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1 Einleitung

1.1 EinfUhrung

Die Sensitivitat des Lymphknoten-Stagings muss beim Magenkarzinom erhoht werden, weil
Mikrometastasen der konventionellen Diagnostik entgehen und eine klinische Relevanz dieser

Zellen vermutet wird.

Die Erforschung der okkulten Lymphknotenmetastasierung des Magenkarzinoms bedarf einer
weiteren Intensivierung, damit ihr prognostischer Stellenwert und die daraus resultierende
klinische Relevanz genau eingeschatzt werden kénnen. Die Therapieplanung einer soliden
Tumorerkrankung wird neben individuellen Faktoren und Wiinschen der Patienten vorrangig
auf das Ergebnis der Tumorklassifikation nach dem pTNM-System abgestimmt. Dieses
Stagingverfahren nimmt somit eine herausragende Stellung ein, da sich aus ihm individuelle
therapeutische Konsequenzen ergeben. Des Weiteren ermdglicht die pTNM-Klassifikation die
Abschatzung einer Prognose, die jedoch lediglich eine statistische Aussage Uber den Verlauf
einer Krebserkrankung und keinesfalls eine individuelle Vorhersage ist. Je exakter das
Staging, desto genauer kann aber auch die Prognose fur den einzelnen Patienten bestimmt
werden. Die Forschung an diesem Thema muss sich daher mit einer kritischen Uberpriifung
der heute etablierten Routinediagnostik beschéftigen.

Ziel ist, durch eine besonders sensitive Diagnostik relevante Pathologien zu erkennen und ein
primdres Therapieversagen als Folge einer inadéquaten Behandlung zu verhindern. Diese
Gefahr besteht, wenn beim Staging mit den heute verwendeten diagnostischen
Routineverfahren in der Frilhphase der malignen Erkrankung im Korper verbliebene
Tumorzellen bersehen werden. Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Detektion
und Klinischen Konsequenz dieser so genannten Mikrometastasen in lokoregionaren
Lymphknoten eines Patientenkollektivs mit Magenkarzinom. Die Optimierung dieser
Diagnostik ist besonders wichtig, da beim Magenkarzinom die regiondren Lymphknoten-
kompartimente zum Operationszeitpunkt am haufigsten von einer metastatischen Aussaat
betroffen sind und diese Metastasen oft bereits im Frihstadium der Erkrankung nachgewiesen
werden konnen.

Eine stadiengerechte Therapie und eine moglichst genaue Vorhersage des Krankheitsverlaufs

sind bei der Betreuung krebskranker Patienten vorrangige Ziele.



Die Diagnose ,,Krebs* stellt fiir die betroffenen Menschen neben der organischen Erkrankung
auch in besonderem Male eine psychische Belastung dar, denn es sind vor allem die malignen
Krankheiten, die rasch mit Begriffen wie Hoffnungslosigkeit, Unheilbarkeit und Leiden
assoziiert werden. Zudem sind Krebserkrankungen in Deutschland die zweith&ufigste Todes-
ursache nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen. Daher gehort die Forschung im Bereich der
Onkologie zu den wichtigsten Aufgaben der Medizin. Weltweit handelt es sich bei den
meisten Krebserkrankungen um solide Tumoren, die von epithelialem Gewebe ausgehen
(Wikman et al. 2008). Zu dieser grof’en Gruppe der malignen Neoplasien gehort auch das
Magenkarzinom.

Das Magenkarzinom nimmt in Deutschland eine wichtige epidemiologische Stellung ein.
Trotz eines rucklaufigen Trends stand es 2010 fir die weibliche Bevolkerung immer noch an
neunter und fur die mannliche an siebter Stelle der jahrlichen Krebsneuerkrankungen (ohne
den nicht-melanotischen Hautkrebs). Fir das Magenkarzinom wird im Vergleich zu allen
anderen Krebserkrankungen eine unterdurchschnittliche relative 5-Jahres-Uberlebensrate
registriert (Robert Koch-Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V. 2013). Die stetige Verbesserung der Diagnostik und die Optimierung der
Therapie missen aber nicht nur wegen der epidemiologischen Datenlage angestrebt werden,
sondern auch weil die Erkrankung im fortgeschrittenen Stadium die Lebensqualitat der
betroffenen Menschen besonders stark einschrankt. Rucklaufige Zahlen fir Inzidenz und
Mortalitét resultierten in den letzten Jahrzehnten aus dem zunehmenden Kenntnisgewinn tber
die Atiologie, den daraus resultierenden PraventionsmaRnahmen und der stetigen Therapie-
optimierung. Es ist also offensichtlich, dass die Karzinomerkrankung des Magens beein-
flussbar ist. Die weitere Erforschung der Erkrankung wird daher mit hoher Wahrscheinlichkeit
auch in Zukunft zu neuen Behandlungserfolgen fihren.

Das Magenkarzinom ist ein potenziell heilbarer Tumor. Es ist zundchst noch lokal begrenzt
und bietet somit die Mdoglichkeit einer kompletten chirurgischen Entfernung. Trotz der
zunehmenden Radikalitdt des Eingriffs konnte die operationsbedingte Mortalitat in der
Vergangenheit reduziert werden (Izbicki et al. 2002). Es riicken somit andere Faktoren in den
Vordergrund, die fir die insgesamt weiter unbefriedigende Prognose verantwortlich sind. Fir
einen initial kurativen Therapieansatz sind bei einem Uberwiegenden Anteil der Falle die
vollstandige lokale Tumorresektion mit systematischer Lymphadenektomie und der
Ausschluss von Fernmetastasen obligat. Nach histopathologischer Aufarbeitung der Resektate
kdnnen die Infiltrationstiefe des Primartumors (pT-Stadium), das Ausmal des metastatischen
Lymphknotenbefalls (pN-Stadium) und mit weiteren diagnostischen Schritten eine etwaige
Fernmetastasierung (cM-/pM-Stadium) festgestellt werden. Bei der Evaluierung des Lymph-
knoten-Status stellen das Féarben der Lymphknoten mit Hdmatoxylin-Eosin (HE-Féarbung) an
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der Stelle ihres grofRten Durchmessers und die Beurteilung unter einem Lichtmikroskop die
derzeitige histopathologische Standarddiagnostik dar. Mit diesen Informationen wird das
Magenkarzinom dann in das Stagingsystem der pTNM-Klassifikation eingeordnet. Bei
Patienten mit soliden Tumoren ist im Laufe ihrer Erkrankung die Metastasierung die haufigste
Todesursache (Wikman et al. 2008), und mehr als die Hélfte der initial in kurativer Intention
operierten Patienten entwickelt ein Lokalrezidiv (Lim et al. 2005). Wenn nach dem Beginn
einer Therapie kein Residualtumor diagnostiziert wird (RO-Status), ist bei den meisten soliden
Tumoren der Nachweis bzw. Ausschluss einer lokoregiondren Lymphknotenmetastasierung
der wichtigste Prognosefaktor (Pantel et al. 1999). So stellt auch beim Magenkarzinom die
Lymphknotenmetastasierung eine entscheidende prognostische Grofke dar (Hartgrink et al.
2009).

Die Erforschung der lymphogenen Metastasierung wurde intensiviert, weil auch Patienten mit
einem lokal begrenzten und radikal operierten Magenfriihkarzinom an einem Rezidiv
verstarben, obwohl mit den Standardverfahren zum Operationszeitpunkt keine malignen
Zellen in den regiondren Lymphknoten nachgewiesen werden konnten (Maehara et al. 1996,
Sano et al. 1993). Dieser Krankheitsverlauf lasst sich durch im Korper verbliebene
Tumorzellen erklaren, die der Routinediagnostik entgehen. Dieser auch ,,minimal residual
disease” (MRD) genannte Status ist moglicherweise ein Indikator fiir ein erhdhtes Rezidiv-
risiko. Die onkologische Chirurgie als Monotherapie erzielt also bei dieser minimalen
Residualerkrankung héufig keine dauerhafte Heilung, und deshalb missen zusatzliche
effektive systemische Therapien etabliert werden.

Seit langem ist bekannt, dass eine Krebserkrankung nicht lokal auf den Ort des Primarius be-
schrénkt bleiben muss. Bereits im 19. Jahrhundert konnte gezeigt werden, dass neben einem
Primartumor auch zirkulierende Tumorzellen im Blut existieren (Ashwort 1896). Seit den
achtziger Jahren des vorigen Jahrhunderts gewinnt die Uberlegung, dass disseminierte Tumor-
zellen eine klinische Relevanz haben konnten, zunehmend an Bedeutung. Dabei steht die
Frage im Mittelpunkt, ob sie ein malignes Potenzial und einen prognostischen Einfluss wie
diejenigen Metastasen haben, die mit der etablierten Diagnostik gefunden werden. Mit Hilfe
der Immunhistochemie (IHC) und molekulargenetischer Verfahren wurden Tests etabliert, die
im Vergleich zu den konventionellen zyto- und histomorphologischen Untersuchungen die
Sensitivitat der Detektion okkulter Tumorzellen deutlich erhéhen. Ihr Nachweis ist damit je
nach Metastasierungsmuster des Primdrtumors in verschiedenen Kompartimenten mog-
lich.

Das Magenkarzinom metastasiert hamatogen Gber die periphere Blutbahn und das Knochen-
mark und kann von dort aus sekundar Fernmetastasen bilden. Nach Einbruch in die freie

Bauchhohle ist dies auch kavitar moglich. Vor allem stellt aber die lymphogene
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Metastasierung eine bedeutende klinische Komplikation der Erkrankung dar. Das Lymph-
system ist zum Operationszeitpunkt das am haufigsten betroffene Kompartiment.

Beim Magenkarzinom wird der Nachweis okkulter Lymphknotenmetastasen bis heute von den
internationalen Krebsgesellschaften nicht offiziell fir die Einteilung der pN- und Tumor-
stadien bertcksichtigt. Grundlegendes Problem ist die weiterhin ungekléarte Frage, ob diese
Zellen auch tatséchlich eine prognostische Relevanz haben. Fir die Entwicklung der
inkonstanten Forschungsergebnisse gibt es mehrere Grinde wie zum Beispiel wechselnde
methodische Ansédtze mit variierenden Studiendesigns, unterschiedliche technische und
statistische Methoden sowie uneinheitliche Definitionen der Zielfaktoren. Des Weiteren ist der
biologische Charakter und damit auch das metastatische Potenzial der Tumorzellen nicht
hinreichend geklart.

Eine Unterteilung von Lymphknotenmetastasen anhand ihrer GroRe in Makrometastasen und
Mikrometastasen erfolgte erstmals durch Huvos et al. (1971). Der Terminus ,,Mikrometastase*
wurde von der Krebsgesellschaft Union for International Cancer Control (UICC) Ende der
1970er Jahre in die Klassifikation maligner Tumoren aufgenommen. Bis heute ist man sich bei
der Verwendung des Begriffs aber uneinig. In vielen Studien basierte er auf morphologischen
Kriterien oder wurde von den Nachweisverfahren abhéngig gemacht und zum Teil auch durch
neue Begriffe ersetzt oder erganzt (Cai et al. 1999, Fukagawa et al. 2001, International
(Ludwig) Breast Cancer Study Group 1990, Turner et al. 1999). Ende der 1990er Jahre schlu-
gen Hermanek et al. (1999) vor, anhand exakterer morphologischer Kriterien okkulte
Tumorzellen in ,isolierte Tumorzellen” (ITC) und ,,Mikrometastasen” (MM) zu unterteilen.
So werden diese Befunde nun auch in der allgemeinen Einleitung der UICC-Stagingvorschrift
definiert (Wittekind und Meyer 2010). In der Literatur fehlt bei der Verwendung der Begriffe
jedoch weiterhin ein Konsens beziiglich der Definitionen (Ubersicht bei Yanagita et al.
2008 a). Problematisch ist zudem, dass nicht alle histopathologischen Befunde sicher in eine
der beiden Kategorien eingeordnet werden kénnen (Cserni et al. 2005).

Die immunhistochemischen Methoden fir den Nachweis von okkulten Tumorzellen in
Lymphknoten konnten bisher nicht standardisiert werden. Verschiedene monoklonale Anti-
korper gegen Zytokeratine (CK) wurden in den letzten Jahren zum Nachweis epithelialer
Tumorzellen in mesenchymalem Gewebe eingesetzt. An dem diagnostischen Wert der CK-
Antikorper flur die Detektion dieser Zellen bleiben jedoch aufgrund ihrer eingeschrénkten
Sensitivitat und Spezifitat bis heute Zweifel bestehen (Domagala et al. 1992, Fukagawa et al.
2001, Moll et al. 1982). Mit dem monoklonalen Antikorper Ber-EP4, der sich gegen das
epitheliale Zelladh&sionsmolekil EpCAM richtet, wurde eine aussichtsreiche Alternative
gefunden. Ber-EP4 konnte sich beim Magenkarzinom fir diese Fragestellung bisher noch
nicht als Standardantikorper etablieren. Die vorliegende Arbeit setzt Ber-EP4 deshalb bei
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dieser Erkrankung ein und konzentriert sich auf den immunhistochemischen Nachweis von
lymphogenen Mikrometastasen bei histologisch nodal-negativen Patienten.

Mikrometastasierungen und isolierte Tumorzellen in Lymphknoten von pNO-klassifizierten
Patienten wurden mittels Immunhistochemie bereits bei diversen soliden Tumoren untersucht
(Ubersichten bei Balic et al. 2011, Hermanek et al. 1999). Beim Magenkarzinom lag der
prozentuale Anteil von Patienten mit okkulten lymphogenen Tumorzellen zwischen 10% und
90% (Ubersichten bei Arigami et al. 2013, Wolfrum et al. 2005). Die Einschatzungen der
prognostischen Signifikanz dieser Befunde variierten in Studien ebenfalls deutlich
(Ubersichten bei Arigami et al. 2013, Yanagita et al. 2008 a). Fukagawa et al. (2001) konnten
beispielsweise zeigen, dass bei 35,5% der Patienten im Stadium pT2NOMO unabhéangig von
Klinisch-pathologischen Faktoren Mikrometastasen nachweisbar waren. Die 5- und 10-Jahres-
Uberlebensraten der MM-positiven Erkrankten unterschieden sich jedoch von den Patienten
mit negativem Lymphknotenstatus nicht signifikant. Choi et al. (2002) beobachteten nach
Durchfiihrung immunhistochemischer Farbungen einen erhéhten Anteil lymphogener
Mikrometastasen, konnten aber ebenfalls keine prognostische Relevanz aufzeigen. Morgagni
et al. (2003) wiesen bei 10% der Magenfriihkarzinome (pT1-Stadien) okkulte Tumorzellen in
den lokoregiondren Lymphknoten nach, die aber die Prognose der Patienten nicht
beeinflussten. Auch Kim JJ et al. (2009) detektierten immunhistochemisch bei 10%
nodal-negativer Magenfriihkarzinome Mikrometastasen in Lymphknoten. Im Nachbeob-
achtungszeitraum starb im Gesamtkollektiv aber kein einziger Patienten an einem Tumor-
rezidiv. Auf der anderen Seite existieren Studien, die Hinweise fir die prognostische Relevanz
finden konnten. Unter anderem zeigten sich in einem Kollektiv histopathologisch pNO-
klassifizierter Patienten bei 32% immunhistochemisch positive Zellen in den Lymphknoten,
und die 5-Jahres-Uberlebensrate dieser Gruppe war signifikant reduziert (Yasuda et al. 2002).
Bei weiteren Studien wurden nach fiinf Jahren geringere Gesamt- und krankheitsfreie
Uberlebensraten (Kim JH et al. 2008) sowie eine erhdhte Rezidivrate und eine niedrigere
2-Jahres-Uberlebensrate beobachtet (Ru et al. 2012), wenn Mikrometastasen in den regionaren
Lymphknoten vorhanden waren. Auch bei Magenfriilhkarzinomen konnten lymphogene
Mikrometastasen als ein unabh&ngiger prognostischer Faktor mit negativer, signifikanter
Beeinflussung der 5-Jahres-Uberlebensrate identifiziert werden (Cao et al. 2011). Alle die
zuvor genannten Studien erbrachten die Zellnachweise tber immunhistochemische Verfahren
mit Antikorpern gegen Zytokeratine. Scheunemann et al. (2009) flihrten mit dem Einsatz des
epithelspezifischen Antikoérpers Ber-EP4 bei 67% der im konventionellen histologischen
Diagnostikverfahren pNO-klassifizierten Magenkarzinom-Patienten einen positiven Zellnach-

weis. Ber-EP4-immunoreaktive Zellen in regiondren Lymphknoten stellten dabei nachweislich



einen unabhdngigen Negativfaktor fur rezidivfreie Zeit und das Gesamtuberleben der
Patienten dar.

Beziiglich des prognostischen Einflusses von Mikrometastasen variieren die Studienergebnisse
vermutlich auch wegen der ungeniigenden Kenntnis des biologischen Charakters der Zellen
stark. Eine Methode, die sich zur weiteren Ph&notypisierung dieser Tumorzellen eignet, ist die
immunhistochemische Doppelfarbung. Durch den sequenziellen Einsatz von zwei mono-
klonalen Antikdrpern kénnen - neben der reinen Detektion mit einem epithelialen Marker -
erganzende Informationen Uber die Zellen gewonnen werden. Beispielsweise gelingt dies mit
dem zusatzlichen Nachweis eines tumorspezifischen Epitops (Ubersicht bei Pantel und
Brakenhoff 2004, Pantel et al. 1999). Nach diesem Prinzip wurden bei verschiedenen soliden
Tumoren vor allem disseminierte Tumorzellen im Knochenmark analysiert. Fir das Magen-
karzinom gelang in diesem Kompartiment der Nachweis eines unabhangigen prognostischen
Nachteils bei Detektion eines Urokinase-Plasminogen-Aktivator-Rezeptors (UPAR) auf
Zytokeratin-positiven Zellen (Heiss et al. 2002). Es wurde in der Vergangenheit darauf
hingewiesen, dass Mikrometastasen aufgrund ihres geringen Proliferationsindexes moglicher-
weise nicht aktive Metastasen représentieren (Pantel et al. 1993). Im Gegensatz dazu konnte
jedoch uber die Darstellung des Proliferationsantigens Ki-67 gezeigt werden, dass ein Grof3teil
der lymphogenen Mikrometastasen des Magenkarzinoms doch replikativ ist und damit frihe
metastatische Aktivitat aufweisen konnte (Yanagita et al. 2008 b, Yonemura et al. 2007). Es
ist deswegen von grofRer Bedeutung, Mikrometastasen in Lymphknoten des Magenkarzinoms
phé&notypisch weiter zu charakterisieren. Das Ziel muss sein, ihr biologisches Potenzial zu
kennen und bei isoliertem Nachweis die Frage nach der prognostischen Relevanz in einem
dann sehr friihen Krankheitsstadium beantworten zu kdnnen.

