 Jahre 65 (50,8) 63 (49,2) (85 (50,6) 83 (49,4)|106 (49,3) 109 (50,7) |91 (50,0) 91 (50,0)
> 68 Jahre 58 (49,2) 60 (50,8) [89 (49,7) 90 (50,3)|110 (50,7) 107 (49,3) |94 (50,3) 93 (49,7)
Lokalisation n p-Wert"|244 0,782 |344 0,303 | 429 1,0 367 0,323
Proximaler Magen 39 (52,00 36 (48,0) |62 (54,4) 52 (45,6)|69 (49,6) 70 (50,4)|58 (46,8) 66 (53,2)
Distaler Magen 84 (49,7) 85 (50,3) [110 (47,8) 120 (52,2)|145 (50,0) 145 (50,0) |127 (52,3) 116 (47,7)
Laurén Typ n p-Wert("|246 0,196 |347 0,673 |432 0,008 | 369 <0,001*
Intestinal 56 (46,7) 64 (53,3) |99 (51,3) 94 (48,7) 100 (44,1) 127 (55,9) |92 (43,8) 118 (56,2)
Diffus 50 (58,8) 35 (41,2) |46 (46,5) 53 (53,5)|83 (61,9) 51 (38,1)|65 (70,7) 27 (29,3)
Mischtyp 8 47,1 9 (52,9 |11 (45,8) 13 (54,2)|15 (51,7) 14 (48,3) |13 (50,0) 13 (50,0)
Unklassifiziert 9 (37,5) 15 (62,5) |18 (58,1) 13 (41,9 |18 (42,9 24 (57,1)|15 (36,6) 26 (63,4)
T-Kategorie n p-Wert ®|246 0,679 |347 0,559 432 0,053 | 369 0,173
T1a/b 18 (47,4) 20 (52,6) |24 (55,8) 19 (44,2)|16 (31,4) 35 (68,6) |24 (48,0) 26 (52,0)
T2 19 (54,3) 16 (45,7) |25 (52,1) 23 (47,9)|22 (42,3) 30 (57,7)|20 (40,0) 30 (60,0)
T3 44 (46,8) 50 (53,2) |69 (48,3) 74 (51,7)|99 (56,6) 76 (43,4)|77 (51,00 74 (49,0)
T4a/b 42 (53,2) 37 (46,8) |56 (49,6) 57 (50,4)|79 (51,3) 75 (48,7)|64 (54,2) 54 (45,8)
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Mucosa Tumoroberflache Tumorzentrum Invasionsfront
Wenig Viel Wenig Viel Wenig Viel Wenig Viel
n__ (%) n__ (%) n (k) n (%) [n (%) n (%) [n (k) n (%)
M-Kategorie n  p-Wert("|246 0,618 |347 0,775 |432 0,902 |369 0,672
MO 99 (49,0) 103 (51,0) |143 (49,7) 145 (50,3) (174 (49,7) 176 (50,3) |153 (49,5) 156 (50,5)
M1 24 (545 20 (455) |31 (52,5) 28 (47)5) |42 (51,2) 40 (48,8) |32 (53,3) 28 (46,7)
N-Kategorie n p-Wert @ |246 0,192 |347 0,874 |432 0,137 |369 0,515
NO 38 (48,1) 41 (51,9 |54 (53,5) 47 (46,5) |53 (43,4) 69 (56,6) |51 (44,7) 63 (55,3)
N1 18 (43,90 23 (56,1) |22 (44,00 28 (56,0) |32 (51,6) 30 (48,4) |28 (57,1) 21 (42,9)
N2 18 (42,90 24 (571) |27 (47,4) 30 (52,6) |40 (52,6) 36 (47,4) |35 (54,7) 29 (45,3)
N3a/b 49 (58,3) 35 “41,7) |71 (51,1) 68 (48,9 |91 (52,90 81 (47,1 |71 (50,00 71 (50,0)
UICC-Stadium n  p-Wert @|246 0,460 |347 0,938 [432 0,043 |369 0,371
IA/B 26 (50,00 26 (50,0) |35 (55,6) 28 (44,4) |29 (39,7) 44 (60,3) |35 (49,3) 36 (50,7)
IIA/B 26 (44,1) 33 (55,9) |35 (45,5) 42 (54,5) |42 (44,7) 52 (55,3) |37 (44,6) 46 (55,4)
IIA/B/C 47 (51,6) 44 (48,4) |73 (49,3) 75 (50,7) |103 (56,3) 80 (43,7) |81 (52,3) 74 (47,7)
v 24 (54,5) 20 (45,5) |31 (52,5) 28 (47,5) |42 (51,2) 40 (48,8) |32 (53,3) 28 (46,7)
LN-Ratiogruppe n  p-Wert ()| 246 0,021 |347 0,915 432 0,149 |369 0,533
<0,189 59 (43,1) 78 (56,9) |88 (50,6) 86 (49,4) |98 (46,2) 114 (53,8) |90 (48,4) 96 (51,6)
>0,189 64 (58,7) 45 (41,3) |86 (49,7) 87 (50,3) |118 (53,6) 102 (46,4) |95 (51,9) 88 (48,1)
L-Kategorie n  p-Wert("|237 0,697 |333 0,913 |415 1,0 357 0,916
LO 61 (49,2) 63 (50,8) |81 (50,6) 79 (49,4) 100 (50,0) 100 (50,0) |89 (50,9) 86 (49,1)
L1 59 (52,2) 54 (47,8) |86 (49,7) 87 (50,3) [108 (50,2) 107 (49,8) 191 (50,0) 91 (50,0)
V-Kategorie n p-Wert"|236 0,007 | 331 0,721 |414 1,0 357 0,182
VO 115 (53,7) 99 (46,3) |149 (50,3) 147 (49,7) | 185 (50,3) 183 (49,7) |164 (51,7) 153 (48,3)
V1 5 (22,7) 17 (77,3) |16 (45,7) 19 (54,3) |23 (50,0) 23 (50,0) |16 (40,0) 24 (60,0)
Grading n p-Wert"|246 0,763 |347 0,388 [432 0,141 |369 0,079
G1/2 30 (52,6) 27 (47,4) |48 (54,5) 40 (45,5) |44 (43,1) 58 (56,9) |42 (42,4) 57 (57,6)
G3/G4 93 (49,2) 96 (50,8) |126 (48,6) 133 (51,4) [172 (52,1) 158 (47,9) |143 (53,0) 127 (47,0)
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Mucosa Tumoroberflache Tumorzentrum Invasionsfront
Wenig Viel Wenig Viel Wenig Viel Wenig Viel
n__ (%) n () [In () n (B) [n () n (R) [n (k) n (%)
Resektionsstatus n  p-Wert (V] 243 0,026 |343 0,606 |428 0,769 | 366 0,251
RO 102 (47,4) 113 (52,6) | 154 (50,5) 151 (49,5) |186 (49,5) 190 (50,5) (159 (49,1) 165 (50,9)
R1/R2 20 (711,4) 8 (28,6) |17 (44,7) 21 (55,3) |27 (51,9 25 (48,1) |25 (59,5 17 (40,5)
H. pylori n p-Wert"|222 0,013 | 294 1,0 367 0,670 |320 0,456
Negativ 99 (54,1) 84 (45,9) [120 (49,8) 121 (50,2) |154 (49,8) 155 (50,2) |136 (51,1) 130 (48,9)
Positiv 12 (30,8) 27 (69,2) |27 (50,9) 26 (49,1) |27 (46,6) 31 (53,4) |24 (44,4) 30 (55,6)
EBV-Status n p-Wert|239 0,163 |340 0,799 [421 0,252 | 358 0,444
Negativ 117 (51,8) 109 (48,2) |162 (50,0) 162 (50,0) |203 (50,6) 198 (49,4) (172 (50,3) 170 (49,7)
Positiv 4 (30,8) 9 (69,2) |7 (43,8) 9 (56,3) |7 (35,0) 13 (65,0) |6 (37,5) 10 (62,5)
MSI-Status n  p-Wert("|238 0,014 | 341 1,0 420 0,005 | 358 <0,001*
MSS 117 (53,2) 103 (46,8) | 158 (50,2) 157 (49,8) |201 (51,8) 187 (48,2) (172 (52,6) 155 (47,4)
MSI 4 (22,2) 14 (77,8) |13 (50,0) 13 (50,0) |8 (25,0) 24 (75,0) |4 (12,9) 27 (87,1)
HER2-Status n p-Wert("|228 0,241 | 324 0,063 |405 0,022 | 345 0,030
Negativ 107 (51,4) 101 (48,6) | 139 (47,6) 153 (52,4) |191 (51,8) 178 (48,2) (163 (52,4) 148 (47,6)
Positiv 7 (35,0) 13 (65,0) |21 (65,6) 11 (34,4) [11 (30,6) 25 (69,4) |11 (32,4) 23 (67,6)
MET-Status n p-Wert"|242 0,041 |340 0,832 423 0,454 | 361 0,527
Negativ 108 (48,0) 117 (52,0) | 160 (50,5) 157 (49,5) |193 (49,1) 200 (50,9) (167 (49,4) 171 (50,6)
Positiv 13 (76,5 4 (23,5) |11 (47,8) 12 (52,2) |17 (56,7) 13 (43,3) |13 (56,5) 10 (43,5)