Molekularbiologische Veranderungen von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen sind hoch-
gradig spezifisch fir maligne Zellen. Mutationen des Tumorsuppressorgens TP53 werden bei
Krebserkrankungen sehr hdufig gefunden (Greenblatt et al. 1994). Mit dem Einsatz eines
monoklonalen Antikorpers gegen das Protein p53 erhalt man wichtige Informationen ber den
Charakter metastatischer Tumorzellen. Bei Nachweis einer Protein-Akkumulation kann an-
genommen werden, dass in den betroffenen Zellen die p53-Funktionen wie Regulation des
Zellzyklus und Einleitung einer DNA-Reparatur oder Apoptose nicht mehr intakt sind. Der
p53-Nachweis ist bei einer immunhistochemischen Doppelfarbung in Kombination mit
Ber-EP4 auch methodisch vorteilhaft, da die nukledre Farbung einen guten Kontrast zu der
membrandsen und zytoplasmatischen EpCAM-Epitopdarstellung ergibt.

Die vorliegende Arbeit soll mit der skizzierten Diagnostik einen Beitrag zu der Diskussion
leisten, ob es sich bei Mikrometastasen nur um klinisch irrelevante Artefakte oder um einen
Befund mit malignem Potenzial und damit klinischer Relevanz handelt. Die Erforschung der
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lymphogenen Mikrometastasierung und ihre Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf des
Magenkarzinoms sind von groRer Bedeutung, da der klinische Stellenwert der Mikro-
metastasen bei dieser Tumorentitat noch nicht definitiv eingeordnet werden kann. Die bereits
etablierten diagnostischen Verfahren missen dabei durch Methoden erweitert werden, die
zusatzliche Informationen bereitstellen, aus denen sich fir die Patienten prognostische und

therapeutische Konsequenzen ergeben.



1.2 Das Magenkarzinom

Atiologie und Epidemiologie

Die Entstehung des Magenkarzinoms ist ein multifaktorielles Geschehen. Neben genetischen
Merkmalen und pradisponierenden Vorerkrankungen spielen Erndhrungs- und Konsum-
gewohnheiten sowie die Helicobacter pylori- (H.p.-) Infektion eine wesentliche Rolle. Die
sinkende Erkrankungsrate in Europa wurde daher vorrangig auf die abnehmende H.p.-
Infektionsrate und die Verbesserung der Ernahrung und Nahrungsmittelkonservierung zurick-
gefiihrt (Levi et al. 2004).

Seit mehreren Jahrzehnten ist die Inzidenz des Magenkarzinoms weltweit abnehmend
(Bertuccio et al. 2009). In der globalen Krebsstatistik von Jemal et al. (2010) ist es bei
Mannern aber immer noch die viert- und bei Frauen die flnfthaufigste Krebserkrankung und
wird bei den tumorbedingten Todesursachen bei der méannlichen Bevolkerung an dritter und
bei der weiblichen Bevolkerung an funfter Stelle genannt.

Das Robert Koch-Institut legt in Deutschland Schatzungen uber die Epidemiologie onko-
logischer Erkrankungen vor. 2010 lag das Magenkarzinom mit 9150 jahrlichen Neuerkran-
kungen bei Ménnern und 6690 bei Frauen an siebter bzw. neunter Stelle der jahrlichen
Inzidenz der Krebserkrankungen. Die Mortalitat wurde an fiinfter beziehungsweise sechster
Stelle angegeben. In absoluten Zahlen ausgedriickt verstarben im Jahr 2010 in Deutschland
5777 Manner und 4400 Frauen an dieser Krankheit. Wie bei der Inzidenz ist auch bei der
Mortalitat die Entwicklung insgesamt rucklaufig. Fir die ménnliche Bevolkerung betrug das
mittlere Erkrankungsalter 71 Jahre, fur Frauen 75 Jahre (Robert Koch-Institut und die
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 2013).



Tumorklassifikation

Etwa 95% der Malignome des Magens sind Adenokarzinome.

Die postoperative histopathologische Tumorklassifikation pTNM beschreibt die lokale
Ausdehnung des Primdrtumors (pT-Stadium), die Anzahl der metastatisch befallenen loko-
regiondren Lymphknoten (pN-Stadium) und den Nachweis oder das Fehlen von Fern-
metastasen (M-Stadium) (Tabelle 1.1).

T-Stadium Primartumor
TX Priméartumor kann nicht beurteilt werden
T0 kein Anhalt fur Priméartumor
Tis Carcinoma in situ: intraepithelialer Tumor ohne Infiltration der Lamina
propria, hochgradige Dysplasie
T1 Tumor infiltriert Lamina propria, Muscularis mucosae oder Submucosa
Tla Tumor infiltriert Lamina propria oder Muscularis mucosae
T1b Tumor infiltriert Submucosa
T2 Tumor infiltriert Muscularis propria
T3 Tumor infiltriert Subserosa
T4 Tumor perforiert Serosa (viszerales Peritoneum) oder infiltriert
benachbarte Strukturen
T4a Tumor perforiert Serosa
T4b Tumor infiltriert benachbarte Strukturen
N-Stadium regionare Lymphknoten
NX regiondre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO keine regiondren Lymphknotenmetastasen
N1 Metastasen in 1-2 regiondren Lymphknoten
N2 Metastasen in 3-6 regiondren Lymphknoten
N3 Metastasen in 7 oder mehr regiondren Lymphknoten
N3a Metastasen in 7 bis 15 regiondren Lymphknoten
N3b Metastasen in 16 oder mehr regiondren Lymphknoten
M-Stadium Fernmetastasen
MO keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

Tabelle 1.1: pTNM-Klassifikation des Magenkarzinoms nach der UICC.
Benachbarte Strukturen: Milz, Colon transversum, Leber, Diaphragma,
Pankreas, Bauchwand, Nebennieren, Niere, Diunndarm, Retroperito-
neum (Wittekind und Meyer 2010, S. 70-71)

Aus den Konstellationen dieser drei Staging-Parameter ergeben sich die Tumorstadien I-1V
der internationalen Krebsgesellschaft UICC (Tabelle 1.2).

Die R-Klassifikation informiert nach einer Behandlung Uber das Vorhandensein oder das
Fehlen eines Residualtumors. Im RO-Stadium des Magenkarzinoms ist dieser nicht vorhanden
oder zum Zeitpunkt der postoperativen Diagnostik nicht nachweisbar, R1 definiert einen

mikroskopisch und R2 einen makroskopisch verbliebenen Resttumor.



. pTNM-KIassifikation
Stadium - - -
T-Stadium N-Stadium M-Stadium
0 Tis NO MO
1A T1 NO MO
IB T1 N1 MO
T2 NO MO
T1 N2 MO
1A T2 N1 MO
T3 NO MO
T1 N3 MO
1B T2 N2 MO
T3 N1 MO
T4a NO MO
T2 N3 MO
1A T3 N2 MO
T4a N1 MO
T3 N3 MO
1B T4a N2 MO
T4b NO, N1 MO
1o T4a N3 MO
T4b N2, N3 MO
1\ jedes T jedes N M1

Tabelle 1.2:  UICC-Tumorstadien des Magenkarzinoms nach der pTNM-Klassifi-
kation (Wittekind und Meyer 2010, S. 72)

Metastasierung

Neben der hdmatogenen Metastasierung und dem Wachstum per continuitatem ist vor allem
die lymphogene Verbreitung der Magenkarzinomzellen relevant, da dieser Metastasierungs-
weg besonders haufig vorkommt und bereits in friihen klinischen Stadien auftritt.

Zu den regiondren Lymphknotenstationen des Magens werden die perigastrischen entlang der
kleinen und groRen Magenkurvatur, die hepatoduodenalen sowie die entlang der Arteria
gastrica sinistra, hepatica communis, lienalis und coeliaca gezéhlt. Die retropankreatischen,
mesenterialen, paraaortalen und supradiaphragmal gelegenen Knoten erhalten bei tumordser
Infiltration den Status von Fernmetastasen (pM1).

Die pTNM-Klassifikation definiert Uber die Anzahl der positiven regionaren Lymphknoten
das pN-Stadium, wobei fur die pNO-Kategorie eine Mindestanzahl von 16 analysierten

Lymphknoten Gblich sein sollte.

Mikrometastasen und isolierte Tumorzellen

In der Regel werden Mikrometastasen (MM) und isolierte Tumorzellen (ITC) mit immun-
histochemischen oder molekulargenetischen Verfahren in verschiedenen Metastasierungs-
kompartimenten auBerhalb der Routinediagnostik detektiert. Nach der Definition der UICC
haben MM einen Durchmesser von uber 0,2 mm bis maximal 0,2 cm. Der Begriff ITC
umfasst Einzelzellen und Zellcluster, deren groRter Durchmesser 0,2 mm nicht Gberschreitet.

Auch ein Zellcluster, der in einem histologischen Einzelschnitt aus weniger als 200
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Tumorzellen besteht, kann als ITC gewertet werden. Isolierte Tumorzellen weisen
normalerweise keine metastatische Aktivitat in Form von Zellproliferation oder Penetration
von Gefallwanden auf, und reaktive Veranderungen des umgebenden Gewebes werden nicht
beobachtet. Die internationalen Krebsgesellschaften berticksichtigen beim Magenkarzinom-
Staging nicht explizit die Nachweise von ITC und MM bei den Definitionen der pN-Stadien
und den Einteilungen der Tumorstadien. Werden allein Mikrometastasen nachgewiesen,
konnen sie aber die Kennzeichnung ,,(mi)“ erhalten. Im Gegensatz zu isolierten Tumorzellen,
deren Nachweis die Klassifikation pNO nicht beeinflusst, fuhrt die Beachtung von Mikro-
metastasen zu einer Anderung des Lymphknoten-Stagings, zum Beispiel von pNO zu
pN1(mi), und gegebenenfalls auch zu einem Upstaging innerhalb der UICC-Tumorstadien
(Edge et al. 2010, Wittekind und Meyer 2010).

_Therapie

Das Magenkarzinom ist eine potenziell heilbare Krebserkrankung. Voraussetzungen hierfir
sind jedoch die operative Entfernung des Primartumors mit negativem Tumornachweis an den
Resektionsgrenzen (RO-Resektion) sowie der Ausschluss von Fernmetastasen. Nach den
Ergebnissen einer deutschen Magenkrebsstudie konnte bei 71,5% aller Patienten primdar eine
RO-Resektion erreicht werden (Siewert et al. 1998). Andere internationale Studien gaben
einen Anteil von nur 50% an (Van Cutsem et al. 2006). Die Abhangigkeit des Erreichens
einer RO-Resektion von den pN- und pT-Stadien (Tabelle 1.3) ist auch im Hinblick auf den
Langzeitverlauf interessant, da der R-Status ein starker prognostischer Faktor ist.

pT- und pN-Stadien RO-Resektion (in Prozent)
T1 96,4
T2 83,8
T3 55,9
T4 37,4
NO 92,0
N1 68,1
N2 57,8

Tabelle 1.3:  Prozentualer Anteil der RO-Resektionen bei
operierten Magenkarzinom-Patienten in ver-
schiedenen pN- und pT-Stadien der pTNM-
Klassifikation (Roder et al. 1993, S. 2092)

Bei kurativem Therapiekonzept kdnnen andere Behandlungsoptionen die Operation nicht
ersetzen. Systemisch applizierbare Zytostatika und die Strahlentherapie sind vor allem als
adjuvante und neoadjuvante Verfahren sowie in der Palliation im Rahmen eines multimodalen

Therapieansatzes indiziert. Der R1-Status ohne Mdglichkeit der Nachresektion, R2 und M1
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stellen in jedem Fall palliative Ausgangssituationen dar. Die onkologische Therapie des
Magenkarzinoms richtet sich priméar vor allem nach der pTNM-Klassifikation. Die Entschei-
dung Uber den Einsatz von Zusatztherapien ist in hohem Male von einem exakten
Tumorstaging abhangig, wodurch die Notwendigkeit einer adaquaten Durchfuhrung nochmals
unterstrichen wird.

Fur die Therapie des Magenkarzinoms ist die Evaluation des Nutzens einer (neo-)adjuvanten
Chemo- oder Radiochemotherapie weiterhin Gegenstand klinischer Studien. In den letzten
Jahren hat sich aber die Evidenz zunehmend gefestigt, dass bestimmte Patientengruppen von
einer multimodalen Therapie profitieren. Zum aktuellen Zeitpunkt besteht ein Konsens
daruber, dass Patienten - abhéngig von der individuellen Allgemeinkonstitution - eine post-
operative Radiochemotherapie erhalten sollten, wenn die lokale Primartumor- und Lymph-
knotenresektion nicht ausreichend radikal durchgefiihrt werden konnte. Des Weiteren wird bei
erhohtem Rezidivrisiko (Tumorstaging pT3-4 oder N+MO) der Einsatz der neoadjuvanten
perioperativen Chemotherapie oder adjuvanten Radiochemotherapie empfohlen (Van Cutsem
et al. 2006).

Die verbesserten Uberlebensdaten nach einer neoadjuvant-perioperativen Chemotherapie
konnen dadurch erklart werden, dass als Folge der Behandlung h&ufiger RO-Resektionen
erreicht werden und damit ein Zustand mit entscheidender prognostischer Bedeutung.
Maoglicherweise werden in den Lymphknoten auch okkulte Tumorzellen - ein potenzieller
Rezidiv-Risikofaktor - mit dieser zusatzlichen Zytostatikatherapie bekampft. Zurzeit ergibt
sich aber aus dem alleinigen Nachweis isolierter Tumorzellen und Mikrometastasen aulRerhalb

von Studien noch keine Indikation flir neoadjuvante oder adjuvante Behandlungen.

_Prognose

In Deutschland sind beim Magenkarzinom die relativen 5-Jahres-Uberlebensraten mit
33% bei Mannern und Frauen im Verhiltnis zu den Uberlebensraten anderer Krebsarten
unterdurchschnittlich (Robert Koch-Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V. 2013).

Die Prognose ist nach erfolgreicher RO-Resektion vor allem von den auf der pTNM-
Klassifikation basierenden UICC-Stadien abhdngig (Tabelle 1.4).
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UICC-Stadium Relative 5—Jahres—UberIebensraten
(in Prozent)
1A 88,8
IB 68,9
I 38,5
A 15,3
v 4,3

Tabelle 1.4:  UICC-Stadien-abhéngige relative 5-Jahres-
Uberlebensraten fiir Patienten mit Magen--
karzinom im Zeitraum 1998 bis 2011
(Tumorregister Miinchen 2013, S. 7, Tab. 4d)

1.3 Fragestellung

Ziele dieser Studie sind der Nachweis, die Charakterisierung und die Beurteilung des pro-
gnostischen Stellenwertes von lymphogenen Mikrometastasen bei konventionell pNO-klassi-
fizierten Magenkarzinomen.

Die Arbeit ist in vier Hauptbereiche aufgeteilt:

1. Detektion und Nachweis der Frequenz von Mikrometastasen

Die grundlegende Aufgabe dieser Studie ist die Beantwortung der Frage, ob und wie h&ufig
Mikrometastasen in den regionaren Lymphknoten des pNO-Magenkarzinom-Kollektivs mit
einem immunhistochemischen Nachweisverfahren detektiert werden konnen. Fir die
Bearbeitung dieser Fragestellung wurde der in der Routinediagnostik noch nicht etablierte
monoklonale Antikdrper Ber-EP4 eingesetzt, der sich gegen das epitheliale Zelladhdsions-
molekil (EpCAM) richtet. Aufgrund seiner beschriebenen guten Spezifitat und Sensitivitat
verspricht er einen besonders grof3en diagnostischen Wert, der hier bestétigt werden sollte.
Bei der Befundung der immunhistochemisch gefarbten Lymphknoten-Préparate blieben
zytomorphologische Malignitétskriterien der Ber-EP4-positiven Zellen bewusst unbeachtet,
damit gezielt gepriift werden konnte, ob ein von subjektiven Kriterien unabhangiger und
sicher reproduzierbarer Befund eine prognostische Relevanz besitzt.

2. Untersuchung des Einflusses klinisch relevanter Faktoren auf die Entstehung von
Mikrometastasen

Merkmale, die als klassische prognostische EinflussgrofRen bekannt sind, wurden darauf

untersucht, ob sie das Auftreten von Lymphknotenmetastasen begiinstigen. Diese statistischen

Analysen wurden fir alle Untergruppen der lymphatischen Metastasierung angefertigt. Bei

den Untersuchungen sollte vor allem herausgefunden werden, ob Faktoren existieren, die das

Risiko einer mikrometastatischen Lymphknotenbeteiligung erhéhen.
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3. Evaluierung der prognostischen Relevanz nachgewiesener Mikrometastasen

Die Auswirkung der Mikrometastasen auf die Uberlebenszeit der Patienten wurde uni- und
multivariat unter Beriicksichtigung nachgewiesener prognostisch signifikanter Einflussgrofien
getestet. Dies lasst sich nur tber einen ausreichend langen Untersuchungszeitraum evaluieren,
sodass die Arbeit auf einem retrospektiven Studiendesign basiert. Der klinische Stellenwert
mikrometastatischer Magenkarzinomzellen wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Daher

hat die Analyse ihrer prognostischen Relevanz eine besonders grofie Bedeutung.

4. Phéanotypische Charakterisierung identifizierter Mikrometastasen

Die in den Lymphknoten immunhistochemisch detektierten Tumorzellen wurden mit der
zusétzlichen Darstellung eines tumorspezifischen Merkmals weiter charakterisiert, um da-
durch eine erganzende Aussage Uber das Tumorpotenzial dieser Zellen treffen zu kénnen. Mit
Hilfe einer immunhistochemischen Doppelfarbung wurden die Zellen erneut mit Ber-EP4
detektiert und sequenziell tUber den Nachweis des akkumulierten p53-Proteins indirekt auf
eine Mutation des Tumorsuppressorgens TP53 untersucht. Zusétzlich erfolgte eine Gegen-
uberstellung des p53-Status der Mikrometastasen mit dem des Primartumors. Nach der
vorliegenden Literatur wurde bisher bei einem pNO-Magenkarzinom-Kollektiv noch keine
simultane Markierung der Lymphknotenmikrometastasen mit Ber-EP4 und einem p53-

Antikorper unternommen.
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2 Patienten und Methode

2.1 Studiendesign

In der Abteilung fir Allgemeinchirurgie des Universitatsklinikums Gottingen waren fir alle
Patienten, die in der Zeit vom 1. August 1994 bis 31. Dezember 2000 an einem Magen-
karzinom operiert worden waren, die wesentlichen Kklinischen Parameter prospektiv
gesammelt worden. Fir die Bearbeitung der Fragestellungen dieser Studie erfolgten retro-
spektiv die Identifikation, Praparation und immunhistochemischen Féarbungen der Resektate
sowie die statistische Auswertung der Daten. Die Patientennachsorge wurde im Dezember

2001 abgeschlossen.

2.2 Patientenkollektiv

Uberblick

Von insgesamt 177 an einem Magenkarzinom erkrankten Patienten konnten 141 (79,7%) in
primér kurativer Intention operiert werden. Das chirurgische VVorgehen umfasste jeweils eine
Gastrektomie und eine erweiterte systematische Lymphadenektomie (D2-Resektion). Bei 35
Patienten (19,8%) erfolgte aufgrund einer palliativen Ausgangssituation lediglich die Opera-

tion des Primértumors. In einem Fall blieb die Therapieintention unbekannt.

Verteilung auf die pN-Stadien und weitere klinische Faktoren

Um das Patientenkollektiv auf den fir diese Arbeit malRgeblichen Faktor der lymphogenen
Metastasierung zu untersuchen, wurde es zundchst anhand der Ergebnisse der histopatholo-
gischen Routineuntersuchungen der regionaren Lymphknoten-Resektate in die Gruppen
Makrometastasen-negativ  (pNO) und Makrometastasen-positiv (pN+) unterteilt. Bei 113
Patienten (63,8%) waren mittels HE-Farbungen bereits Metastasen detektiert und 64 Patienten
(36,2%) als frei von lymphogenen Makrometastasen beurteilt worden.

Eine Zusammenfassung wesentlicher Daten der klinischen Dokumentation, chirurgischer
Parameter, des Stagings und zusétzlicher histopathologischer Befunde ist in Tabelle 2.1
dargestellt.

Zu beachten ist, dass die aktuell giltige siebte Auflage der TNM-KIassifikation von den zum

Zeitpunkt des Stagings der Patienten verwendeten Tumorklassifikationen abweicht.
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Faktor Auspragung Median (Bereich)
Alter Jahre 63 (31 - 91)
Auspragung Anzahl Prozent
Geschlecht mannlich : weiblich | 117 : 60 66,1 : 33,9
proximal, Mitte 138 78,0
Tumorlokalisation distal 34 19,2
k.A. 5 2,8
kurativ 141 79,7
Therapieintention palliativ 35 19,8
k.A. 1 0,6
pTis, pT1, pT2 118 66,7
pT-Stadium pT3, pT4 58 32,8
K.A. 1 0,6
. pNO 64 36,2
pN-Stadium oN-+ 13 638
pM-Stadium g/ll\il)l ;21 ?2?
onLnu 89 50,3
UICC-Stadium ", v 87 49,2
k.A. 1 0,6
RO 156 88,1
R-Klassifikation R1, R2 19 10,7
K.A. 2 1,1
G2 55 31,1
Grading G3 115 65,0
k.A. 7 4,0
intestinal 72 40,7
Laurén-Typ diffus 72 40,7
kK.A. 33 18,6
Multiviszerale nein %0 508
. ja 80 45,2
Resektion KA. Z 40
Infiltration von nein 135 76,3
Nachbarorganen ja 42 23,7
Infiltration von nein 133 75,1
Nachbarstrukturen ja 44 24,9
Klinikletalitat ja 4 2,3
Tabelle 2.1: Verteilung klinischer, chirurgischer und histopathologischer Faktoren auf
177 Patienten mit Magenkarzinom (k.A.= keine Angabe) (Horstmann et al.
2004, Tabelle 1)
Nachsorge

Fir die Darstellung des Langzeitverlaufs und die Evaluierung einer Korrelation zwischen
madglichen prognostischen Faktoren und den Uberlebenszeiten der Patienten erfolgte im
Dezember 2001 die Erfassung weiterer Patientendaten. In Kooperation mit Hausérzten, dem
Tumorzentrum Niedersachsen und Einwohnermeldedmtern wurde der Frage nachgegangen,
ob der Patient noch lebte bzw. wann er verstorben war. Nach Ausschluss von acht Patienten,
fur die keine Angaben vorlagen, konnte fur 169 Patienten (96%) der Langzeitverlauf ihrer

Erkrankung dokumentiert werden. Die mittlere Nachsorgedauer lag bei 804 (+ 671) Tagen.
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2.3 Methoden

2.3.1 Histopathologische Routinediagnostik

Bei Gewebe, das aus einem lebenden Organismus entfernt wird, beginnt nach der Entnahme
die Auto- und Heterolyse. Deshalb muss diese Zersetzung zundchst mit einer Fixierungs-
flussigkeit aufgehalten werden. Am h&ufigsten wird Formalin (verdinnte und gepufferte
Formaldehyd-Ldsung) verwendet, das zu einer Vernetzung von Proteinen flihrt. Nach dem
Zuschnitt der Praparate ist es wichtig, dass sie eine Stabilitat und gleichméaRige Konsistenz
erlangen, damit sie spater in dinne Schnitte weiterverarbeitet werden konnen. Zu diesem
Zweck wird das Material mit heilem Paraffinwachs getrankt, das bei Abkuhlung erhartet
(Einbettung). Da Paraffin nicht wasserldslich ist, muss dem Gewebe vor der Einbettung in
einer aufsteigenden Alkoholreihe Wasser entzogen werden. Danach entfernt Xylol den
Alkohol und ermdglicht durch seine paraffinlésende Wirkung die gleichmaRige
Durchdringung des eingebetteten Materials mit Paraffin. Nach dem Erkalten kann im
Anschluss der gewebehaltige Paraffinblock in dinne histologische Préparate geschnitten
werden. Ublicherweise wird dann mit Hilfe einer Routinefarbung, fir die vor allem
Hamatoxylin-Eosin (HE) eingesetzt wird, die histopathologische Befundung durchgefihrt.
Mit diesem Verfahren wird auch das pN-Stadium eines soliden Tumors festgelegt. Nach den
Regeln der pTNM-Klassifikation erfolgt dann mit der Befundung der konventionellen HE-
Schnitte die Einteilung in nodal-negativ (pNO) und Metastasen-positiv (pN+). Diese
Diagnostik kann in Abhéngigkeit von der Fragestellung zum Beispiel durch immun-
histochemische Detektionsverfahren erweitert werden.

2.3.2 Immunhistochemische Detektion von Mikrometastasen mit dem
Antikorper Ber-EP4

Die bei der Operation des Magenkarzinoms resezierten Lymphknoten des regionaren Lymph-
abstromgebietes waren bereits im Rahmen der histopathologischen Routinediagnostik im
Zentrum fur Pathologie des Gottinger Universitatsklinikums aufgearbeitet worden. Mit den
immunhistochemischen Methoden sollten in der vorliegenden Studie nur die Patienten weiter
untersucht werden, bei denen in keinem der entfernten Lymphknoten Makrometastasen
nachzuweisen gewesen waren. VVon diesen 64 pNO-Patienten mussten acht ausgeschlossen
werden, da die entsprechenden Resektionspréparate nicht zur Verfligung standen. Bei 56

Patienten konnten die Lymphknoten-Praparate im Archiv der Abteilung fur Pathologie
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identifiziert und im Folgenden insgesamt 1148 Lymphknoten, davon pro Patient im Mittel 20
(Bereich 9 - 44), weiter untersucht werden.

Mit Hilfe immunenzymatischer Farbemethoden lassen sich Zellen nach dem Prinzip, dass
Primarantikdrper mit spezifischen Zellantigenen reagieren und ihre Prasenz in nachfolgenden
Reaktionsschritten farblich visualisierbar ist, phanotypisch charakterisieren. So konnen
beispielsweise in Lymphknoten Einzelzellmetastasen oder kleinere metastatische
Tumorzellverbande (Cluster) sichtbar werden, die mit der Routinediagnostik nicht detektabel
sind.

Als Primérantikérper kommen hdufig monoklonale Varianten zum Einsatz. Diese
Immunglobuline werden uberwiegend von einem Plasmazell-Klon immunisierter Mause
gebildet und reagieren nur mit dem speziellen Epitop, gegen das sie generiert wurden.
Gegenliber den polyklonalen Antikérpern haben sie vor allem den Vorteil einer hdheren
Spezifitat. Antikdrperbindungen sind in Abhangigkeit vom Antigen an verschiedenen
Zelllokalisationen moglich, sodass zytoplasmatische, membrandse, nukledre und kombinierte
Reaktionsmuster entstehen kdnnen.

Fur den Nachweis der lymphogenen Mikrometastasen wurde in dieser Arbeit der mono-
klonale Maus-Antikorper Ber-EP4 (Anti-Human Epithelial Antigen, Isotyp 1gG1, kappa)
verwendet, der sich gegen das epitheliale Zelladh&sionsmolekil EpCAM richtet. Dabei
erkennt das Immunglobulin zwei Polypeptide mit einer GroRe von 34 kDa (Kilodalton) bzw.
39 kDa, die dem epithelspezifischen Antigen entsprechen. Das Glykoprotein EpCAM wird
von den meisten benignen Epithelzellen und Tumoren epithelialen Ursprungs auf der
Membran und im Zytoplasma exprimiert. Auch Magenkarzinomzellen sind in einem hohen
Prozentsatz Ber-EP4-immunoreaktiv (Latza et al. 1990, Went et al. 2006). In diesem Kontext
ist fir die vorliegende Studie zudem die Beobachtung wichtig, dass der Priméarantikorper
nicht mit mesenchymalem oder lymphatischem Gewebe reagiert (Latza et al. 1990, Momburg
et al. 1987, Sheibani et al. 1991, Went et al. 2004). Nach Abschluss der immunenzymatischen
Reaktionsschritte  zeigen die  Antigen-positiven Zellen ein  membrangses und
zytoplasmatisches Farbemuster. Der EpCAM-Antikorper ist laut Herstellerangaben fir
immunhistochemische Detektionsverfahren in formalinfixiertem und in Paraffin einge-
bettetem Gewebe geeignet. Zusammenfassend ergeben sich bei Einsatz von Ber-EP4 ideale
Voraussetzungen fur den Nachweis mikrometastatischer Magenkarzinomzellen in lympha-
tischem Umgebungsgewebe.

Bevor die gewebehaltigen Paraffinblocke bearbeitet werden konnten, mussten sie auf einer
Eisplatte fir mindestens 30 Minuten gekihlt werden, damit ein Zustand erreicht wurde, der

die Anfertigung ausreichend dinner und qualitativ hochwertiger Schnitte mit einem
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Mikrotom ermdglichte. Entsprechend der Empfehlung von Turner et al. (1999) wurden pro
Préparat in zwei 40 um voneinander entfernten Ebenen jeweils 4 pum dunne Gewebeschnitte
hergestellt. In einem 37 Grad Celsius warmen Wasserbad entfalteten sich die Praparate zurlck
in ihre Ausgangsgrofe und Form und konnten dann auf Objekttréager aufgebracht werden.
Diese wiesen eine Silan-Beschichtung auf, die wahrend des gesamten Farbevorganges den
Verbleib des Gewebes auf dem Objekttrager gewéhrleistete. Die Prdparate wurden an-
schlielend tber Nacht bei 37 Grad Celsius dehydriert.

Vor dem eigentlichen Farbevorgang der Gewebeschnitte waren mehrere Vorbehandlungs-
schritte notwendig. Dafur wurden die Prédparate zundchst deparaffinisiert, indem sie 20
Minuten in einem frischen Xylol-Bad verblieben, eine Minute in einem weiteren Xylol-Bad
und dann jeweils zwei Minuten in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 96% und 70%
Athanol) inkubiert wurden. Die Rehydrierung erfolgte in demineralisiertem Wasser und
anschlieBend in einer Tris-gepufferten Salzlosung. Dieser TBS (Tris-buffered saline)
genannte Puffer konnte als Waschflissigkeit verwendet, aber auch zur Verdinnung der
Antikorper eingesetzt werden. Die zwischen den einzelnen Teilschritten durchgefuhrten
Waschvorgange dienten dazu, nicht oder unspezifisch gebundene Antikdrper mit der
Pufferlosung vom Gewebe zu entfernen, um dadurch ein mdglichst spezifisches Férbe-
ergebnis zu erhalten.

Wiéhrend der Fixierung des Gewebes kommt es durch das Formalin zu einer Veranderung der
dreidimensionalen Antigenstruktur und zu Aldehydvernetzungen. Damit trotzdem eine
Antigen-Antikdrper-Bindung moglich wurde, musste zuvor eine Antigendemaskierung durch-
gefiihrt werden. Diese kann je nach Epitop mit einer enzymatischen oder hitzeinduzierten
Vorbehandlung des Gewebes erreicht werden. Im Falle des epithelialen Antigens dieser
Studie fiihren beide Varianten zu einer Wiederherstellung der Antigen-Reaktivitat. Fur die
Versuchsreihe der Mikrometastasen-Detektion wurde die enzymatisch-proteolytische
Antigendemaskierung durchgefiihrt. Dabei inkubierte das Gewebe zehn Minuten in
0,1-prozentiger Proteaseldsung bei 37 Grad Celsius und wurde anschlieBend dreimal in TBS-
Puffer zur Unterbrechung der Proteolyse gewaschen.

Im néchsten Schritt wurde das Gewebe zehn Minuten in einprozentigem Rinderserumalbumin
(BSA) inkubiert. Dadurch ergibt sich eine Absattigung unspezifischer elektrostatischer
Ladungen und eine Reduktion hydrophober Wechselwirkungen zwischen Gewebeproteinen
und Immunglobulinen, indem das BSA die hydrophoben Gewebebindungsstellen konkurrie-
rend zum Primérantikorper blockiert. Eine weitere Mallnahme zur Reduzierung der hydro-
phoben Wechselwirkungen ist das Absenken der Oberflachenspannung des Wassers durch

Zugabe des Detergens Tween 20 zum Puffer, der dadurch eine hthere Waschkraft erhalt. Eine
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Reduktion der ionischen und elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Gewebe und
Antikorper wird mit Hilfe des Natriumchlorids im TBS-Puffer erreicht. Durch diese Mal-
nahmen konnten unspezifische Bindungen zwischen Immunglobulinen und Gewebe und die
daraus resultierende unspezifische Hintergrundfarbung reduziert werden. Das BSA wurde an-
schlielend nur abgeklopft, damit die Absattigung der Ladungen nicht wieder verloren ging.
Nach diesen Vorbehandlungen schloss sich der Einsatz der Antikorper an. Das hier verwen-
dete Detektionssystem basierte auf der APAAP-Methode (Alkalische-Phosphatase-Anti-
Alkalische-Phosphatase-Methode), einem l6slichen Enzym-Immunkomplex-Verfahren, das in
drei Schritten (Farbentwicklung nicht mitgezéhlt) indirekt zur Visualisierung des Epitops
fuhrt (Abbildung 2.1). Als indirekte Verfahren werden die Nachweismethoden bezeichnet, bei
denen nicht wie bei der direkten Ein-Schritt-Methode der Primdrantikrper, sondern ein
sekundarer oder tertidrer Antikdrper mit einem Markerenzym oder Fluorochrom konjugiert
ist. Ein wesentlicher Vorteil der indirekten gegeniiber der direkten Methode ist die
Maoglichkeit, den Primérantikdrper in einer hoheren Verdinnung einzusetzen, da pro
Antigenbindungsstelle mehr als ein Enzymmolekil vorhanden ist und gleichzeitig die
Sensitivitat des Nachweisverfahrens verbessert wird. Heute werden in der Immunhistochemie
vermehrt die noch sensitiveren, biotinhaltigen Avidin-Biotin-Komplex- (ABC-) und Labeled-
Streptavidin-Biotin- (LSAB-) Methoden eingesetzt. Bei einer immunhistochemischen Ver-
suchsreihe zur Darstellung lymphogener Mikrometastasen ist jedoch das Fehlen von Biotin
im APAAP-Immunkomplex von Vorteil, da endogenes Biotin in lymphatischem Gewebe vor-
kommen und die Ergebnisse negativ beeinflussen kann.

Zunachst wurde im ersten Schritt des Detektionsverfahrens der Primérantikérper Ber-EP4 auf
den Gewebeschnitt aufgebracht. In dieser Untersuchungsreihe fiihrte eine Antikorper-
Verdinnung von 1:50 mit TBS-Puffer und eine 30-minitige Inkubation in einer feuchten
Kammer bei Raumtemperatur zu guten und konstanten Farbeergebnissen. Pro Gewebeschnitt
wurden 80 pl der Antikorper-TBS-Pufferlosung aufgebracht. AnschlieBend folgte ein zwei-
maliger Waschschritt der Objekte in TBS-Puffer. In einem zweiten Schritt wurde ein gegen
den Primérantikorper gerichteter Sekundérantikorper hinzugegeben. Es war wichtig, dass der
Einsatz dieses zweiten Antikorpers im Uberschuss erfolgte, damit wahrend der folgenden
20-mindtigen Inkubation Ber-EP4 nur eine der zwei Antigenbindungsstellen (Fab-Regionen)
des Sekundéarantikorpers besetzen konnte. Nach dem ndchsten Waschvorgang wurde erneut
uber 20 Minuten inkubiert. Beim dritten Schritt reagierte der mit jeweils zwei Molekilen
alkalischer Phosphatase (AP) konjugierte dritte Antikorper als Enzym-Immunkomplex mit
dem noch freien zweiten Fab-Arm des Sekundérantikdrpers. Da der zweite Antikorper die

Verbindung zwischen Primarantikérper und Enzym-Immunkomplex herstellt, wird er auch als
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Briickenantikorper bezeichnet. Beim Einsatz des beschriebenen Systems miissen der Primar-
antikorper und das Immunglobulin des Enzym-Immunkomplexes aus derselben Tierspezies
(hier Maus) stammen, damit der Briickenantikdrper aus einer anderen Spezies (hier
Kaninchen) mit beiden reagieren kann. Im Anschluss wurde erneut zweimal mit TBS-Puffer

gewaschen.