Tabelle 7.1 - Teil 3/3 Korrelation der Anzahldichten der Myeloperoxidase positiven tumor-assoziierten neutrophilen Granulozyten, dichotomisiert
am Median, mit klinisch-pathologischen Patientencharakteristika. (Y Exakter Test nach Fischer; ? Kendalls Tau Test; * Signifikant nach der
Korrektur bei multiplen Tests.
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Mucosa Tumoroberflache
Q Q; Qs Q, Q Q; Qs Q,
n (%) n (%) n (%) n (%) [n (%) n_ (%) n_ (%) n_ (%)
Geschlecht n p-Wert |246 0,681 |347 0,325
Weiblich 29 (28,4) 26 (25,5) 24 (23,5) 23 (22,5) |30 (23,6) 27 (21,3) 32 (252) 38 (29,9)
Mannlich 32 (22,2) 36 (25,0) 38 (26,4) 38 (26,4) |57 (25,9) 60 (27,3) 55 (25,0) 48 (21,8)
Altersgruppe n p-Wert () |246 0,737 |347 0,002*
< 68 Jahre 31 (24,2) 34 (26,6) 29 (22,7) 34 (26,6) |51 (30,4) 34 (20,2) 51 (30,4) 32 (19,0)
= 68 Jahre 30 (25,4) 28 (23,7) 33 (28,0) 27 (22,9) |36 (20,1) 53 (29,6) 36 (20,1) 54 (30,2)
Lokalisation n  p-Wert" 244 0,330 |344 0,415
Proximaler Magen 19 (25,3) 20 (26,7) 23 (30,7) 13 (17,3) |29 (25,4) 33 (28,9) 29 (254) 23 (20,2)
Distaler Magen 42 (24,9) 42 (24,9) 39 (23,1) 46 (27,2) |58 (25,2) 52 (22,6) 57 (24,8) 63 (27,4)
Laurén Typ n p-Wert |246 0,214 |347 0,287
Intestinal 27 (22,5) 29 (24,2) 37 (30,8) 27 (22,5) |48 (24,9) 51 (26,4) 51 (26,4) 43 (22,3)
Diffus 24 (282) 26 (30,6) 15 (17,6) 20 (23,5) |28 (28,3) 18 (182) 25 (253) 28 (28,3)
Mischtyp 6 (353) 2 (11,8) 2 (11,8) 7 (412) |4 (16,7) 7 (292) 3 (125) 10 (41,7)
Unklassifiziert 4 (16,7) 5 (20,8) 8 (33,3) 7 (292) |7 (226) 11 (355) 8 (258) 5 (16,1)
T-Kategorie n_ p-Wert® |246 0,319 |347 0,893
T1a/b 6 (15,8) 12 (31,6) 9 (23,7) 11 (28,9) |9 (20,9) 15 (34,90 11 (25,6) 8 (18,6)
T2 9 (25,7) 10 (28,6) 8 (22,90 8 (22,9) |10 (20,8) 15 (31,3) 15 (31,3) 8 (16,7)
T3 20 (21,3) 24 (25,5) 28 (29,8) 22 (23,4) |31 (21,7) 38 (26,6) 32 (22,4) 42 (29,4)
T4alb 26 (32,9) 16 (20,3) 17 (21,5) 20 (25,3) |37 (32,7) 19 (16,8) 29 (257) 28 (24.8)
N-Kategorie n  p-Wert® 246 0,188 |347 0,749
NO 15 (19,0) 23 (29,1) 20 (253) 21 (26,6) |22 (21,8) 32 (31,7) 25 (24,8) 22 (21,8)
N1 9 (22,0) 9 (22,0) 18 (43,9) 5 (12,2) |14 (28,0) 8 (16,0) 14 (28,0) 14 (28,0)
N2 7 (16,7) 11 (26,2) 12 (28,6) 12 (286) [12 (21,1) 15 (26,3) 11 (19,3) 19 (33,3)
N3al/b 30 (357) 19 (22,6) 12 (14,3) 23 (27,4) [39 (28,1) 32 (23,00 37 (26,6) 31 (22,3)
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Mucosa