\l/ APAAP-Komplex
e Enzym

Ny
,-,,4""_ Briickenantikdrper

/\

-M- Antigen

Primérantikorper

7

Abbildung 2.1: Schema der APAAP-Methode mit Dar-
stellung von Antigen, Primér- und Bri-
ckenantikérper sowie Enzym-Immunkom-
plex (APAAP-Komplex)

(modifiziert nach Noll und Schaub-
Kuhnen 2000, S. 16)

Der letzte Schritt des Detektionssystems war die Inkubation des antikdrpergebundenen
Enzyms AP mit einer Substrat-Chromogen-Losung, die durch das Mischen von 25 Teilen AP-
Substrat-Puffer und je einem Teil des aus drei verschiedenen Komponenten bestehenden
Fast Red Chromogens (jeweils 28-fach konzentriert) hergestellt wurde. Zu diesem Zeitpunkt
musste zusétzlich das einprozentige Levamisol-Hydrochlorid (1ul 501-fach konzentrierte
Levamisol-Lésung pro 840ul Substrat-Chromogen-Ldsung) zugefligt werden, das eine
unspezifische Hintergrundfarbung durch Blockierung der endogenen alkalischen Phosphatase
unterdriickt. Flr die beste Farbqualitdit musste beachtet werden, dass die Substrat-
Chromogen-Losung sofort nach dem Ansetzen, spétestens jedoch nach 20 Minuten,
verwendet wurde, da sonst die Intensitat des Farbstoffes verloren ging. Enzyme beschleunigen
chemische Reaktionen und werden daher zu den Katalysatoren dieser Ablaufe gezahlt. AP mit
einem Molekulargewicht von 100 kDa wird aus Kéalberdarm isoliert. Nach dem Aufbringen
der Substrat-Chromogen-L6sung auf den Objekttrager hydrolysiert die AP das Substrat
Naphtholphosphatester in Phosphate und Phenolverbindungen. Die Phenole reagieren mit den
farblosen Diazoniumsalzen (Chromogene) und bilden dann beispielsweise das hier ver-
wendete kréftig rote Chromogen Fast Red. Nach 20 Minuten wurden die Ldsung abgeklopft
und die Objekttrager mit demineralisiertem Wasser gewaschen. Nach anschlielendem
zweimindtigen Verbleib in einem wéssrigen Hamalaun-Bad (Hamatoxylin nach Mayer) folgte

fiir weitere zwei Minuten die Spiilung in demineralisiertem Wasser. Durch dieses ,,Blauen*
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konnte eine Gegenfarbung der Zellkerne erreicht werden. Das Gewebe wurde abschlie3end
auf dem Objekttrager mit einem wassrigen Medium und einem diinnen Glas eingedeckt.

Als Positivkontrolle wurde bei der hier beschriebenen Untersuchungsreihe ein bekannter-
mafen durch Adenokarzinomzellen infiltrierter Lymphknoten und als Negativkontrolle ein im
Rahmen einer gutartigen Erkrankung resezierter Lymphknoten mitgefhrt.

Die Befundung aller in dieser Studie angefertigen Préparate erfolgte in Zusammenarbeit mit
Herrn Prof. Dr. med. L. Fuzesi, damaliger Leiter der Abteilung flir Gastroenteropathologie
des Universitatsklinikums Gottingen. Die Patienten, bei denen in mindestens einem Lymph-
knoten immunoreaktive Einzelzellen oder Zellcluster bis zu einem Durchmesser von maximal
0,2 cm nachweisbar waren, wurden als Mikrometastasen-positiv (MM+) gewertet. In dieser
Arbeit wurde an einigen Stellen die Bezeichnung okkulte Tumorzellen synonym fur
Mikrometastase verwendet. Morphologische Kriterien blieben bei der Befundung der

Mikrometastasen bewusst unberiicksichtigt.

2.3.3 Phanotypische Charakterisierung der Mikrometastasen durch immun-

histochemische Doppelfarbung mit Darstellung von EpCAM und p53

Eine ergdnzende phanotypische Charakterisierung der detektierten Zellen wurde mit der
sequenziellen immunhistochemischen Doppelfarbung erreicht. Durch den Einsatz von zwei
monoklonalen Primarantikérpern, die gegen spezifische Epitope in jeweils verschiedenen
Zellkompartimenten gerichtet sind, und die Kennzeichnung dieser Antigene (ber unter-
schiedliche Chromogene mit einem guten Farbkontrast lassen sich zwei Antigene simultan
visualisieren.

Fur den epithelialen Antigennachweis wurde erneut der bei der initialen Detektion der Mikro-
metastasen beschriebene Primarantikdrper Ber-Ep4 eingesetzt. Durch ihn ergab sich wieder
die zytoplasmatisch-membrantse Zellfarbung. Die Darstellung des zweiten Antigens
realisierte der monoklonale Maus-Antikérper DO-1, der eine Reaktion mit dem Tumor-
suppressorprotein p53 eingeht. Dieser p53-Antikorper (Klon DO-1, Isotyp IgG2a) richtet sich
gegen ein aus 393 Aminosduren bestehendes nukledres Phosphoprotein mit einer
Molekilmasse von 53 kDa. DO-1 erkennt fixationsresistente Epitope an den N-terminalen
Aminosduren 37 und 45. Der Antikorper reagiert prinzipiell sowohl mit dem in gesunden
humanen Zellen vorhandenen p53-Wildtyp als auch mit dem Protein, das von einem mutierten
TP53-Gen codiert wird. Das Wildtyp-Protein entzieht sich aber wegen seiner kurzen
Halbwertszeit dem immunenzymatischen Nachweis. Mutationen von TP53 fiihren hingegen
zu Proteinen, die durch Anderung des molekularen Aufbaus und durch eine verlangerte Halb-
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wertszeit aufgrund einer hdheren Stabilitat akkumulieren und so detektabel werden (Vojtések
et al. 1992). Die genetischen Veranderungen haben eine Inaktivierung und einen Verlust der
Kontrollfunktion des Tumorsuppressors zur Folge. TP53-Mutationen koénnen in vielen
malignen Neoplasien - darunter auch beim Magenkarzinom - beobachtet werden (Bartek et al.
1991).

Nachdem nachgewiesen worden war, in welchen Lymphknoten Mikrometastasen existierten,
mussten flr die praktische Durchfiihrung der sequenziellen immunhistochemischen Doppel-
farbung Gewebeschnitte vorliegen, die mit einer hohen Wahrscheinlichkeit eine erneute
Detektion dieser Zellen ermdglichten. Hierfir wurden neun histologische Préparate
verwendet, die bereits zuvor jeweils aus dem Lymphknotenareal hergestellt worden waren,
das zwischen den beiden Ebenen fir den initialen MM-Nachweis lag. Ein nachtragliches
Anschneiden der MM-positiven Gewebeblocke wére aus Grunden der Mikrotom-Schnitt-
technik problematisch gewesen, da einige Anséatze mit dem Messer nétig sind, bis ein planes
Areal fur einen qualitativ hochwertigen Schnitt vorliegt. Bei diesem Vorgehen héatte sich
daher die Gefahr vergroRert, dass der Lymphknotenbereich mit den gesuchten Zellen bei der
Préparation verloren geht.

Zu Beginn wurden die Gewebeschnitte wie in Kapitel 2.3.2 beschrieben deparaffinisiert und
rehydriert. Beide nachzuweisenden Epitope benétigen in formalinfixierter Form eine
Antigendemaskierung. Sowohl fir EpCAM als auch fir p53 eignet sich die hitzeinduzierte
Demaskierung in einem Mikrowellenofen. Die Objekttrager wurden in einer Plastikkiivette,
die mit einer geeigneten Puffer-Losung (,,Target Retrieval Solution®) gefullt war, bei 800
Watt bis nahe dem Siedepunkt erhitzt (95-99 Grad Celsius). Diese Temperatur wurde dann
dreimal flnf Minuten bei 600 Watt gehalten. In den Pausen musste verdunsteter Puffer durch
destilliertes Wasser ersetzt werden, um ein Austrocknen der Praparate zu verhindern. Fur die
Einhaltung standardisierter Bedingungen wurde jede Kivette immer mit derselben Anzahl an
Objekttragern bestiickt und grundsatzlich in der Mitte des Ofens platziert. Nach dieser
Hitzebehandlung waren die durch Formalinfixierung entstandenen Proteinvernetzungen
aufgehoben und die Immunreaktivitat der Epitope wieder hergestellt. Nach langsamem
Abkuihlen folgten der Austausch der Target-Retrieval-Losung gegen TBS-Puffer und zwei
Waschschritte.

Die immunhistochemische Doppelfarbung basierte auf der Polymerkonjugat-Methode
(Abbildung 2.2). Dabei kommen Dextran-Tragermolekiile (Polysaccharide) zum Einsatz, an
die Enzyme und Antikorper gekoppelt sind. In dieser Versuchsreihe wurde das von seinem
Hersteller als EnVision™ bezeichnete Verfahren benutzt, bei dem das Polysaccharid-

Grundgerust mit Enzymmolekilen und Ziegen-Sekundérantikérpern gegen Maus- oder
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Kaninchen-Immunglobuline konjugiert ist. Dieser Komplex markiert ein nachzuweisendes
Epitop Uber die Reaktion des Sekundarantikdrpers mit dem an das Antigen gekoppelten
Priméarantikorper. Die wesentlichen Vorteile dieser Methode sind die hohe Sensitivitat und die
Zeitersparnis, die sich im Vergleich zur Drei-Schritt-APAAP-Methode aus einer reduzierten
Anzahl an Versuchsschritten ergibt. Das EnVision™-System erméglichte die sequenzielle
Detektion und abschlielend die simultane Darstellung zweier Zellantigene. Dabei wurden
nacheinander mit jeweils unterschiedlichen Enzymen konjugierte Dextranpolymere eingesetzt
und die Visualisierungen der Epitope wieder nach den Enzym-Substrat- und Chromogen-

Reaktionen abgeschlossen.

@
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Schritt 1 Schritt 2

~ A Y

Epitop  Primérantikdrper Sekunddrantikorper Dextranpolymer Enzym

Abbildung 2.2: Schema der EnVision™ -Methode mit Darstellung von
Epitop, Priméarantikdrper, Enzym- und Sekunddranti-
korper-konjugiertem Dextranpolymer als Tragerge-
rust (modifiziert nach Boenisch 2003, S. 39)

Die Gewebeschnitte wurden zur Verringerung unspezifischer Farbungen 15 Minuten in einer
feuchten Kammer mit einprozentigem BSA inkubiert und das Rinderserumalbumin dann
anschlieend nur abgeklopft.

Fur die Beurteilung des besten Chromogen-Farbkontrastes wurden Versuchsreihen mit wech-
selnder Reihenfolge der beiden Priméarantikorper durchgefiihrt. Da die Abfolge der roten und
braunen Chromogene in dem Versuchsprotokoll unveréndert blieb, ergaben sich zwei mog-
liche Kombinationen der Zellfarbung: 1. Kern braun / Zytoplasma und Membran rot, 2. Kern
rot / Zytoplasma und Membran braun.

Bei der Darstellung des ersten Antigens wurde fir die Farbentstehung das Enzym Peroxidase
aus dem Meerrettich (HRP) mit einem Molekulargewicht von 40 kDa verwendet. Im Gewebe
musste zur Vermeidung einer unspezifischen Hintergrundfarbung eine mdglicherweise
vorhandene endogene Peroxidase-Aktivitdt mit einem Peroxidase-Block (0,03% Wasser-
stoffperoxid (H,O;) und Natriumazid) eliminiert werden. Die Hemmung der endogenen

enzymatischen Aktivitdt kommt dadurch zustande, dass der Komplex aus Peroxidase und im

24



Uberschuss vorhandenem H,O, in Abwesenheit einer chromogenen Substanz blockiert ist.
Die Gewebeschnitte mussten finf Minuten mit dem Peroxidase-Block behandelt,
anschlieRend vorsichtig mit dem Waschpuffer abgespult und in ein frisches Pufferbad gestellt
werden. Die dann eingeleitete 40-minutige Inkubation mit dem ersten Primérantikorper
(Ber-EP4 1:50 bzw. DO-1 1:100 mit TBS-Puffer verdinnt) fuhrte im Folgenden zu qualitativ
sehr guten Ergebnissen. Erneut wurde gewaschen und dann 30 Minuten mit den HRP- und
Sekundarantikorper-konjugierten Polymeren in der feuchten Kammer inkubiert. Nach zwei
Waschvorgangen erfolgte anschlieend das Auftragen der gepufferten Substrat-Chromogen-
Losung. Nach Bildung eines Enzymsubstratkomplexes entstand durch die Elektronendonor-
Oxidation das 3,3’ Diaminobenzidin (DAB+), ein braunes Farbprodukt am Locus des ersten
Epitops.

Vor Beginn der zweiten Farbung kam fiir drei Minuten ein so genannter ,,Doublestain Block*
zum Einsatz, der die Gefahr nachfolgender Kreuzreaktionen zwischen Immunglobulinen
verhindert. Dabei wurden die kompletten Antikorper-Dextranpolymer-Komplexe vom
Gewebe entfernt, und nur das DAB+-Chromogen blieb zurtick.

Nach Spilung in destilliertem Wasser begannen die Versuchsschritte zur Darstellung des
zweiten Epitops. Die Blockierung des Gewebes mit einprozentigem BSA dauerte erneut fiinf
Minuten, bis danach die Flussigkeit wieder abgeklopft werden musste. Der zweite Priméranti-
korper wurde anschlieBend aufgetragen und 40 Minuten in der feuchten Kammer mit dem
Gewebe inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in TBS-Puffer folgte die Applikation der mit
alkalischer Phosphatase markierten Polysaccharid-Grundgeriste. 30 Minuten spéater schlossen
sich erneut zwei Waschschritte an. Danach entwickelte sich Gber 20 Minuten das Chromogen
Fast Red (Details siehe oben). Die histologischen Praparate wurden in demineralisiertem
Wasser gespult, die Zellkerne des Umgebungsgewebes mit Hamatoxylin blau gegengefarbt
und abschlieRend in einem wassrigen Medium eingedeckt.

Als Positivkontrolle dieser Untersuchungsreihe diente das Mitfuihren gastrointestinalen Karzi-
nomgewebes mit bekannter p53-Uberexpression und als Negativkontrolle ein im Rahmen
einer gutartigen Erkrankung resezierter Lymphknoten.

Bei der histopathologischen Befundung wurden diejenigen Zellen als p53-positive Mikro-
metastasen gewertet, die sowohl eine positive zytoplasmatisch-membrandse Ber-EP4- als
auch eine nukledre p53-Reaktion aufwiesen. Bei Tumorzellclustern reichte eine Immuno-
reaktivitdt in mindestens einer der Zellen fur eine positive p53-Klassifikation aus. Der

p53-Status des korrespondierenden Primartumors war zu diesem Zeitpunkt nicht bekannt.
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2.3.4 Immunhistochemischer Nachweis von p53-Akkumulationen im

Primartumor

Fur die Gegenuberstellung des p53-Status der Lymphknotenmikrometastasen mit der p53-
Expression des Primadrtumors musste auch das Magenkarzinomgewebe mit einem immun-
histochemischen Detektionsverfahren auf eine p53-Akkumulation untersucht werden. Es
wurden nur die Prim&rtumoren bearbeitet, deren Mikrometastasen mit der Doppelfarbung
auch erneut dargestellt werden konnten.

Analog zu den bereits im Detail erlduterten Versuchsschritten wurden hierfur die archivierten
Préparate identifiziert und aus den Paraffinblocken Gewebeschnitte hergestellt. Nach hitze-
induzierter Antigendemaskierung folgte die Inkubation des Tumorgewebes mit dem Primér-
antikorper DO-1. Der Einsatz des APAAP-Detektionssystems sowie die farbliche Markierung
des Epitops durch das Chromogen Fast Red (detaillierte VVersuchsschritte siehe Kapitel 2.3.2)
schlossen diesen praktischen Teil ab.

Die Befundung erfolgte nach dem Vorschlag von Baas et al. (1994). Dabei wurde ein
Markierungsindex verwendet, der sich aus dem prozentualen Anteil p53-positiver Zellen im
Tumorgewebe ergibt. Eine hoher Index liegt bei > 30%, ein niedriger bei 1% bis < 30% und
ein negativer bei < 1% positiven Tumorzellen vor. Wéhrend der Beurteilung des Primartu-

mors war der p53-Status der Mikrometastasen nicht bekannt.

2.3.5 Dokumentation und biometrische Statistik

Die prospektive Erfassung der Patientendaten (siehe Kapitel 2.2, Tabelle 2.1, S. 15) erfolgte
Uber standardisierte Dokumentationsbogen. Die mit dem Tabellenkalkulationsprogramm
Microsoft Excel 2000 verwaltete Datenbank wurde dann im weiteren Studienverlauf durch die
Ergebnisse der retrospektiven Untersuchungen ergénzt.

Die statistische Auswertung der Studiendaten wurde unter Aufsicht der Abteilung fur
Medizinische Statistik der Universitat Gottingen (damaliger Leiter Prof. Dr. E. Brunner) und
mit Hilfe der Software Statistica 6.0 durchgefihrt.

Bei der deskriptiven Statistik wurden die Daten der qualitativen Merkmale als absolute
Zahlen und mit Prozentangaben zur Stichprobe erfasst. In einigen Fallen ergeben die
Additionen der Patientenzahlen der Faktor-Ausprdgungen nicht die exakte Grolle des
Gesamtkollektivs, da die Kklinisch-pathologischen Befunde nicht bei allen Patienten
vollstandig erhoben werden konnten. Geringe Abweichungen der Summen der Prozentwerte
von 100% der Stichprobe oder der Subkollektive sind auf mathematische Rundungen auf die

erste Dezimalstelle nach dem Komma zuriickzufiihren. Des Weiteren wurde der Faktor
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Patientenalter als Mittelwert mit Standardabweichung in Klammern beziehungsweise als
Median mit Bereich in Klammern angegeben.

Die Untersuchung der Verteilung prognostischer Faktoren erfolgte mit dem Chi-Quadrat-Test,
dem exakten Test nach Fisher und dem t-Test. Statistische Signifikanz wurde bei einem
p-Wert kleiner oder gleich 0,05 festgesetzt.

Fur die beurteilende Teststatistik zur prognostischen Relevanz der Merkmale wurden die
spezifischen Uberlebenszeiten und Uberlebensraten nach der Kaplan-Meier-Methode dar-
gestellt und die vergleichenden Uberlebenszeitanalysen mit dem Log-Rank-Test und dem
Gehan-Wilcoxon-Test vorgenommen.

In einer abschlielenden multivariaten Analyse wurde getestet, ob die Mikrometastasen
innerhalb des pNO-Patientenkollektivs einen von anderen signifikanten Faktoren unab-
hangigen prognostischen Einfluss auf die Uberlebenszeit hatten. Dafiir mussten zunachst die
klassischen Merkmale auf eine univariate prognostische Relevanz (berprift werden.
Zusammen mit der EinflussgroRe Mikrometastase erfolgte dann der Einschluss derjenigen
Parameter mit einem p-Wert gleich oder kleiner 0,20 in das Cox Proportional Hazards Model.
Bei dieser Uberlebenszeitanalyse wurden dann schrittweise Faktoren mit einem p-Wert groRer
0,20 entfernt.
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2.3.6 Material

Material Hersteller

Anti-Human Epithelial Antigen, DakoCytomation, Hamburg, Deutschland
Clone Ber-EP4, Code N1554

APAAP / Red ChemMate ™ Detektionskit, DakoCytomation, Hamburg, Deutschland
Code K5000

- Kaninchen-Anti-Maus-Briickenantikdrper
- APAAP-Immunkomplex

- Chromogen Red 1,2,3 (Fast Red)

- AP Substrat-Puffer

- Levamisole

Aquatex-Eindeckmittel Merck, Darmstadt, Deutschland

1% BSA (Bovine Serum Albumin) Paesel und Lorei, Frankfurt, Deutschland
DAKO EnVision'™ Doublestain System, DakoCytomation, Hamburg, Deutschland
Code K1395

- Peroxidase-Block

- HRP- u. Ziege-Anti-Maus-konjugierte Polymere
- Substratpuffer fir DAB+

- DAB+-Chromogen

- Doublestain Block (Elutionsreagenz)

- AP- u. Ziege-Anti-Maus-konjugierte Polymere

- Substratpuffer fir Fast Red

- Fast Red Chromogen

Hé&matoxylin nach Mayer, Code S3309 DakoCytomation, Hamburg, Deutschland

Microsoft Excel 2000 Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleilfheim,
Deutschland

p53-monoklonaler Antikdrper, Immunotech, Marseille, Frankreich

Clone DO-1, Cat.No. 1767

Protease Typ XXIV Sigma, Steinheim, Deutschland

Statistica 6.0 StatSoft GmbH, Hamburg, Deutschland

Target Retrieval Lésung, Code S1699 DakoCytomation, Hamburg, Deutschland

TBS-Puffer: Eigene Herstellung

2-Liter-Gebrauchslosung: 21 demineralisiertes
Wasser, 129 Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
(Tris), 189 Natriumchlorid, ggf. 2N Salzséure fur
Einstellung auf pH 7,4, 500ul Tween 20

Tween 20 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Tabelle 2.2: Material mit Herstellerangabe

2.3.7 Ethik und Datenschutz

In Ubereinstimmung mit den vom Weltérztebund 1964 in der Deklaration von Helsinki
erstmals formulierten ethischen Grundsatzen fir die medizinische Forschung am Menschen
wurden in der vorliegenden Studie die international anerkannten ethischen und wissen-
schaftlichen Regeln klinischer Studien eingehalten. Die fur die statistischen Auswertungen
verwendete Patienten-Datenbank mit personlichen Angaben und klinischen Befunden wurde

in anonymisierter Form erstellt.
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3 Ergebnisse

Aus dem Kollektiv der 177 an einem Magenkarzinom operierten Patienten mussten zunéchst
die Falle ausgeschlossen werden, fur die sich retrospektiv keine relevanten Daten erheben
lieBen. Dabei handelte es sich um acht Patienten des pNO-Subkollektivs, deren Lymph-
knotenresektate im Archiv nicht zur Verfligung standen, und weitere acht ohne Informationen
uber den Verlauf ihrer Erkrankung. Fur die Studie verblieb somit ein aus insgesamt 161
Patienten bestehendes Gesamtkollektiv. Nach den Ergebnissen der histologischen Routine-
diagnostik waren 105 Patienten (65,2%) lymphogen makrometastasiert (Stadium pN+) und 56
Patienten (34,8%) nodal frei von Metastasen (Stadium pNO).

3.1 Nachweis lymphogener Mikrometastasen

Die technische Durchfiihrung des immunhistochemischen Farbeprotokolls erwies sich als
zuverlédssig, da die Karzinomzellen der Positivkontrollen nach Markierung mit dem
Antikorper Ber-EP4 eine konstant reproduzierbare, leuchtend rote membranés-zyto-
plasmatische Farbung zeigten (Abbildung 3.1) und die Negativkontrollen ungeférbt blieben.

Abbildung 3.1:  Positivkontrolle der Ber-EP4-Farbung.
Magenkarzinomzellen in pN+-Lymphknoten mit dem Primarantikérper
Ber-EP4 markiert und dem Chromogen Fast Red gefarbt.
A: 25fache VergroRerung B: 100fache Vergrofierung

Nach Befundung der 1148 aufgearbeiteten Lymphknoten konnte gezeigt werden, dass sich in
der pNO-Untergruppe bei 33 der 56 Patienten (58,9%) in mindestens einem der analysierten
Lymphknoten Ber-EP4-positive Einzelzellen oder Zellcluster mit einem Durchmesser von

nicht mehr als 0,2 cm befanden (Abbildungen 3.2, 3.3, 3.4). Diese Patienten wurden in das
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Subkollektiv Mikrometastasen-positiv (MM+) eingeordnet. Die restlichen 23 Félle (41,1%)
boten auch nach der Immunhistochemie keinen Hinweis auf Metastasen in ihren regionéren

Lymphknoten und gehdrten somit zur Mikrometastasen-negativen Gruppe (MM-).

Abbildung 3.2: Ber-EP4-positive Zellen in einem histologisch nodal-negativ befundeten
regiondren Lymphknoten eines Magenkarzinoms.
Linke Spalte: ~ immunhistochemische Féarbung
Al: 25fache VergroRerung
AZ2: 100fache Vergrofierung
Rechte Spalte: korrespondierender HE-Schnitt
B1: 25fache VergroRerung
B2: 100fache VergréRerung
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Abbildung 3.3:  Ber-EP4-positive Zelle.
VergroRerungen aus Abbildung 3.2/A2.
A: 400fache VergréRerung
(Milsmann et al. 2008, Abbildung 2 a)
B: 1000fache VergroBerung (Ausschnitt)
(Horstmann et al. 2004, Abbildung 1 D)
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Abbildung 3.4: Ber-EP4-immunoreaktiver Tumorzellcluster
mit roter membrandser und zytoplas-
matischer  Zellfarbung in  urspringlich
metastasenfrei befundetem Lymphknoten.
Ausschnitt aus 400facher VergréRerung.

Einen Uberblick Gber die Verteilung der Patienten des Gesamtkollektivs auf die lymphogenen
Metastasierungsformen dieser Studie (histologisch Makrometastasen, immunhistochemisch
Mikrometastasen, immunhistochemisch keine Mikrometastasen) gibt Tabelle 3.1. Tabelle 3.2
zeigt den Anteil der Subkollektive MM+ und MM- an der Gruppe der histologisch

nodal-negativen Patienten.
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pN-Stadium Anzahl (n = 161) Prozent
pN+ 105 65,2
MM+ 33 20,5
pNO MM- 23 14,3

Tabelle 3.1:  Verteilung der Patienten des Gesamtkollektivs auf die drei
Gruppen der Lymphknotenmetastasierung: histologisch
Makrometastasen (pN+), immunhistochemisch Mikrometas-
tasen (MM+) und immunhistochemisch keine Mikrometas-

tasen (MM-)
pNO-Stadium Anzahl (n = 56) Prozent
MM+ 33 58,9
MM- 23 41,1

Tabelle 3.2:  Verteilung der pNO-Patienten auf die Subkollektive mit
(MM+) und ohne lymphogene Mikrometastasen (MM-)

3.2 Zusammenhang zwischen klassischen prognostischen Faktoren

und Lymphknotenmetastasen

Fur die Beurteilung eines Zusammenhanges zwischen den Auspragungen der klinischen,
chirurgischen sowie histopathologischen Faktoren und dem Auftreten lymphogener
Metastasen wurden initial alle Patienten des Gesamtkollektivs auf diese klassischen pro-
gnostischen Parameter untersucht.

Zunéchst erfolgte die Darstellung der Verteilung der Auspragungen folgender zwolf
Merkmale auf die Untergruppen pN+, MM+ und MM- der ZielgroRe: Alter (Mittelwert mit
Standardabweichung), Geschlecht (mannlich versus (vs.) weiblich), Tumorlokalisation
(proximal, Mitte vs. distal), Therapieintention (kurativ vs. palliativ), pT-Stadium (pTis, pT1,
pT2 vs. pT3, pT4), UICC-Stadium (0, I, 11 vs. 111, IV), R-Stadium (RO vs. R1, R2), Grading
(G2 vs. G3), Laurén-Typ (intestinal vs. diffus), multiviszerale Resektion, Infiltration von
Nachbarorganen und Infiltration von Nachbarstrukturen (jeweils ja vs. nein) (Tabelle 3.3).
Keine signifikanten Unterschiede ergaben sich bei der Verteilung der Auspragungen des
Patientenalters, der Lokalisation des Priméartumors im Magen und der histopathologischen
Einteilung nach Laurén auf die drei Kollektive (p > 0,20). Mit einer Tendenz zur Signifikanz
konnten das Geschlecht, die multiviszerale Resektion und die R-Klassifikation gewertet
werden (0,05 < p <0,20). Sicher statistisch signifikant (p < 0,05) waren die Unterschiede bei
den Aufteilungen folgender EinflussgroRen auf die ZielgrolRe: Therapieintention,
Infiltrationen von Nachbarstrukturen und Nachbarorganen, pT-Stadium, UICC-Stadium und
zellulérer Differenzierungsgrad (Grading). Diese Unterschiede bestanden nicht zwischen den
Gruppen MM+ und MM-, sondern waren allein dadurch zu erklaren, dass die pN+-Patienten

signifikant haufiger unginstige Prognosekriterien aufwiesen (p-Werte nicht gezeigt).
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pN+ MM+ MM- E

Faktoren (= 105) (n=33) (= 23) p-Wert
Alter 0,89
Jahre (X , SD) 62,9 (+ 11,3) 62,5 (+ 11,6) 64,5 (+ 13,4)

Geschlecht 0,09
méannlich (n = 107) 61 (57,0%) 27 (25,2%) 19 (17,8%)
weiblich (n = 54) 44 (81,5%) 6 (11,1%) 4 (7,4%)
Tumorlokalisation 0,68
proximal, Mitte (n = 128) 85 (66,4%) 26 (20,3%) 17 (13,3%)
distal (n=32) 19 (59,4%) 7 (21,9%) 6 (18,8%)
Therapieintention 0,006
kurativ (n = 127) 75 (59,1%) 30 (23,6%) 22 (17,3%)

palliativ (n = 34) 30 (88,2%) 3 (8,8%) 1 (2,9%)

pT-Stadium 0,0002
pTis, pT1, pT2 (n = 104) 56 (53,8%) 28 (26,9%) 20 (19,2%)

pT3, pT4 (n=57) 49 (86,0%) 5 (8,8%) 3 (5,3%)
UICC-Stadium 0,0001
0,1, (n=77) 25 (32,5%) 30 (39,0%) 22 (28,6%)

1, IV (n = 83) 80 (96,4%) 2 (2,4%) 1 (1,2%)

R-Stadium 0,06
RO  (n=142) 88 (62,0%) 31 (21,8%) 23 (16,2%)

R1, R2 (n = 18) 16 (88,9%) 2 (11,1%) 0 (0%)

Grading 0,05
G2 (n=51) 26 (51,0%) 12 (23,5%) 13 (25,5%)

G3 (n = 108) 78 (72,2%) 20 (18,5%) 10 (9,3%)

Laurén-Typ 0,54
intestinal (n = 64) 38 (59,4%) 15 (23,4%) 11 (17,2%)

diffus  (n=70) 44 (62,9%) 17 (24,3%) 9 (12,9%)
Multiviszerale Resektion 0,09
nein (n = 80) 46 (57,5%) 21 (26,3%) 13 (16,3%)
ja  (n=80) 59 (73,8%) 12 (15,0%) 9 (11,3%)

Infiltration von 0,003
Nachbarorganen

nein (n = 117) 68 (58,1%) 28 (23,9%) 21 (17,9%)
ja (n=43) 37 (86,1%) 5 (11,6%) 1 (2,3%)

Infiltration von 0,008
Nachbarstrukturen

nein (n = 119) 70 (58,8%) 29 (24.4%) 20 (16,8%)
ja (n=41) 35 (85,4%) 4 (9,8%) 2 (4,9%)

Tabelle 3.3: Magenkarzinom-Gesamtkollektiv (n = 161), unterteilt in die Subkollektive der lympho-

genen Metastasierung, mit Darstellung der Auspragungen klassischer prognostischer
Faktoren. Prozentangaben beziehen sich auf die n-Werte (Fallzahlen) der differenzierten
Faktoren.

x = Mittelwert, SD = Standard Deviation (Standardabweichung)
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Nachdem gezeigt werden konnte, dass Ber-EP4-positive Zellen und somit mutmaliliche
Tumorzellen, die mit dem Routineverfahren der Histopathologie unerkannt geblieben waren,
in regionaren Lymphknoten des Magenkarzinoms existierten, sollten nun die Subkollektive
MM+ und MM- direkt miteinander verglichen werden. Fur die Analyse des Einflusses der
klassischen prognostischen Faktoren auf die Bildung von Mikrometastasen wurden die in
Tabelle 3.3 gezeigten Auspragungen auf Unterschiede ihrer Verteilungen in diesen beiden
Gruppen untersucht. Rein prozentual betrachtet wurden sie bei folgenden Auspragungen
haufiger diagnostiziert: weibliches Geschlecht der Patienten, proximale/mittlere Tumor-
lokalisation im Magen, palliative Therapieintention, pT-Klassifikation pT3/4, UICC-Stadium
II/1V, R1/2-Status, zelluldre Entdifferenzierung G3, diffuser Laurén-Typ, multiviszerale
Resektion und Tumorinfiltrationen von Nachbarorganen und -strukturen. Es stellte sich aber

heraus, dass keine dieser Beziehungen statistisch signifikant war (Tabelle 3.4).
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MM+ MM-

Faktoren (n=33) (n=23) p-Wert
Alter 0,55
Jahre (X , SD) 62,5 (+ 11,6) 64,5 (+ 13,4)
Geschlecht 0,93
méannlich (n = 46) 27 (58,7%) 19 (41,3%)

weiblich (n = 10) 6 (60,0%) 4 (40,0%)
Tumorlokalisation 0,67
proximal, Mitte (n = 43) 26 (60,5%) 17 (39,5%)

distal (n=13) 7 (53,8%) 6 (46,2%)
Therapieintention 0,49
kurativ (n =52) 30 (57,7%) 22 (42,3%)

palliativ (n = 4) 3 (75,0%) 1 (25,0%)
pT-Stadium 0,82
pTis, pT1, pT2 (n = 48) 28 (58,3%) 20 (41,7%)

pT3, pT4 (n=8) 5 (62,5%) 3 (37,5%)
UICC-Stadium 0,75
0,1, 11 (n=52) 30 (57,7%) 22 (42,3%)

11, 1V (n = 3) 2 (66,7%) 1 (33,3%)

R-Stadium 0,22
RO  (n=54) 31 (57,4%) 23 (42,6%)

R1,R2 (n=2) 2 (100%) 0 (0%)

Grading 0,16
G2 (n=25) 12 (48,0%) 13 (52,0%)

G3 (n=30) 20 (66,7%) 10 (33,3%)
Laurén-Typ 0,69
intestinal (n = 26) 15 (57,7%) 11 (42,3%)

diffus  (n=26) 17 (65,4%) 9 (34,6%)
Multiviszerale Resektion 0,73
nein (n = 34) 21 (61,8%) 13 (38,2%)

ja (n=21) 12 (57,1%) 9 (42,9%)

Infiltration von 0,72
Nachbarorganen

nein (n = 49) 28 (57,1%) 21 (42,9%)

ja (n=6) 5 (83,3%) 1 (16,7%)

Infiltration von 0,21
Nachbarstrukturen

nein (n = 49) 29 (59,2%) 20 (40,8%)

ja (n=6) 4 (66,7%) 2 (33,3%)
Tabelle 3.4: pNO-Subkollektiv (n = 56) des Magenkarzinoms mit der Verteilung klas-

sischer prognostischer Faktoren auf Patienten mit und ohne MM in
regiondren Lymphknoten. Prozentangaben beziehen sich auf die Fall-
zahlen der Auspragungen.

x = Mittelwert, SD = Standard Deviation (Standardabweichung)
(Horstmann et al. 2004, Tabelle 2)
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3.3 Prognostische Relevanz der Mikrometastasen

Die Auswertung der Nachsorgedaten ergab fur das Gesamtkollektiv aus 161 Magenkarzi-
nom-Patienten eine 5-Jahres-Uberlebensrate (5-JUR) von 35% (Abbildung 3.5).
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Abbildung 3.5: Uberlebenskurve des Magenkarzinom-Gesamtkollektivs (n = 161)
mit kumulativer 5-Jahres-Uberlebensrate von 35%
(Horstmann et al. 2004, Abbildung 2)

Die geringste 5-JUR von 17% hatte das Subkollektiv mit bereits in der Routinediagnostik
histologisch diagnostizierten Lymphknotenmetastasen (pN+). Gegeniiber den beiden Unter-
gruppen mit und ohne Mikrometastasen (MM+ und MM-) war dieser Uberlebensnachteil
jeweils statistisch hoch signifikant (p = 0,005 bzw. p < 0,001). Die 5-JUR bei Patienten ohne
Lymphknotenmetastasen in den konventionellen HE-Férbungen und Bestatigung dieses Status
per Immunhistochemie lag bei 82%. Gegeniiber diesen Patienten zeigten die Uberlebenszeiten
in der MM-positiven Gruppe mit einer auf 58% gesunkenen 5-JUR einen ungiinstigeren
Krankheitsverlauf an. Dieser Unterschied lag mit einem p-Wert von 0,059 nur knapp

auBerhalb des statistischen Signifikanzniveaus von p < 0,05 (Abbildung 3.6).