Tumoroberflache

Q, Q; Q; Q, Q, Q. Q; Q,
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
M-Kategorie p-Wert M | 246 0,864 |347 0,988
MO 49 (24,3) 50 (24,8) 53 (26,2) 50 (24,8) |71 (24,7) 72 (250) 73 (253) 72 (25,0)
M1 12 (27,3) 12 (27,3) 9 (20,5) 11 (25,0) |16 (27,1) 15 (254) 14 (23,7) 14 (237)
UICC-Stadium p-Wert @ | 246 0,519 |347 0,969
IA/B 10 (19,2) 16 (30,8) 13 (25,0) 13 (250) |13 (20,6) 22 (34,9) 16 (254) 12 (19,0)
IIA/B 13 (22,0) 13 (22,0) 21 (356) 12 (20,3) [18 (23,4) 17 (22,1) 23 (29,9) 19 (24,7)
IA/B/C 26 (28,6) 21 (23,1) 19 (20,9) 25 (27,5) |40 (27,0) 33 (22,3) 34 (23,0) 41 (27,7)
\Y 12 (27,3) 12 (27,3) 9 (20,5) 11 (25,0) |16 (27,1) 15 (254) 14 (23,7) 14 (23,7)
LN-Ratiogruppe p-Wert M | 246 0,009 |347 0,308
<0,189 25 (18,2) 34 (24,8) 44 (32,1) 34 (24,8) |38 (21,8) 50 (28,7) 45 (259) 41 (23,6)
>0,189 36 (33,0) 28 (25,7) 18 (16,5) 27 (24,8) |49 (28,3) 37 (21,4) 42 (24,3) 45 (26,0)
L-Kategorie p-Wert M | 237 0,047 |333 0,449
LO 25 (20,2) 36 (29,0) 38 (30,6) 25 (20,2) |37 (23,1) 44 (27,5) 45 (28,1) 34 (21,3)
L1 34 (30,1) 25 (22,1) 22 (19,5) 32 (28,3) |46 (26,6) 40 (23,1) 41 (23,7) 46 (26,6)
V-Kategorie p-Wert (V | 236 0,046 | 331 0,672
VO 56 (26,2) 59 (27,6) 50 (23,4) 49 (22,9) |71 (24,0) 78 (26,4) 76 (257) 71 (24,0
V1 3 (13,6) 2 (9,1) 9 (40,9 8 (36,4) |10 (28,6) 6 (17,1) 10 (28,6) 9 (25,7)
Grading p-Wert M | 246 0,403 |347 0,790
G1/2 11 (19,3) 19 (33,3) 13 (22,8) 14 (24,6) |23 (26,1) 25 (28,4) 20 (22,7) 20 (22,7)
G3/G4 50 (26,5) 43 (22,8) 49 (25,9) 47 (24,9) |64 (24,7) 62 (23,9) 67 (259) 66 (25,5)
Resektionsstatus p-Wert M | 243 0,127 |343 0,911
RO 50 (23,3) 52 (24,2) 58 (27,0) 55 (25,6) |78 (25,6) 76 (24,9) 76 (24,9) 75 (24,6)
R1/R2 10 (35,7) 10 (357) 4 (143) 4 (143) |8 (21,1) 9 (23,7) 10 (263) 11 (28,9)
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Mucosa Tumoroberflache
Q, Q; Q3 Q, Q, Q, Q3 Q,
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
H. pylori n p-Wert |222 <0,001* | 294 0,218
Negativ 48 (26,2) 51 (27,9) 48 (26,2) 36 (19,7) |56 (23,2) 64 (26,6) 64 (26,6) 57 (23,7)
Positiv 7 (179 5 (128) 5 (12,8) 22 (56,4) |14 (26,4) 13 (245) 8 (151) 18 (34,0)
EBV-Status n p-Wert( |239 0,311 340 0,623
Negativ 58 (25,7) 59 (26,1) 58 (25,7) 51 (22,6) |78 (24,1) 84 (25,9) 82 (25,3) 80 (24,7)
Positiv 2 (15,4) 2 (154) 3 (23,1) 6 (46,2) |5 (31,3) 2 (12,5) 5 (31,3) 4 (25,0)
MSI-Status n  p-Wert( |238 0,008 | 341 0,522
MSS 60 (27,3) 57 (25,9) 51 (23,2) 52 (23,6) |77 (24,4) 81 (25,7) 81 (25,7) 76 (24,1)
MSI 0 (0,00 4 (22,2) 9 (50,00 5 (27,8) |7 (26,9) 6 (23,1) 4 (154) 9 (34,6)
HER2-Status n p-Wert( |228 0,522 324 0,224
Negativ 51 (24,5) 56 (26,9) 51 (24,5) 50 (24,0) |68 (23,3) 71 (24,3) 77 (26,4) 76 (26,0)
Positiv 4 (20,0) 3 (15,00 7 (350) 6 (30,00 [12 (37,5 9 (28,1) 6 (18,8) 5 (15,6)
MET-Status n p-Wert() |242 0,113 |340 0,678
Negativ 56 (24,9) 52 (23,1) 60 (26,7) 57 (25,3) |80 (25,2) 80 (25,2) 77 (24,3) 80 (25,2)
Positiv 5 (294)8 @471 2 (11,8) 2 (11,8) |5 (21,7) 6 (26,1) 8 (34,8) 4 (17,4)

Tabelle 7.2 - Teil 3/3 Korrelation der Anzahldichten der Myeloperoxidase positiven tumor-assoziierten neutrophilen Granulozyten, geteilt in vier
gleich grole Quantile (Q; Q. Qs Q,), mit klinisch-pathologischen Patientencharakteristika. Fiir die Kompartimente Mucosa und
Tumoroberfiédche. (") Exakter Test nach Fischer; ® Kendalls Tau Test; * Signifikant nach der Korrektur bei multiplen Tests.
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Tumorzentrum Invasionsfront
Q, Q; Q; Q, Q Q; Q; Q,
n__ (%) n_ (%) n_ (%) n_ (%) n__ (%) n_ (%) n_ (%) n_ (%)
Geschlecht n p-Wert([432 0,117 [369 0,068
Weiblich 49 (30,2) 32 (19,8) 39 (24,1) 42 (259) |42 (32,6) 31 (24,0) 25 (19,4) 31 (24,0)
Ménnlich 59 (21,9) 76 (28,1) 69 (25,6) 66 (24,4) |50 (20,8) 62 (25,8) 67 (27,9) 61 (25.4)
Altersgruppe n  p-Wert (432 0,653 |369 0,768
< 68 Jahre 56 (26,0) 50 (23,3) 58 (27,0) 51 (23,7) |46 (253) 45 (24,7) 49 (26,9) 42 (23,1)
2 68 Jahre 52 (24,00 58 (26,7) 50 (23,0) 57 (26,3) |46 (24,6) 48 (25,7) 43 (23,0) 50 (26,7)
Lokalisation n  p-Wert([429 0,696 |367 0,326
Proximaler Magen 36 (25,9) 33 (23,7) 39 (28,1) 31 (22,3) |24 (19,4) 34 (27.4) 34 (27,4) 32 (25,8)
Distaler Magen 71 (24,5) 74 (25,55) 69 (23,8) 76 (26,2) |68 (28,0) 59 (24,3) 57 (23,5) 59 (24,3)
Laurén Typ n p-Wert([432 0,005 |[369 <0,001*
Intestinal 40 (17,6) 60 (26,4) 61 (26,9) 66 (29,1) |32 (15,2) 60 (28,6) 59 (28,1) 59 (28,1)
Diffus 53 (39,6) 30 (22,4) 27 (20,1) 24 (17,9) |49 (53,3) 16 (17,4) 13 (14,1) 14 (152)
Mischtyp 7 (241) 8 (276) 8 (27.6) 6 (20,7) |7 (26,9) 6 (231) 7 (26,9) 6 (23,1)
Unklassifiziert 8 (19,0) 10 (23,8) 12 (28,6) 12 (28,6) |4 (9,8) 11 (26,8) 13 (31,7) 13 (31,7)
T-Kategorie n p-Wert ®|432 0,012 |369 0,108
T1a/b 7 13,79 9 ((76) 16 (314) 19 (37,3) |8 (16,0) 16 (32,0) 19 (38,0) 7 (14,0)
T2 11 (21,2) 11 (21,2) 7 (13,5) 23 (44,2) |8 (16,0) 12 (24,0) 9 (18,0) 21 (42,0
T3 46 (26,3) 53 (30,3) 47 (26,9) 29 (16,6) |40 (26,5) 37 (24,5) 38 (25,2) 36 (23,8)
T4alb 44 (28,6) 35 (22,7) 38 (24,7) 37 (24,0) |36 (30,5) 28 (23,7) 26 (22,0) 28 (23,7)
N-Kategorie n p-Wert @ |432 0,047 |369 0,753
NO 24 (19,7) 29 (23,8) 32 (26,2) 37 (30,3) |24 (21,1) 27 (23,7) 33 (28,9) 30 (26,3)
N1 17 (27,4) 15 (24,2) 14 (22,6) 16 (25,8) |15 (30,6) 13 (26,5) 13 (26,5) 8 (16,3)
N2 18 (23,7) 22 (28,9) 17 (22,4) 19 (25,0) |20 (31,3) 15 (23,4) 12 (18,8) 17 (26,6)
N3a/b 49 (28,5) 42 (24,4) 45 (26,2) 36 (20,9) |33 (23,2) 38 (26,8) 34 (23,9) 37 (26,1)

Tabelle 7.3 - Teil 1/3
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Tumorzentrum