36



100% [
E.\%\ + +
90% &‘% =g ""ﬁ!{_ H
‘(663 Om e ! 2

80% ‘933 Gt -y
i \3 Certd w
2 oy Ry 9
% (1] ‘{*ﬁ ik tes 4 =
= :5(2’. - atw
§ 60% O, <
8 \AA . - = 4w o et o
§ 50% <

© By

£ 0% s
§ Bre 5 .
2 30% Bt oo .
= 8o ote o

20% C‘o

oF + + +
10%
< Complete  + Censored
0% - L
0 500 1000 1500 2000
Zeit [Tage]
-— MM- = MM+ = » PN+

Abbildung 3.6:  Uberlebenskurven der Subkollektive pN+, MM+ und MM-
mit kumulativen 5-Jahres-Uberlebensraten:

- MM-: 82%
-MM+:  58%
- pN+: 17%

(nach Horstmann et al. 2004, Abbildung 3)

Fur die Vorbereitung der multivariaten Testung einer etwaigen unabhdngigen prognostischen
Auswirkung der Mikrometastasen wurden die oben gezeigten klassischen Faktoren univariat
auf ihre prognostische Relevanz untersucht (Abbildungen 3.7, 3.8, 3.9).

Die Ergebnisse zeigten, dass das Patientenalter, das Geschlecht, die Infiltration von Nachbar-
strukturen, die multiviszerale Resektion und die Tumorlokalisation ohne signifikanten Ein-
fluss blieben (jeweils p > 0,20).
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Abbildung 3.7: Beispiele fiir Faktoren ohne prognostischen Einfluss (p>0,20).

Uberlebenszeitkurven von pNO-Magenkarzinom-Patienten in
Abhéangigkeit von multiviszeraler Resektion (A), Infiltration
von Nachbarstrukturen (B), Tumorlokalisation (C).
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Eine statistisch grenzwertige Signifikanz ergaben die variierenden Uberlebenszeitanalysen der

Ausprégungen des Laurén-Typs, des Gradings und der R-Klassifikation (0,05 < p < 0,20).
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Abbildung 3.8: Faktoren mit statistisch grenzwertigem prognostischen Einfluss (0,05 < p < 0,20).

Uberlebenszeitkurven und 5-Jahres-Uberlebensraten (5-JUR) von pNO-Magenkarzinom-
Patienten in Abhangigkeit von Laurén-Typ (A), Grading (B), R-Klassifikation (C).
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EinflussgroRen mit statistisch gesicherter prognostischer Signifikanz waren die pT-Kategorie,

das UICC-Stadium und die Tumorinfiltration von benachbarten Organen (p < 0,05).
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Abbildung 3.9:

Faktoren mit statistisch signifikantem Einfluss auf die Prognose (p <0,05).
Uberlebenszeitkurven und 5-Jahres-Uberlebensraten (5-JUR) von pNO-Magenkarzinom-
Patienten in Abhéngigkeit von pT-Stadium (A), UICC-Stadium (B), Tumorinfiltration von
Nachbarorganen (C).
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Da bei diesen Analysen mutmaBlich glnstige und unginstige Auspragungen der pro-
gnostischen Parameter nur gezielt im pNO-Subkollektiv untersucht wurden, lagen bei den
unglnstigen Auspragungen zum Teil nur noch sehr kleine Fallzahlen vor. Dies hatte eine
eingeschrankte Aussagekraft der statistischen Tests zur Folge.

Die Faktoren mit einem p-Wert gleich oder kleiner 0,20 wurden nun fir die multivariate
prognostische Testung in das Cox Proportional Hazards Model integriert. Zusammen mit dem
Faktor Mikrometastase wurden die EinflussgroRen Laurén-Typ, Grading, R-Klassifikation,
pT-Kategorie, UICC-Stadium und Tumorinfiltration benachbarter Organe in das statistische
Verfahren eingeschlossen. Bei der Cox-Regression schloss sich dann eine schrittweise
durchgefuhrte Eliminierung nicht mehr signifikanter Parameter mit einer Irrtumswahr-
scheinlichkeit Uber 20% (p > 0,20) an. Das Ergebnis der multivariaten Testung zeigte, dass
der diffuse Typ nach Laurén, die hohergradige zellulare Entdifferenzierung G3, das Vor-
handensein einer Nachbarorganinfiltration und auch die in dieser Studie im Fokus stehende
lymphogene Mikrometastasierung voneinander unabhéngig zu einer Verkirzung der

Uberlebenszeit der Magenkarzinom-Patienten fiihrten.

Prognostische Faktoren gcm?tr::i gcm?{fz
Laurén-Typ 0,024 0,02
Grading 0,09 0,04
R-Klassifikation 0,68 -
pT-Kategorie 0,76 -
UICC-Stadium 0,56 -
Infiltration von Nachbarorganen 0,045 0,0004
Mikrometastasen 0,11 0,09

Tabelle 3.5: Cox-Regression fiir die multivariate Testung der Mikro-
metastasen und weiterer prognostischer Faktoren mit einer
univariaten Irrtumswahrscheinlichkeit von maximal 20%

3.4 Phanotypische Charakterisierung der Mikrometastasen

Das in dieser Versuchsreihe eingesetzte Farbeprotokoll fir die sequenzielle immun-
histochemische Darstellung eines membrands-zytoplasmatischen (EpCAM) und nukleéren
(p53) Epitops ermoglichte durchgehend technisch zuverldssige Ergebnisse. Diese wurden
durch regelméliiiges Mitfiihren von Positivkontrollen aus gastrointestinalen Karzinomen mit
bekannter p53-Uberexpression gewdhrleistet (Abbildung 3.10). Die Negativkontrollen
bestanden aus Lymphknotengewebe, das im Rahmen einer gutartigen Erkrankung gewonnen

worden war. Es wies zu keiner Zeit immunoreaktive Befunde auf.
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Die Reihenfolge des Einsatzes der beiden Priméarantikorper wurde variiert, um das
farblich-visuell beste Ergebnis der Doppelfarbung zu testen. Da die Chromogene in der zeit-
lichen Abfolge unverandert blieben, ergaben sich die zwei mdéglichen Farbkombinationen
braune Kernfarbung / rote membrands-zytoplasmatische Farbung und umgekehrt. Beide Vari-
anten fihrten zu optimalen Farbkontrasten und ermdglichten eine vergleichbar gute
Befundung.

Abbildung 3.10: Gewebe mit bekannter p53-Uberexpression als Positivkontrolle der Doppelfarbung.
Pfeile kennzeichnen doppelt gefarbte Zellen.
Membrandse Markierung durch Antikorper Ber-EP4 und Farbung mit braunem
Chromogen DAB+.
Nukleédre p53-Markierung und Kernfarbung mit rotem Chromogen (Fast Red).
A: Magenkarzinom
Ausschnitt aus 400facher (A1) und 1000facher VergrofRerung (A2)
B: Metastase eines Pankreaskarzinoms
Ausschnitte aus 400facher Vergroerung (B1/2)

Von den 33 Patienten mit Mikrometastasen wurden die Lymphknoten, die bei der initialen
MM-Diagnostik positiv befundet worden waren, fiir die Doppelfarbung verwendet. Dabei
kam dieses Detektionsverfahren bei den neun Gewebeschnitten pro Lymphknoten-Préparat
zum Einsatz, die zwischen den beiden Ebenen fiir die alleinige Ber-EP4-Farbung lagen. Bei
der Befundung der Doppelfarbung konnten die Mikrometastasen lediglich bei sechs Patienten

erneut identifiziert werden, sodass sich eine geringe Wiederfindungsrate (Antigen-Retrieval-
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Rate) von 18,2% ergab. Bei vier dieser sechs MM-positiven Praparate war der p53-Status
negativ (Beispiel in Abbildung 3.11/A). Zwei Patienten zeigten in ihren Lymphknoten Zellen,
die neben der epithelialen Antigen-Markierung auch eine nukledre Immunoreaktivitét
aufwiesen. Die Betroffenen wurden bezlglich ihrer Mikrometastasen als p53-positiv gewertet
(Beispiele in Abbildungen 3.11/B, C).

Abbildung 3.11: Immunhistochemische Doppelfarbung mit Antikdrpern gegen

EpCAM und p53 an Mikrometastasen von Magenkarzinomen.
Abbildungen A und C: EpCAM braun / p53 rot
Abbildungen B1/2: EpCAM rot / p53 braun

A: p53-negative MM, 1000fache VergroRerung

(Milsmann et al. 2008, Abbildung 5 a)

B: p53-positive MM (Pfeil), Ausschnitt aus 400facher (B1) und

1000facher (B2) VergroRerung
(Milsmann et al. 2008, Abbildung 5 b)
C: p53-positive MM (Pfeil), Ausschnitt aus 400facher VergréRerung
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Zusatzlich wurde der Status der p53-Uberexpression der lymphogenen Mikrometastasen mit
dem des korrespondierenden Primartumors verglichen (Tabelle 3.6). In einem Fall mit
positivem Antigen-Retrieval war dies nicht mdglich, da Gewebe des Karzinoms fiir die Diag-
nostik nicht mehr zur Verfugung stand. Die p53-Befundung des Primarius erfolgte nach dem
von Baas et al. (1994) vorgeschlagenen Markierungsindex, der den prozentualen Anteil
p53-positiver Zellen innerhalb des Tumorgewebes angibt und der in drei Kategorien aufgeteilt
wird: hoch positiver (> 30%), niedrig positiver (1% bis < 30%) und negativer Tumorzellanteil
(< 1%) (Beispiele in Abbildung 3.12).

Abbildung 3.12: Darstellung von p53-Uberexpressionen in Magenkarzinom-Primartumoren
durch Markierung mit dem Antikdrper DO-1 und Visualisierung lber das Fast
Red Chromogen.
A: niedrig positiver Markierungsindex, 100fache VergréRerung
B: hoch positiver Markierungsindex,
100fache (B1) und 400fache (B2) Vergroferung

Sowohl Primértumoren mit positiven Markierungsindices beider Kategorien als auch ein
p53-negatives Magenkarzinom konnten in der Gruppe der Patienten mit erfolgreichem
Antigen-Retrieval gefunden werden. Die beiden p53-positiven Mikrometastasen wiesen auch
in ihren Primartumoren Uberexpressionen dieses Genproduktes auf. Sie verteilten sich auf je

eine Kategorie mit hoch positivem (85%) und niedrig positivem Index (25%). Es fiel auf, dass
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der Primartumor mit dem hdochsten Markierungsindex von 85% auch Mikrometastasen
gebildet hatte. Demgegentber wurde aber auch beobachtet, dass Magenkarzinome mit hoch
positiven p53-Uberexpressionsindices (30% bzw. 50%) jeweils negative p53-Status in ihren
MM aufwiesen. Die Indices dieser Primértumoren waren dabei héher als der p53-positive
Tumorzellanteil des weiteren Falles mit Ber-EP4/p53-doppelt positiver Immunhistochemie
(25%). Der Patient mit negativem Mutationsnachweis im Primartumor zeigte auch in seinen
Mikrometastasen keine p53-Markierung.

Aufgrund der niedrigen Antigen-Retrieval-Rate bildeten die Patienten, bei denen die p53-
Untersuchung der Mikrometastasen erfolgreich abgeschlossen werden konnte, eine nur sehr
kleine Gruppe. Es kann aber als sehr interessante Beobachtung festgehalten werden, dass
Mikrometastasen von p53-positiven Primdrtumoren einen positiven oder einen negativen p53-
Status haben kénnen. Die Hohe dieser Tumorsuppressorprotein-Uberexpression im

Muttergewebe erlaubt somit keinen Riickschluss auf den p53-Status der Mikrometastasen.

p53-Status p53-MarkierE|ngsindex PT ‘
MM | (=6
n=6) 1-<30% >30% unbekannt |
negativ
positiv

Tabelle 3.6:  P53-Status der Mikrometastasen (MM) im Vergleich zu den p53-Markie-
rungsindices der korrespondierenden Primértumoren (PT).
Bei einem Patienten stand kein PT zur Verfligung.
Erneute MM-Identifizierung und p53-Darstellung mittels immunhistoche-
mischer Doppelférbung bei 6 (18,2%) der 33 MM-positiven Patienten.

Bezliglich einer aus dem p53-Status der Mikrometastasen abzuleitenden Prognose ist
erwahnenswert, dass bei Betrachtung der Uberlebensdaten das Versterben beider Patienten
mit doppelt positiver Immunhistochemie im Beobachtungszeitraum der Studie auffiel. Drei
von vier der Patienten mit p53-negativen Mikrometastasen waren hingegen zum Zeitpunkt der
Nachsorgeerhebung noch am Leben. Wegen der sehr kleinen Fallzahl sind fur die Bestatigung
des Zusammenhanges, dass ein positiver p53-Nachweis in Lymphknoten-Mikrometastasen
den Krankheitsverlauf des Magenkarzinoms unginstig beeinflusst, jedoch weitere Studien

notwendig.
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4 Diskussion

Die Uberlebenszeiten der in kurativer Intention operierten Magenkarzinom-Patienten sind
unbefriedigend. Obwohl haufig radikale Resektionen des Primartumors und des regionéaren
Lymphabstromgebietes mdglich sind, werden viele Patienten nicht geheilt. Man kdnnte
erwarten, dass sich bei postoperativ tumorfreien Resektionsrandern, fehlender ausgedehnter
Lymphknotenmetastasierung und nach Ausschluss von Fernmetastasen eine gute Prognose
ergibt. Zu diesem nach den Ergebnissen der histopathologischen Routinediagnostik
residualtumorfreien Kollektiv gehdren viele Patienten, bei denen alle resezierten
Lymphknoten zunéchst frei von Metastasen sind. Der Krankheitsverlauf jener vermeintlich
am ehesten kurativ behandelten Gruppe zeigt jedoch, dass ein bedeutender Anteil dieser
Erkrankten im Verlauf doch tumorbedingt verstirbt. 22% bis 66% der Patienten in den friihen
klinischen Stadien UICC | und I, bei denen lymphogene Makrometastasen ausgeschlossen
werden, entwickeln spater Lokalrezidive oder Fernmetastasen (Lim et al. 2005).

Diese Diskrepanz zwischen initial kurativen Therapieansdtzen und unbefriedigenden
Uberlebensdaten bestéatigen auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. Bei einem hohen
Anteil von 88,1% des Gesamtkollektivs konnte priméar eine Operation durchgefihrt werden,
bei der es keine Hinweise fir den Verbleib eines Residualtumors gab (RO-Resektion). Diese
Rate war hoher als der RO-Anteil von 71,5% in einer grof3en deutschen Magenkrebsstudie
(Siewert et al. 1998). Die kumulative 5-Jahres-Uberlebensrate (5-JUR) betragt in der
vorliegenden Studie jedoch nur 35% und deckt sich im Wesentlichen mit der relativen 5-JUR
von 33%, die das Robert Koch-Institut verdffentlicht hat (Robert Koch-Institut und die
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 2013).

Neben dem positiven Residualtumor-Status ist der metastatische Lymphknotenbefall einer
der starksten prognostischen Negativfaktoren (Kim JW et al. 2009, Maruyama et al. 1989,
Nakamura et al. 1992, Siewert et al. 1998, Yokota et al. 2004, Youn et al. 2010). In diese
Beobachtung reiht sich auch die 5-JUR des hier untersuchten Subkollektivs mit
Lymphknotenmetastasen in den HE-Férbungen (pN+) ein, die sich gegenlber dem pNO-
Kollektiv statistisch hoch signifikant reduziert zeigte. Die ebenfalls unbefriedigende
Prognose der pNO-Patienten fiihrte zu der Uberlegung, dass weitere und bisher unbekannte
Faktoren existieren mussen, die den Krankheitsverlauf negativ beeinflussen. Da in der
Vergangenheit der Lymphknotenstatus beim Magenkarzinom bereits umfangreich auf seine
klinische Bedeutung untersucht wurde, weil3 man heute, dass die Anzahl der metastatisch
infiltrierten Lymphknoten mit der Prognose korreliert (Ajisaka et al. 1999, Saito et al. 2007).
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In der offiziellen Stagingvorschrift der internationalen Krebsgesellschaft UICC wird das
pN-Stadium nach der Anzahl der positiven regionaren Lymphknoten bestimmt, wobei flir das
pNO-Stadium eine Mindestanzahl von 16 untersuchten Knoten vorliegen sollte (Wittekind
und Meyer 2010). Ein prognostischer Vorteil kann mit einer hohen Anzahl resezierter
Lymphknoten und einer niedrigen Lymphknoten-Ratio (Verhaltnis von befallenen zu
untersuchten Knoten) erreicht werden (Biffi et al. 2011, Hsu et al. 2013, Petrelli et al. 2011,
Siewert et al. 1998). Zudem wird allgemein bei soliden Tumorerkrankungen der Zusammen-
hang vermutet, dass der Nachweis maligner Zellen in Lymphknoten auch ein Indikator flr
eine systemische metastatische Dissemination sein konnte (lzbicki und Hosch 2000).
Aufgrund dieses auBerordentlichen Einflusses des pN-Stadiums auf den Krankheitsverlauf
liegt die Vermutung nahe, dass Patienten mit pNO-Status okkulte lymphogene Tumorzellen
aufweisen konnten. Dies sind Zellen, die beim Staging des Magenkarzinoms der
konventionellen Diagnostik entgehen. Dieser Parameter stellt mdglicherweise einen Hinweis
fur das erhohte Risiko dar, ein Lokalrezidiv oder Fernmetastasen zu entwickeln. Mittlerweile
existieren fir diverse Tumorentitdten umfangreiche Daten uber lymphogene Mikro-
metastasen und isolierte Tumorzellen, die diesen okkulten Zellen entsprechen. Ihre klinische
Relevanz bleibt jedoch bis heute auch flr das Magenkarzinom unklar.