Invasionsfront

Q, Q; Q; Q, Q, Q; Q; Q,
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
M-Kategorie n p-Wert"|432 0,885 |369 0,299
MO 85 (24,3) 89 (254) 87 (24,9) 89 (254) |74 (23,9) 79 (256) 82 (26,5) 74 (23,9)
M1 23 (28,0) 19 (23,2) 21 (256) 19 (232) |18 (30,0) 14 (23,3) 10 (16,7) 18 (30,0)
UICC-Stadium n p-Wert @ | 432 0,017 |369 0,539
IA/B 12 (16,4) 17 (23,3) 19 (26,0) 25 (34,2) |13 (18,3) 22 (31,0) 23 (32,4) 13 (18,3)
IIA/B 23 (24,5) 19 (20,2) 25 (26,6) 27 (28,7) |21 (253) 16 (19,3) 21 (253) 25 (30,1)
INA/B/C 50 (27,3) 53 (29,0) 43 (23,5) 37 (20,2) |40 (25,8) 41 (26,5 38 (24,5) 36 (23,2)
v 23 (28,0) 19 (23,2) 21 (25,6) 19 (23,2) |18 (30,00 14 (23,3) 10 (16,7) 18 (30,0)
LN-Ratiogruppe n  p-Wert (V] 432 0,288 |369 0,878
<0,189 46 (21,7) 52 (24,5) 54 (255) 60 (28,3) |46 (24,7) 44 (23,7) 49 (26,3) 47 (25,3)
>0,189 62 (28,2) 56 (25,5) 54 (24,5) 48 (21,8) |46 (251) 49 (26,8) 43 (23,5) 45 (24,6)
L-Kategorie n p-Wert(|415 0,486 |357 0,962
LO 49 (24,5) 51 (2555) 45 (22,5) 55 (27,5) |43 (24,6) 46 (26,3) 45 (257) 41 (23.4)
L1 57 (26,5) 51 (23,7) 59 (27,4) 48 (22,3) |46 (253) 45 (247) 45 (24,7) 46 (25,3)
V-Kategorie n p-Wert"|414 0,644 |357 0,400
VO 95 (25,8) 90 (24,5) 89 (24,2) 94 (25,5) |80 (25,2) 84 (26,5 78 (24,6) 75 (23,7)
V1 10 (21,7) 13 (28,3) 14 (304) 9 (19,6) |10 (25,00 6 (150) 12 (30,00 12 (30,0)
Grading n p-Wert ]432 0,001* |369 0,053
G1/2 13 (12,7) 31 (30,4) 23 (22,5) 35 (34,3) |15 (152) 27 (27,3) 30 (30,3) 27 (27,3)
G3/G4 95 (28,8) 77 (23,3) 85 (258) 73 (22,1) |77 (28,5) 66 (24,4) 62 (23,0) 65 (24,1)
Resektionsstatus n  p-Wert (428 0,769 |366 0,353
RO 95 (25,3) 91 (24,2) 96 (255 94 (25,0) |80 (24,7) 79 (24,4) 85 (26,2) 80 (24,7)
R1/R2 11 (21,2) 16 (30,8) 12 (23,1) 13 (250) |12 (28,6) 13 (31,0) 6 (14,3) 11 (262)

Tabelle 7.3 - Teil 2/3
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Tumorzentrum Invasionsfront
Q, Q; Q3 Q, Q, Q; Q; Q,
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
H. pylori n p-Wert"|367 0,277 |320 0,624
Negativ 86 (27,8) 68 (22,0) 76 (24,6) 79 (256) |68 (25,6) 68 (25,6) 65 (24,4) 65 (24,4)
Positiv 10 (17,2) 17 (29,3) 17 (29,3) 14 (24,1) (12 (22,2) 12 (22,2) 18 (33,3) 12 (22,2)
EBV-Status n p-Wert (" |421 0,152 |358 0,047
Negativ 103 (25,7) 100 (24,9) 98 (24,4) 100 (24,9) (89 (26,0) 83 (24,3) 86 (251) 84 (24,6)
Positiv 1 (5,00 6 (30,00 6 (30,00 7 (35,0) |0 (0,0) 6 (375 4 (250) 6 (37,5
MSI-Status n  p-Wert (V420 0,026 |358 <0,001*
MSS 101 (26,0) 100 (25,8) 92 (23,7) 95 (24,5) (88 (26,9) 84 (25,7) 79 (24,2) 76 (23,2)
MSI 3 (94) 5 (156) 11 (344 13 (40,6) |1 (3,2) 3 (9,7 11 (35,5) 16 (51,6)
HER2-Status n  p-Wert (V' |405 0,076 |345 0,018
Negativ 98 (26,6) 93 (25,2) 86 (23,3) 92 (249 |85 (27,3) 78 (25,1) 73 (23,5 75 (24,1)
Positiv 4 (11,1) 7 (19,4) 13 (36,1) 12 (33,3) |2 (5,9) 9 (26,5 10 (29,4) 13 (38,2)
MET-Status n  p-Wert (423 0,242 | 361 0,846
Negativ 98 (24,9) 95 (24,2) 97 (24,7) 103 (26,2) |82 (24,3) 85 (25,1) 85 (25,1) 86 (25,4)
Positiv 6 (20,00 11 (36,7) 9 (30,00 4 (13,3) |6 (26,1) 7 (304) 6 (26,1) 4 (17,4

Tabelle 7.3 - Teil 3/3 Korrelation der Anzahldichten der Myeloperoxidase positiven tumor-assoziierten neutrophilen Granulozyten, geteilt in vier
gleich groBe Quantile (Q;, Q. Qs Q.), mit klinisch-pathologischen Patientencharakteristika. Fir die Kompartimente Tumorzentrum und
Invasionsfront. (") Exakter Test nach Fischer; ® Kendalls Tau Test; * Signifikant nach der Korrektur bei multiplen Tests.
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Mucosa

Tumoroberflache

Q, Q, Q; Q, Q, Q, Q; Q,
Aligemeines U. [Monate] p-Wert® 0,136 0,269
Gesamt / Events / Zensiert 58/49/9 61/45/16  60/44/16  58/43/15 |87/68/19 85/66/19 82/63/19 83/69/14
Medianes Uberleben 14,0+25 181+45 226+44 179124 (125+21 179+16 154129 18,2+4,1
95% K.I. 9,0-190 92-270 141-311 131-22,718/4-16,7 148-211 9,7-210 10,3-261
Tumorspezifisches U. [Monate] p-Wert® 0,169 0,136
Gesamt / Events / Zensiert 47/34/13 59/36/23 60/35/25 53/34/19 |83/58/25 75/46/29 75/52/23  80/58/22
Medianes Uberleben 13,2+3,7 228+84 245+3,7 18,2+22 [(142+1,8 20,3+7,5 155127 19,0+4,1
95% K.I. 59-20,5 63-393 172-318 140-224/10,7-176 55-350 10,1-20,8 11,0-27,0
Tumorzentrum Invasionsfront
Q, Q; Q; Q, Q, Q; Q; Q,
Aligemeines U. [Monate] p-Wert® 0,347 0,079
Gesamt / Events / Zensiert 107/87/20 106/80/26 105/82/23 102/80/22 |89/72/17 91/65/26  90/61/29  87/72/15
Medianes Uberleben 141+1,7 17,3+40 135+1,8 16,0+£28 (13624 156+3,8 19,2148 14,1122
95% K.I. 10,7-174 94-253 99-171 104-21689-182 8,3-230 98-285 98-184
Tumorspezifisches U. [Monate] p-Wert® 0,161 0,099
Gesamt / Events / Zensiert 100/73/27 100/68/32 97/69/28 95/59/36 |84/62/22 86/54/32 86/49/37  78/53/25
Medianes Uberleben 142+22 182+44 154+24 246+8,2 (150+28 16,8+6,1 245+82 179+4,7
95% K.I. 99-184 96-268 10,7-20,0 85-40,8 |196-204 48-288 8,3-40,7 8,7-272

Tabelle 7.4 Korrelation der Anzahldichten der Myeloperoxidase positiven tumor-assoziierten neutrophilen Granulozyten, geteilt in vier gleich
groBBe Quantile (Q;, Q, Qs, Q,), mit dem allgemeinen und tumorspezifischen Uberleben. U.= Uberleben;  Logrank-Test.




Mucosa Tumoroberflache Tumorzentrum Invasionsfront
Wenig Viel Wenig Viel Wenig Viel Wenig Viel
Aligemeines U. [Monate] p-Wert @ 0,657 0,765 0,343 0,282
Gesamt / Events / Zensiert 119/94/25 118/87/31 |172/134/38 165/132/33 |213/167/46 207/162/45 |180/137/43 177/133/44
Medianes Uberleben 16,0£3,0 18,2+2,9 |14,7+2,0 16,6 £1,7 15,5+1,6 14,115 14,7+2,0 16,7 £2,0
95% K.I. 10,1-219 12,5-239|10,7-18,6 13,1-18,1 |12,3-186 11,1-17,1 |10,8-18,6 12,7-20,6
Tumorspezifisches U. [Monate] p-Wert © 0,732 0,841 0,221 0,131
Gesamt / Events / Zensiert 106/70/36 113/69/44 |158/104/54 155/110/45 |200/141/59 192/128/64 |170/116/54 164/102/62
Medianes Uberleben 18,1+4,5 226+25 [(179+4,1 173+16 |166+1,8 17,2+3,4 15,6+2,4 199+4,4
95% K.I. 92-270 17,8-27,4 (9,9-26,0 14,1-204 |13,2-20,0 10,5-239 |109-204 11,3-285

Tabelle 7.5 Korrelation der Anzahldichten der Myeloperoxidase positiven tumor-assoziierten neutrophilen Granulozyten, geteilt am Median, mit
dem allgemeinen und tumorspezifischen Uberleben. U. = Uberleben; ® Logrank-Test.
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Gesamt Mucosa Tumoroberflache Tumorzentrum Invasionsfront
Q, Q;3, Q, Q234 Q, Q234 Q, Q234
Allgemeines U. [Monate] p-Wert @ 0,027 0,101 0,174 0,027
Gesamt / Events / Zensiert |420/329/91 |58/49/9 179/132/47 | 87/68/19  250/198/52 | 107/87/20 313/242/71|89/72/17 268/198/70
Medianes Uberleben 149+11 140+x25 182+24 |125+21 16,7+15 |141+1,7 156+14 |136x24 16,5+1,8
95% K.I. 12,7-171 19,0-19,0 13,5-229 (84-16,7 13,1-196 [10,7-174 129-18,4 {8,9-18,2 13,0-20,0
Tumorspezifisches U. [Monate] p-Wert ©) 0,041 0,137 0,171 0,022
Gesamt / Events / Zensiert | 392/269/123 |47/34/13 172/105/67 | 83/58/25  230/156/74|100/73/27 292/196/96 | 84/62/22 250/156/94
Medianes Uberleben 16,7+ 1,5 13,2+3,7 22627 |142+1,8 18,0+£22 |142+22 179227 |150+£2,8 19,0+ 3,5
95% K.I. 13,7-19,6 |59-205 17,3-27,9 (10,7-17,6 13,7-22,2 19,9-184 12,7-23,119,6-204 12,1-259

Tabelle 7.6 Korrelation der Anzahldichten der Myeloperoxidase positiven tumor-assoziierten neutrophilen Granulozyten, dichotomisiert zwischen

dem ersten Quartil (Q;) und den restlichen drei Quantilen (Qzz,), mit dem allgemeinen und tumorspezifischen Uberleben. U. = Uberleben:;
®Logrank-Test.