Die weitere Erforschung dieses Metastasierungskompartimentes ist fur eine individuellere
Abschatzung der Prognose und eine zukunftig an diese Ergebnisse adaptierte Therapie sehr
wichtig. Sie ist methodisch vorteilhaft, da von fast allen operierten Patienten entsprechende
Resektionspréaparate zur Verfligung stehen und das Kompartiment zum Operationszeitpunkt
am hé&ufigsten von Metastasen befallen ist. Die vorliegende Arbeit untersucht ein Kollektiv,
dessen Patienten in der Uberwiegenden Zahl an einer Krebserkrankung im Fruhstadium
leiden. Es ist gerade diese Gruppe, fir die sich durch intensive Forschung mdglicherweise

eine kurative Therapie fir eine grolRere Patientenzahl etablieren lasst.
Die genannten Punkte zeigen, dass von einem besseren Verstdndnis der okkulten

Lymphknotenmetastasen ein bedeutender klinischer Nutzen zu erwarten ist. Aus diesem

Grunde widmet sich die vorliegende Studie dieser Thematik.
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Auswahl des Detektionsverfahrens fir die lymphogenen Mikrometastasen

Fur die spezielle Diagnostik der lymphogenen Mikrometastasen (MM) muss das
Detektionsverfahren dem Anspruch einer hohen Spezifitat mit sicherer Differenzierung
zwischen benignen Zellen und ortsfremden Tumorzellen sowie einer hohen Sensitivitat mit
zuverldssigem Nachweis der malignen Zellen genligen. Es stehen heute Methoden auf
molekulargenetischer und immunhistochemisch-morphologischer Basis zur Verfligung, die
sich gegenuber der konventionellen Zytologie und Histologie durch eine deutliche Steigerung
der Sensitivitdt auszeichnen. Mit ihnen lassen sich beispielsweise epithel- oder
tumorspezifische Genprodukte darstellen, die diese Zellen dann vom lymphatischen
Umgebungsgewebe abgrenzen. Ein  Vorteil der genetischen Analyse mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR) ist unter anderem die Analyse des gesamten
Lymphknotengewebes mit einer im Vergleich zur Immunhistochemie (IHC) hoéheren
Sensitivitat (Arigami et al. 2013, Izbicki et al. 2002, Matsumoto et al. 2002). Bei Einsatz
eines morphologischen Verfahrens sind immunhistochemische Techniken sinnvoll, da mehr
als 60% der Mikrometastasen kleiner als 0,1 mm sind (Weaver et al. 2000) und daher die
meisten mit der konventionellen HE-Farbung nicht sichtbar werden. Immunhistochemische
Methoden detektieren Zellen (ber spezifische Antigen-Antikorper-Bindungen und
beispielsweise enzymatisch vermittelte farbliche Visualisierungen. Sie versprechen eine
geringere Rate falsch positiver Ergebnisse als bei molekulargenetischen Verfahren
(Hermanek et al. 1999) und ermdglichen zudem eine zyto- und histomorphologische
Beurteilung des Gewebes.

Bei der Diagnostik lymphogener Tumorzellen mittels immunhistochemischer Farbemethoden
missen auch Probleme dieser Technik berlicksichtigt und diskutiert werden. Es besteht die
Gefahr, dass es zu einem ,,Understaging™, also zu einer Unterschdtzung des tatsachlich
vorliegenden pN-Stadiums kommt, wenn die Klassifizierung anhand von Befunden
durchgefuhrt wird, die nicht den gesamten Lymphknoten darstellen kénnen, sondern auf
einzelne Schnittebenen begrenzt sind. Tumorzellen kodnnen sich in einem Areal des
Lymphknotens befinden, das von der Prdparation gar nicht erfasst wurde. Bekanntermalien
fuhren HE-Farbungen von umfangreichen Serienschnitten zu einer erhdhten Nachweisrate
von Lymphknotenmetastasen und Mikrometastasen (Hata et al. 2011, Isozaki et al. 1997).
Dieses Verfahren auf die Immunhistochemie zu tbertragen, ware in der klinischen Routine
jedoch wegen des groRRen Arbeitsaufwandes und des hohen Kostenfaktors unpraktikabel. Des
Weiteren erfliillen maoglicherweise einzelne Tumorzellen oder kleine metastatische
Zellverbunde mit einem Durchmesser von hdchstens 0,2 ¢cm in einer der analysierten

Schnittebenen zunéchst die Kriterien von Mikrometastasen. Durch umfangreiche Unter-
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suchungen an bis zu 60 Schnitten pro Lymphknoten konnte jedoch gezeigt werden, dass diese
initial als Mikroldsionen anmutenden Befunde zum Teil eine lokal viel ausgedehntere
Ausbreitung im Gewebe aufweisen, die in Einzelféllen sogar flr eine Einteilung in die pN+-
Kategorie ausreichen (Liu L und Zhang 2000). Auch wenn nicht alle Studien einen pro-
gnostischen Einfluss der lymphogenen Mikrometastasen nachweisen konnten, ist es doch
offensichtlich, dass sie keinesfalls als klinisch irrelevant eingestuft und ignoriert werden
durfen. Bei einem immunhistochemischen Hinweis auf Tumorzellen scheint es vielmehr
sinnvoll zu sein, unabhéngig von vorgegebenen Dimensionen diesen Befund mit zu bertick-
sichtigen.

Obwohl auch bei der Immunhistochemie immer das Restrisiko bestehen bleibt, dass die
exakte pN-Klassifikation nicht richtig evaluiert werden kann, ware es in der Praxis aufgrund
des groRen Arbeitsaufwandes und der hohen Kosten nicht praktikabel, alle Lymphknoten mit
umfangreichen Serienschnitten zu bearbeiten. Untersuchungen konnten auch zeigen, dass
eine Vergroflerung der Anzahl an Schnittebenen, bei der der Aufwand fiir die Routine-
diagnostik noch in einem akzeptablen Rahmen bliebe, zu keiner wesentlichen Anhebung der
Detektionsfrequenz fiihrt. Zu diesem Ergebnis kamen Turner et al. (1999), in deren Studie die
Nachweisrate an Mikrometastasen nur geringfligig um finf Prozent anstieg, wenn zehn statt
zwei Lymphknotenschichten immunhistochemisch untersucht wurden. Dieser relativ geringe
Vorteil rechtfertigt den Mehraufwand nicht, weshalb auch in der vorliegenden Arbeit die
Diagnostik in jeweils zwei Ebenen pro Lymphknoten erfolgte. Weitere Autoren haben sich
diesem Vorgehen angeschlossen (Buskens et al. 2008). Anhand der aktuellen Studienlage
wird aber deutlich, dass diesbezuglich bisher noch kein Konsens erreicht wurde. Mit Hilfe
der sehr sensitiven Methode gelang hier der Nachweis einer Prognoserelevanz
Ber-EP4-positiver Zellen, sodass die aufgezeigten Nachteile der IHC kompensiert werden
konnten.

Ein Vorteil der IHC ist, dass das Gewebe wéhrend des Untersuchungsvorganges nicht wie bei
der PCR-Methode verloren geht und bei Bedarf flr eine weitere Diagnostik zur Verfligung
steht. Bei der vorliegenden Studie wurde aus diesem Grunde auf ein immunhistochemisches
Verfahren zurlckgegriffen, denn nach der initialen Detektion lymphogener Tumorzellen
konnte eine weitere Charakterisierung derselben Zellen realisiert werden, indem im
Anschluss mittels sequenzieller Doppelfarbung der benachbarten Schnittebenen ein
zusatzliches tumorspezifisches Merkmal dargestellt wurde.

Seit vielen Jahren hat sich fir den immunhistochemischen Nachweis von metastatischen
Karzinomzellen in mesenchymalem Gewebe der Einsatz monoklonaler Antikorper gegen

diverse Subtypen der Zytokeratine (CK) etabliert. Es muss jedoch angemerkt werden, dass
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dieser weit verbreitete Gebrauch unterschiedlicher Primarantikdrperklone zu vielen
unterschiedlichen und hdufig nicht mehr vergleichbaren Ergebnissen gefiihrt hat (Fukagawa
et al. 2001). Die Verwendung eines ,,Antikorper-Cocktails® mit verschiedenen Immunglobu-
linen gegen CK-Untergruppen macht die Diagnostik aufwéndiger und teurer. Aulerdem
reduziert die im Rahmen der malignen Zelltransformation beschriebene Herabregelung der
CK-Expression die Sensitivitat dieser Antikorper (Pantel et al. 1994). Zudem wirkt sich
bekanntermalen zu Lasten der Spezifitdt aus, dass Retikulumzellen in lymphatischen
Organen Zytokeratine exprimieren (Moll et al. 1982) und auch Kreuzreaktionen mit
hédmatopoetischen Zellen auftreten koénnen (Traweek et al. 1993). Die Gefahr der
Ergebnisverfalschung aufgrund falsch positiver Farbungen durch CK-Antikdrper wurde in
der Vergangenheit bereits beschrieben (Domagala et al. 1992). Am diagnostischen Wert
dieser Immunglobuline fiir die Detektion okkulter Tumorzellen bleiben daher bis heute grolie
Zweifel bestehen. Bei immunhistochemischen Farbungen regionédrer Lymphknoten des
Magenkarzinoms konnte zwar gezeigt werden, dass mit CK-Antikdrpern in diesem
Kompartiment mehr Zellen epithelialen Ursprungs als mit der konventionellen HE-Farbung
detektiert werden kénnen (Cai et al. 2000, Yang et al. 2013), die Ergebnisse der relativen
Héufigkeit und die Aussagen zur klinischen Relevanz sind jedoch weiter uneinheitlich
(Ubersichten bei Arigami et al. 2013, Horstmann et al. 2004, Yanagita et al. 2008 a). In
neuesten Studien wurden einerseits bei Patienten mit Kardiakarzinom in 33% der Félle
lymphogene Mikrometastasen und eine negative Beeinflussung der Rezidiv- und
Uberlebensrate nachgewiesen (Ru et al. 2012). Andererseits hatten 20% durch konventionelle
Histopathologie pNO-klassifizierte Magenkarzinom-Patienten anhand der immunhisto-
chemischen Aufarbeitung Mikrometastasen in den regiondaren Lymphknoten, ohne dass sich
dadurch eine signifikante Auswirkung auf das Gesamtiiberleben dokumentieren lieR (Jeuck
und Wittekind 2014). Fir diese Unklarheiten muss neben fehlenden Standardisierungen der
technischen Durchfuhrungen und statistischen Auswertungen, uneinheitlichen Definitionen
der detektierten Zellen und inkongruenten Patientenkollektiven auch der weit verbreitete
Einsatz der flr diese Fragestellung suboptimalen CK-Antikorper verantwortlich gemacht
werden. Aus diesem Grunde werden neue Antikdrper mit einer verbesserten Sensitivitat und
Spezifitat benotigt. Fir die vorliegende Studie war es deswegen sehr wichtig, einen
Primdarantikorper einzusetzen, mit dem sich aufgrund seiner optimalen diagnostischen
Eigenschaften maglicherweise eine verbesserte Standardmethode etablieren lasst.

Mit dem monoklonalen Antikorper Ber-EP4, der sich gegen das epitheliale
Zelladhésionsmolekil EpCAM richtet, wurde in dieser Arbeit eine vielversprechende

Alternative gewéhlt. In der Vergangenheit wurde gezeigt, dass in Mause injizierte
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Zellkulturen, die aus Ber-Ep4-positiven Zellen in pNO-Lymphknoten des Osophagus-
karzinoms gewonnen worden waren, zum Wachstum von Karzinomgewebe fiihrten und
dieser Antikorper folglich Zellen mit malignem Potenzial detektabel macht (Scheunemann et
al. 1999). Es wird heute davon ausgegangen, dass sich die Funktion von EpCAM neben der
Zelladhésion auch auf Zellmigration, -proliferation und -differenzierung und somit
maoglicherweise auf die Forderung von Tumorwachstum und Metastasierung auswirkt
(Patriarca et al. 2012, Trzpis et al. 2007). EpCAM wird von den meisten benignen
Epithelzellen und Tumoren epithelialen Ursprungs exprimiert, und Ber-EP4 geht mit
lymphatischem und mesenchymalem Gewebe keine Kreuzreaktionen ein (Latza et al. 1990,
Momburg et al. 1987, Went et al. 2004). Einige Veroffentlichungen stuften zwar die
Spezifitat dieses Antikorpers herab, weil entgegen den Publikationen der Erstbeschreiber
doch unspezifische Bindungen an hamatopoetische Zellen, Makrophagen und Mesothelzellen
beobachtet wurden (Jensen und Johansen 1996, Motherby et al. 1999, Nagel et al. 1998).
Ber-EP4 wurde aber in den letzten Jahren zur Detektion disseminierter Tumorzellen bei
diversen Krebserkrankungen getestet und seine Vorteile gegenuber etablierten Detektions-
methoden vielfach gezeigt. So ergaben sich bei Karzinomen der Papilla Vateri (Bogoevski et
al. 2008), des Osophagus (Buskens et al. 2008, Hosch et al. 2001, Izbicki et al. 1997), des
Pankreas (Hosch et al. 1997, Milsmann et al. 2005), des Rektums (Dhayat et al. 2012) und
beim Bronchialkarzinom (Kawano et al. 2002, Passlick et al. 1994) in den entsprechenden
Lymphknoten hohe Frequenzen zuvor in der Routine Ubersehener Tumorzellen. Diese
Arbeiten wiesen EpCAM-exprimierende Zellen in pNO-Lymphknoten als einen pro-
gnostischen Faktor fur die entsprechenden Tumorentitaten nach. Ber-EP4 gilt bereits als erste
Wahl bei der Diagnostik okkulter Tumorzellen in Lymphknoten des Osophaguskarzinoms
(Buskens et al. 2008).

Das Magenkarzinom wurde bisher mit Ber-EP4 vor allem auf das Auftreten von Tumorzellen
in der Peritoneallavage und dem Knochenmark untersucht (Broll et al. 1996, Lorenzen et al.
2010, Macadam et al. 2003, Nekarda et al. 1999, Rosenberg et al. 2006, Schauer et al. 2011).
In diesen Studien konnte eine prognostische Relevanz der Zellen belegt werden, sodass der
Einsatz des Antikorpers auch in den regiondren Lymphknoten sinnvoll ist. Aktuelle
Forschungen (ber die EpCAM-Expression des Magenkarzinoms legten zuletzt jedoch den
Fokus auf die Untersuchung des Primértumors und den Nachweis zirkulierender Tumorzellen
im peripheren Blut. Beispielsweise fiihrte eine hohere Expression des Adhédsionsmolekiils im
Bereich des invasiv wachsenden Tumorrands als in der Tumormitte zu einem signifikanten
Anstieg der Lymphknoten-Metastasierung und einer relevanten Reduktion des Gesamt-

Uberlebens. Zudem korrelierte die Hohe der EpCAM-Expression mit dem Ausmal der
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Zellproliferation (Kroepil et al. 2013). Wenqgi et al. (2009) zeigten bezuglich der
immunhistochemisch nachgewiesenen Uberexpression des Zelladhasionsmolekiils im
Primartumor eine positive Assoziation mit der lymphogenen Metastasierung und eine
negative Korrelation mit der Tumordifferenzierung. Auf der anderen Seite wurde beobachtet,
dass eine hohe EpCAM-Expression im Primértumor auch mit einem prognostischen Vorteil
vergesellschaftet sein kann. Patienten mit Magenkarzinomen ohne jeglichen Verlust der
EpCAM-Expression hatten eine bessere 10-Jahres-Uberlebensrate als diejenigen mit
partiellem Verlust dieser Auspragung, da die EpCAM-vermittelte Zelladhédsion mdoglicher-
weise Zellmigration und Metastasierung unterbindet (Songun et al. 2005, Van der Gun et al.
2010). Andere Studien haben zirkulierende Tumorzellen (CTC) aus der Blutbahn mithilfe
immunomagnetischer Verfahren und gegen EpCAM gerichteter Antikorper isoliert und
quantifiziert. Beim Magenkarzinom wurde eine signifikant hohere Anzahl dieser
Tumorzellen im metastasierten Stadium gefunden, ihr Nachweis stand im Zusammenhang
mit hoheren Tumorstadien sowie peritonealer Aussaat und sie wurden als unabhangiger
prognostischer Faktor identifiziert (Hiraiwa et al. 2008). Die Bestimmung der CTC eignet
sich zudem bei fortgeschrittenen Magenkarzinomen fir die Beurteilung des Ansprechens auf
Chemotherapie (Hiraiwa et al. 2008, Matsusaka et al. 2010). Die Detektion lymphogener
Mikrometastasen mit Ber-EP4 wurde in der jlngeren Vergangenheit weniger intensiv
verfolgt. Nach der aktuellen Datenlage erfolgte der Einsatz des Antikorpers in dieser
Intention bisher bei Tumoren des gastrodsophagealen Uberganges (Schurr et al. 2006).
Studien an Magenkarzinomen ohne Abhangigkeit von der Tumorlokalisation liegen nur in
Kombination von Ber-EP4 mit CK-Antikorpern (Becker et al. 1999, Siewert et al. 1996) und
zuletzt in einer von Scheunemann et al. (2009) publizierten Arbeit vor. Hier ist eine

Festigung der Datenlage notwendig.

Haufigkeit, Korrelation mit klassischen Faktoren und prognostische Relevanz der
Mikrometastasen

In der vorliegenden Arbeit erwies sich die beschriebene Methode zur Darstellung der
Mikrometastasen bei einer hohen Zahl von insgesamt 1148 untersuchten Lymphknoten als
ein zeitlich praktikables und fiir den Routineeinsatz zuverléssiges Detektionsverfahren.