Mucosa
Weiblich Mannlich
Q, Q; Qs Q, Q, Q; Qs Q,
Aligemeines Uberleben [Monate] p-Wert® 0,018 0,529
Gesamt / Events / Zensiert 28/26/2 25/16/9 23/15/8 21/13/8 30/23/7 |36/29/7 37/29/8 37/30/7
Medianes Uberleben 15,7+4,3 |21,7+23,3|155+10,7(23,6+4,8 |12,1+2,0|16,0+3,8 (22,6+3,0 (13,2+24
95% K.I. 7,3-24,2 |0-67,4 0-36,4 14,1-33,0 |8,3-16,0|8,5-23,5 |(16,8-28,4(8,6-17,9
Tumorspezifisches Uberleben [Monate] p-Wert © 0,020 0,367
Gesamt / Events / Zensiert 23/19/4 |24/12/12 |23/12/11 |20/10/10 |24/15/9 |35/24/11 |37/23/14 |33/24/9
Medianes Uberleben 10,4+4,6 |72,2+46,7|26,5+12,3|20,1+3,5 |19,9+8,3|22,8+9,1 [245+3,1 |13,2+3,5
95% K.I. 1,3-19,4 |0-163,8 2,4-50,6 |13,3-27,0(3,7-36,2 |5,0-40,5 |18,5-30,5|6,5-20,0
Tumoroberflache
Weiblich Mannlich
Q, Q; Qs Q, Q, Q; Qs Q,

% |Allgemeines Uberleben [Monate] p-Wert® 0,097 0,399
Gesamt / Events / Zensiert 30/25/5 26/20/6 32/26/6 35/25/10 |57/43/14 |59/46/13 |50/37/13 |48/44/4
Medianes Uberleben 14,2+3,7 |{179+3,0 |16,6%+29 (33,2+12,3(12,1+1,8|173+2,6 |12,7+3,8 (13,6+24
95% K.I. 6,9-214 |12,1-23,7 /10,9-22,3 |9,2-57,3 |8,6-15,6|12,3-22,4|5,2-20,3 |8,8-18,3

Tumorspezifisches Uberleben [Monate] p-Wert © 0,052 0,121
Gesamt / Events / Zensiert 28/20/8 24/15/9 28/22/6 33/18/15 |55/38/17 |51/31/20 |47/30/17 |47/40/7
Medianes Uberleben 14,6+3,7 (179+3,3 |16,0+3,8 |36,0+12,3|13,4+4,7|30,3+11,3(15,4+4,7 |14,0+2,1
95% K.I. 7,3-219 |11,4-24,5 /8,5-23,5 |11,8-60,1 |4,2-22,6 |8,1-52,5 |6,3-24,5 [10,0-18,1

Tabelle 7.7 Korrelation der Anzahldichten der Myeloperoxidase positiven tumor-assoziierten neutrophilen Granulozyten, geteilt in vier gleich
groBe Quantile (Q;, Qz, Qs, Q.), mit dem allgemeinen und tumorspezifischen Uberleben, getrennt nach Geschlecht. In der Mucosa und der
Tumoroberfidche. @ Logrank-Test.
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Tumorzentrum
Weiblich Mannlich
Q, Q; Q; Q, Q, Q; Q; Q,
Aligemeines Uberleben [Monate] p-Wert® 0,290 0,629
Gesamt / Events / Zensiert 48/41/7 32/24/8 38/26/12 |39/31/8 59/46/13 |74/56/18 |67/56/11 |63/49/14
Medianes Uberleben 14,2+1,5 |16,7+2,9 |16,0+9,6 |21,7+5,0 |(14,1+3,7 |22,4+5,3 |13,4+1,2 |12,8+1,6
95% K.I. 11,3-17,0 {11,0-22,4 |10-34,8 11,8-31,6 |16,9-21,2 (11,9-32,8|11,2-15,7|9,7-16,0
Tumorspezifisches U. [Monate] p-Wert® 0,147 0,376
Gesamt / Events / Zensiert 45/35/10 |30/19/11 |33/19/14 |37/23/14 |55/38/17 |70/49/21 |64/50/14 |58/36/22
Medianes Uberleben 129+15 |17,1+24 |23,6+7,7 |26,5+13,3(17,3+4,0 |22,6+6,5 [13,4+19 [16,519,1
95% K.I. 10,0-15912,3-21,8|8,4-38,8 |0,4-526 [9,4-252 |99-353 |98-17,1 |0-34,4
Invasionsfront
Weiblich Mannlich
Q, Q; Q; Q, Q, Q; Q; Q,
Alilgemeines Uberleben [Monate] p-Wert © 0,002* 0,904
Gesamt / Events / Zensiert 41/33/8 30/21/9 25/14/11 |28/23/5 48/39/9 61/44/17 |65/47/18 |59/49/10
Medianes Uberleben 12,1+£19 |26,5+9,5 |298+12,4|188+9,4 (199+2,7 |12,6+2,7 |140+£3,6 [13,6t2,1
95% K.I. 8,4-159 |7,8-452 |55-540 |0,4-37,1 |14,7-252|7,3-17,9 |6,9-21,2 |9,5-17,6
Tumorspezifisches U. [Monate] p-Wert® <0,001* 0,968
Gesamt / Events / Zensiert 40/31/9 26/14/12 |23/9/14 25/15/10 |44/31/13 |60/40/20 |63/40/23 |53/38/15
Medianes Uberleben 129+19 |(26,5+9,1 |380+n.k. |{51,7+29,7|/226+2,3 |13,4+3,5 |19,0+6,9 |15,5+2,8
95% K.I. 9,3-16,6 |8,7-44,3 n.k. 0-110,0 18,0-27,2|6,6-20,3 |56-32,4 [10,0-20,9

Tabelle 7.8 Korrelation der Anzahlidichten der Myeloperoxidase positiven tumor-assoziierten neutrophilen Granulozyten, geteilt in vier gleich
grofBe Quantile (_Q1, Qz Qs Q,), mit dem allgemeinen und tumorspezifischen Uberleben, getrennt nach Geschlecht. Im Tumorzentrum und der
Invasionsfront. U.= Uberleben; Logrank-Test; n.k.= nicht kalkulierbar; * Signifikant nach der Korrektur bei multiplen Tests.
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Mucosa Tumoroberflache
Weiblich Mannlich Weiblich Mannlich
Ql Q234- Ql Q234- Ql Q234- Ql Q234-
Aligemeines Uberleben [Monate] p-Wert @ 0,007 0,441 0,117 0,402
Gesamt / Events / Zensiert 28/26/2 69/44/25 |30/23/7 |110/88/22 |30/25/5 |93/71/22 |57/43/14 |157/127/30
Medianes Uberleben 15,7+4,3 {21,5+4,4 |12,1+2,0(16,4t2,9 14,2+3,7|18,2+16 (12,1+1,8 [14,0+1,8
95% K.I. 73-24,2 |12,8-30,18,3-16,0 |10,6-22,1 |69-21,4 |15,0-21,4 8,6-15,6 |10,5-17,6
Tumorspezifisches U. [Monate] p-Wert @ 0,004* 0,825 0,257 0,344
Gesamt / Events / Zensiert 23/19/4 |67/34/33 |24/15/9 |105/71/34 |28/20/8 |85/55/30 |55/38/17 |145/101/44
Medianes Uberleben 104+4,6 |23,6+6,5 |19,9+8,3(226+3,1 |14,6+3,7|18,8+3,4 |13,4+4,7 |16,5+2,4
95% K.I. 1,3-194 |(10,8-36,4|3,7-36,2 |16,6-28,6 |7,3-21,9 |12,0-25,5(4,2-22,6 |11,9-21,2
Tumorzentrum Invasionsfront
Weiblich Mannlich Weiblich Mannlich
Ql Q234- Ql Q234- Ql Q234- Ql Q234-
Allgemeines Uberleben [Monate] p-Wert @ 0,089 0,660 <0,001* 0,820
Gesamt / Events / Zensiert 48/41/7 |109/81/28 |59/46/13 |204/161/43|41/33/8 |83/58/25 |48/39/9 |185/140/45
Medianes Uberleben 142+1,5 |179+2,8 |14,1+3,7(13,7+1.3 |12,1+19(26,3+7,3 |19,9+2,7 |13,6+1,2
95% K.I. 11,3-17,0(12,3-23,5/6,9-21,2 (11,1-16,3 |8,4-15,9 |11,9-40,7 |14,7-25,2111,2-15,9
Tumorspezifisches U. [Monate] p-Wert © 0,034 0,859 <0,001* 0,985
Gesamt / Events / Zensiert 45/35/10 |100/61/39|55/38/17 |192/135/57 | 40/31/9 74/38/36 |44/31/13 |176/118/58
Medianes Uberleben 129+1,5 |18,8+3,7 |17,3+4,0|156+3,3 |129+1,9|36,1+16,9|22,6+2,3 |155%2,2
95% K.I. 10,0-15,9({11,6-25,9|9,4-25,2 |9,2-22,1 93-16,6 (2,9-69,2 |18,0-27,2(11,1-19,8

Tabelle 7.9 Korrelation der Anzahldichten der Myeloperoxidase positiven tumor-assoziierten neutrophilen Granulozyten, dichotomisiert zwischen
dem ersten Quartil (Q;) und den restlichen drei Quantilen (Q.s.), mit dem allgemeinen und tumorspezifischen Uberleben, getrennt nach
Geschlecht. U.= Uberleben; ® Logrank-Test; * Signifikant nach der Korrektur bei multiplen Tests.
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7.4.2 Kongressbeitrag

Der Gehalt an neutrophilen Granulozyten im Magenkarzinom korreliert mit der
Patientenprognose

Franziska Clausen, Hans-Michael Behrens, Sandra Kriiger, Christoph Rdcken
Institut fiir Pathologie, Christian-Albrechts-Universitét, Kiel, Deutschland

Einleitung

Tumorassoziierte neutrophile Granulozyten (TAN) stehen im Verdacht,
tumorbiologisch relevant zu sein und lassen sich im Magenkarzinom
(GC) auffallig oft im und um den Tumor herum nachweisen. In dieser

Studie untersuchten wir die Hypothese, dass der TAN-Gehalt im GC mit

klinisch-pathologischen Patientencharakteristika korreliert.

Material und Methoden

In Ganzgewebeschnitten von 472 chemotherapienaiven GCs wurden die

Zusammenfassung

Unsere Untersuchungen bestatigen die Hypothese, dass der Gehalt an
neutrophilen Granulozyten im Magenkarzinom mit klinisch-pathologischen
Patientencharakteristika korreliert. Es zeigt sich, dass eine niedrige Schwelle
bei den TANSs einen signifikanten Unterschied macht. Lediglich bei der H.
pylori Besiedelung der Mucosa sollte ein hoher Cut-off gewahlt werden.
Zusatzlich zeigt sich sogar eine Korrelation mit der Patientenprognose. Dass
der TAN-Gehalt und die MSI einen signifikanten Zusammenhang zeigen,
spricht gegen die vorherrschende Meinung, dass MSI vor allem die adaptive
Immunantwort beeinflusst.

neutrophilen Granulozyten (TAN) mittels Myeloperoxidase-Immunfarbung
dargestellt. AnschlieBend wurden die Praparate mit einem Slide-Scanner

digitalisiert und mit der automatischen Bildanalysesoftware Definiens Tissue * .
Studio wurden die TANs identifiziert. In den digitalisierten Praparaten wurden - Laurén )
manuell die Kompartimente peritumorale Mucosa, Tumoroberflache, o | oo H N )
Tumorzentrum und Invasionsfront markiert. Aus den Flacheninhalten der 3 Eﬂ;;,;’ss,ﬁ,im . ,
markierten Areale und den darin identifizierten, quantifizierten TANs wurden H . s
die TAN-Anzahldichte der Kompartimente berechnet, in Quartile eingeteilt T N .
und mit klinisch-pathologischen Merkmalen verglichen £ >
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Pathologie e.V. in Berlin, am 25. Mai 2018
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