Es konnten bei 58,9% der 56 histologisch nodal-negativen Magenkarzinom-Patienten
Ber-EP4-positive Zellen in den regiondren Lymphknoten detektiert werden. Bei den 33
positiv gewerteten Fallen waren in mindestens einem ihrer Lymphknoten Ber-EP4-immuno-
reaktive Zellen oder Cluster mit einem Durchmesser von hichstens 0,2 cm nachweisbar. Die

pNO-Patienten wurden daraufhin in die Subkollektive Mikrometastasen-positiv (MM+) und
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Mikrometastasen-negativ (MM-) aufgeteilt. Werden Studien der Jahre 2002 bis 2014
betrachtet, bei denen mit immunhistochemischen Verfahren unter Einsatz von Zytokeratin-
Primarantikdrpern die pNO-Lymphknoten von Magenkarzinom-Patienten auf okkulte Tumor-
zellen untersucht worden waren, lagen die Nachweisraten in einem Bereich zwischen 10%
und 33% und im Durchschnitt bei gut 20% (Cao et al. 2011, Choi et al. 2002, Higashi et al.
2003, Jeuck und Wittekind 2014, Kim JH et al. 2008, Lee et al. 2002, Matsumoto et al. 2002,
Morgagni et al. 2003, Ru et al. 2012, Yasuda et al. 2002). Die vorliegende Studie macht
somit deutlich, dass viel mehr Patienten lymphogen mikrometastasiert sind, und sie bestétigt
die hohere Sensitivitat des Primérantikorpers Ber-EP4 gegenlber den héaufig eingesetzten
CK-Antikorpern. Arbeiten von Scheunemann et al. (2009) und Schurr et al. (2006), in denen
mit Ber-EP4 ebenfalls Gberdurchschnittlich viele Mikrometastasen in Lymphknoten des
Magenkarzinoms diagnostiziert werden konnten, kommen auch zu diesem Ergebnis.

Klinische Patientendaten, chirurgische Parameter sowie peri- und postoperativ gesammelte
Faktoren fir die zyto- und histopathologischen Einteilungen der Tumoren, die als klassische
Merkmale mit moglicher prognostischer Relevanz bekannt sind, wurden darauf getestet, ob
sie im pNO-Kollektiv einen Einfluss auf die Bildung lymphogener Mikrometastasen hatten.
Es konnte hier gezeigt werden, dass das Auftreten der MM von diesen Faktoren unabhangig
ist. Dies ist eine Beobachtung, die in vielen anderen Studien nicht gemacht wurde. Héaufig
wurde gezeigt, dass verschiedene klinisch-pathologische Parameter wie beispielsweise die
Tumorinfiltrationstiefe, die histologische Einteilung nach Laurén, die zellulare
Tumorentdifferenzierung oder die LymphgefaR-Invasion der Primartumoren einen
signifikanten Einfluss auf den Nachweis okkulter Tumorzellen in den Lymphknoten haben
(Cai et al. 2005, Fukagawa et al. 2001, Kim JJ et al. 2009, Lee et al. 2002, Ru et al. 2012,
Scheunemann et al. 2009, Siewert et al. 1996, Tajima et al. 2010). In dieser Arbeit ergab sich
lediglich der Trend, dass Tumoren mit hoherem Staging oder prognostisch unglnstigeren
zyto- und histologischen Kriterien wie hoherem Grading und dem diffusen Typ der Laurén-
Klassifikation anteilig hdufiger Tumorzellen in den Lymphknoten aufweisen. Die Daten
blieben jedoch ohne statistische Signifikanz. Dieses von anderen Studien abweichende
Ergebnis kdnnte zum einen durch teilweise geringe Patientenzahlen in den Subkollektiven
bedingt sein. Vor allem bei der Betrachtung der pNO-Untergruppen mit mutmaRlich
ungunstigen Faktor-Auspréagungen lagen zum Teil nur noch Kkleine Fallzahlen vor. Es wurde
jedoch auch an anderer Stelle schon beschrieben, dass keine der klinisch-pathologischen
Merkmale zu statistisch signifikanten Unterschieden beim Auftreten von Mikrometastasen
fihren (Maehara et al. 1996, Yasuda et al. 2002). Zum anderen muss eine weitere

Madglichkeit in Betracht gezogen werden, die flr diese Beobachtung ursachlich sein kdnnte
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und von bedeutender klinischer Konsequenz waére: Der Nachweis der Mikrometastasen ist
von den getesteten Parametern unabhangig, weil Mikrometastasen bei einer betréchtlichen
Anzahl von Patienten bereits in sehr frihen Stadien der Erkrankung existieren. In der
vorliegenden Studie hatten im pNO-Subkollektiv mehr als die Halfte der Patienten mit
Primartumoren ohne Infiltrationen von Nachbarstrukturen oder -organen, in den UICC-
Stadien | bis Il und T-Stadien pT1 bis pT2 jeweils MM-positive Lymphknoten. Diese
Diagnostik auf Patientengruppen mit einer vermeintlichen Risikokonstellation zu
beschranken, kann daher nicht empfohlen werden.

Die klinische Relevanz der Lymphknotenmetastasierung wird durch die Ergebnisse der
Uberlebenszeitanalysen untermauert. Zunichst bestitigte sich der bekanntermaBen starke
negative prognostische Einfluss der mit dem konventionellen Staging nachweisbaren
Makrometastasierung. Die 5-Jahres-Uberlebensrate der pN+-Patienten war mit 17% hoch
signifikant geringer als die der Subgruppen MM+ (5-JUR 58%, p = 0,005) und MM- (82%,
p <0,001).

Die prognostische Relevanz von Mikrometastasen ist aufgrund divergenter Beobachtungen
bis heute weiter ungeklart. Bei der Untersuchung von Lymphknoten des Magenkarzinoms
stellten einige Autoren in diesem Metastasierungskompartiment keine Prognoserelevanz
okkulter Tumorzellen fest (Choi et al. 2002, Fukagawa et al. 2009, Jeuck und Wittekind
2014, Kikuchi et al. 1999, Kim JJ et al. 2009, Morgagni et al. 2003). Die Daten der
vorliegenden Arbeit fiihren zu einem gegensétzlichen Ergebnis. Zundchst konnte nur
vermutet werden, dass es sich bei den Zellen, die im Lymphknotengewebe mit dem
Priméarantikorper Ber-EP4 markiert und immunhistochemisch visualisiert worden waren, um
ortsfremde Zellen epithelialen Ursprungs und somit am ehesten um Metastasen des
Primartumors handelte. Ihr alleiniger Nachweis stellte noch keinen Beweis fir ihre klinische
Relevanz dar. Mit den Analysen der Uberlebensraten konnten dann aber deutliche
Unterschiede innerhalb des pNO-Kollektivs gezeigt werden. Die univariate Testung des
Faktors Mikrometastase auf die Uberlebenszeit der betroffenen Patienten ergab, dass sein
Nachweis einen deutlichen Hinweis flr einen negativen prognostischen Einfluss liefert. Die
Uberlebensdaten der pNO-Subgruppen unterschieden sich mit einer 5-JUR von 58% bei
MM+ und 82% bei MM- deutlich voneinander, wenn auch das Ergebnis knapp aulRerhalb des
Signifikanzniveaus blieb (p = 0,059). Diese Beobachtung wird wegen der reduzierten Fall-
zahl der pNO-Subgruppe moglicherweise in ihrer statistischen Aussagekraft limitiert.
Dennoch ist es aufgrund der hier festgestellten Daten sehr wahrscheinlich, dass MM-positive
Patienten mit einer ungunstigeren Prognose rechnen missen. Die Relevanz dieses Befundes

wird zudem dadurch belegt, dass sich die neu diagnostizierten Tumorzellen mittels einer
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multivariaten Testung als unabhangiger prognostischer Faktor der Uberlebenszeit
herausstellten. Fur diese Untersuchung wurden alle bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
héchstens 20% prognostisch signifikanten Faktoren auf einen voneinander unabhangigen
Einfluss analysiert. Neben den Mikrometastasen handelte es sich hierbei um den Laurén-Typ,
das Grading, die R-Klassifikation, die pT-Kategorie, das UICC-Stadium und die
Tumorinfiltration benachbarter Organe. Als Ergebnis der multivariaten Analyse konnte
herausgestellt werden, dass die Auspragungen diffuser Typ nach Laurén, zelluldre
Entdifferenzierung G3, Infiltration von Nachbarorganen und auch die in dieser Arbeit im
Fokus stehenden Mikrometastasen jeweils eine unabhédngige prognostische Relevanz
besitzen. Dies ist von Bedeutung, da mit den in der Vergangenheit beim Magenkarzinom
uberwiegend eingesetzten Zytokeratin-Primarantikorpern héaufig keine prognostische
Auswirkung der okkulten Tumorzellen festgestellt werden konnte. Gegenlber den CK-
Antikorpern kann die in dieser Studie bewiesene klinische Relevanz als Indikator fur eine
verbesserte Spezifitdt und Sensitivitat des hier verwendeten Untersuchungsprotokolls
gewertet werden. Auch durch eine weitere aktuelle Studie zum Magenkarzinom wird diese
Datenlage gestutzt: In der Arbeit von Scheunemann et al. (2009) stellte sich unter Verwen-
dung des Antikdrpers Ber-EP4 eine grofle Anzahl zuvor in der Routinediagnostik als
tumorfrei befundeter Lymphknoten als immunhistochemisch positiv heraus, und dieser Status
ubte einen unabhéngigen prognostischen Einfluss auf die riickfallfreie Zeit und das Gesamt-
uberleben aus. Diese Ergebnisse unterstreichen, dass der Einsatz des Antikdrpers Ber-EP4 in
der Diagnostik lymphogener Mikrometastasen beim Magenkarzinom sinnvoll ist.

Eines der wichtigsten Ergebnisse der vorliegenden Studie ist, dass lymphogene
Mikrometastasen des Magenkarzinoms aufgrund uni- und multivariater statistischer Analysen
als unabhéngiger prognostischer Faktor angesehen werden missen. Die vorliegenden Daten
heben sich von vielen bisher verdffentlichten Beobachtungen insofern ab, als gezeigt werden
konnte, dass sich eine Kklinische Relevanz dieser Zellen nur durch ihre Ber-EP4-
Immunoreaktivitat und unabhé&ngig von weiteren morphologischen Kriterien beweisen lasst.
In der Vergangenheit wurde gefordert, auch die zyto- und histologische Morphologie des
Praparates in die Befundung mit einflieBen zu lassen (Hermanek et al. 1999). Die pTNM-
Klassifikation der UICC grenzt isolierte Tumorzellen (ITC) von Mikrometastasen anhand
ihrer geringeren GrofRe ab. ITC werden zusétzlich dadurch definiert, dass sie keine
metastatische Aktivitdt in Form von Zellproliferation und Penetration von Gefalwénden
aufweisen und auch keine reaktiven Veranderungen des umgebenden Gewebes beobachtet
werden. Andere Arbeiten zum Nachweis okkulter lymphogener Tumorzellen bei soliden

Tumorerkrankungen haben die Zellmorphologie mit beriicksichtigt und zum Teil zusatzliche
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Kriterien wie beispielsweise die Anzahl der nachgewiesenen Zellen, ihre Lokalisation
innerhalb des Lymphknotens, andere GroBRenangaben und daraus resultierend neue
Definitionen und Begriffe eingeflhrt. Bei der Befundung immunhistochemischer Farbungen
fihrt dieses Einbeziehen vieler Parameter zu differenzierten Ergebnissen, und die
Beurteilung charakteristischer morphologischer Kriterien kann die Spezifitit der Metastasen-
Diagnostik steigern. Allerdings sind morphologische Merkmale zu einem gewissen Teil
subjektiv und machen die Befunde daher untersucherabhdngig. Die Berucksichtigung all
dieser Punkte ist zudem fur den praktischen Einsatz in der taglichen Routine sehr aufwandig.
Je mehr Faktoren bertcksichtigt werden und je mehr subjektive Beurteilungen in die
Befundung einflieen, desto schwieriger werden auch ihre Reproduzierbarkeit und die
Etablierung einer mdglichst untersucherunabhéngigen Methode. Aus diesen Grinden wurde
hier der Ansatz verfolgt, alle Patienten mit Ber-EP4-positiven Einzelzellen und Zellclustern
bis zu einer maximalen GroRe von 0,2 cm ohne Beriicksichtigung weiterer morphologischer
Kriterien in das pNO-Subkollektiv MM+ einzuschlieBen. Die Methode wird schlieBlich durch
das Ergebnis der vorliegenden Studie, dass Mikrometastasen dieser Definition eine
unabhéngige prognostische Relevanz haben, legitimiert. Das Verfahren kann in Verbindung
mit dem spezifischen und sensitiven Primérantikorper Ber-EP4 als geeigneter Standard zur
Detektion lymphogener Mikrometastasen angesehen werden.

In dieser Studie wurden Mikrometastasen und isolierte Tumorzellen zusammen betrachtet. Es
gibt Hinweise dafr, dass sich die biologischen Eigenschaften und mdglicherweise auch die
malignen Potenziale und damit ihre prognostischen Bedeutungen voneinander unterscheiden
(Buskens et al. 2008, Sloothaak et al. 2014). Die Aufgabe zukunftiger Untersuchungen sollte
daher auch eine differenzierende und vergleichende Betrachtung dieser beiden Gruppen sein.

Phanotypische Charakterisierung der Mikrometastasen durch p53-Nachweis mittels
immunhistochemischer Doppelfarbung und ihre Korrelation mit dem p53-Status des
Primartumors

Trotz zahlreicher Studien Uber okkulte Tumorzellen in verschiedenen Metastasierungs-
kompartimenten diverser Tumorentitdten und variierenden methodischen Ansétzen konnte
die klinische Bedeutung dieser Zellen in den letzten Jahren noch nicht sicher eingeordnet
werden. Die Metastasierung ist ein komplexer Vorgang, und nur 0,05% der zirkulierenden
Tumorzellen bilden im Organismus Metastasen (Abati und Liotta 1996). Es bleibt auch eine
Unsicherheit bestehen, dass es sich bei den Befunden maoglicherweise nicht um maligne
Zellen, sondern lediglich um Artefakte bzw. Zellen ohne klinische Konsequenzen handelt.

Fur die definitive Klarung der Frage, ob sich EpCAM-exprimierende Zellen in lympha-
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tischem Umgebungsgewebe tatséchlich auf den Krankheitsverlauf der Patienten auswirken,
ist es daher wichtig, die nachgewiesenen Zellen zum besseren Verstandnis ihrer biologischen
Eigenschaften und ihres malignen Potenzials erganzend zu untersuchen.

Die Immunhistochemie bietet die Mdoglichkeit, die Lymphknoten zunédchst mit einer
Einzelfarbung auf Tumorzellen zu untersuchen. Positive Préparate kénnen dann in einem
anschlieBenden Schritt mit Hilfe einer sequenziellen Doppelfarbung weiter charakterisiert
werden. In einer angrenzenden Schnittebene werden dabei beispielsweise ein epithelialer
Marker zur Wiedererkennung der Zellen (Antigen-Retrieval) und ein tumorspezifischer
Antikorper zur erweiterten Phénotypisierung eingesetzt. Der Vorteil dieses schrittweisen
Vorgehens ist, dass nicht alle Praparate von vornherein mit dieser aufwandigen Technik
bearbeitet werden miissen und dadurch der Zeitaufwand sowie die Kosten (berschaubar
bleiben.

Isolierte  Tumorzellen und Mikrometastasen in regiondren Lymphknoten des Magen-
karzinoms wurden bereits mit einer Doppelfarbetechnik nach ihrem Proliferationsindex
beurteilt (Yanagita et al. 2008 b, Yonemura et al. 2007). Damit konnte die These,
disseminierte Tumorzellen hétten aufgrund einer geringen Proliferationsrate einen
Metastasen-atypischen Charakter (Pantel et al. 1993), widerlegt werden. Nach dem Antigen-
Retrieval durch  Zytokeratin-Antikrper und der zusatzlichen Darstellung des
Proliferationsmarkers Ki-67 wurde gezeigt, dass diese Zellen eine proliferative Aktivitat und
somit moglicherweise das Potenzial fir die friihe Initiierung einer Metastase besitzen. Die
weitere Erforschung des biologischen Charakters und der potenziellen Malignitéat der Zellen
ist besonders erfolgversprechend, wenn der Zellnachweis mit einem Antikdrper sehr hoher
Sensitivitat und Spezifitat gefiihrt wird und die Darstellung eines tumorspezifischen Antigens
die Untersuchung erganzt. Fir dieses Ziel eignet sich der in der vorliegenden Arbeit
eingesetzte Antikoérper Ber-EP4, der sich gegen das epitheliale Antigen EpCAM richtet, in
Kombination mit DO-1, der mit dem nukledren Protein p53 reagiert. Die Mutation des
Tumorsuppressorgens TP53 gehort zu den hadufigsten genetischen Alterationen, die in
Malignomen - einschliel3lich des Magenkarzinoms - nachweisbar sind (Bellini et al. 2012,
Tamura 2006). Als Folge der genetischen Veranderungen wird ein p53-Protein codiert, das
nach Uberexpression akkumuliert und seine tumorsuppressiven Eigenschaften verloren hat.
Aus zytopathologischer Sicht gilt der Nachweis von p53 als Marker einer malignen Tumor-
erkrankung (Hall et al. 1991). Fur das Magenkarzinom ist TP53 das Tumorsuppressorgen mit
der umfangreichsten molekularbiologischen und pathogenetischen Datenlage. Diese sollte
durch den p53-Status der Mikrometastasen erweitert und klinisch eingeordnet werden. Liel3e

sich mit der Doppelfarbung nachweisen, dass innerhalb eines Lymphknotengewebes p53 in
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epithelialen Zellen akkumuliert, wiirde das auch unterstreichen, dass mit dieser Methode
tatsachlich okkulte Karzinomzellen detektabel sind.

Der prognostische Einfluss von tberexprimiertem p53 in Primédrtumoren wird kontrovers
diskutiert. In aktuellen Studien war eine starke Expressionen beim Magenkarzinom mit
einem ungunstigen klinischen Verlauf assoziiert (Lazar et al. 2010, Liu X et al. 2012,
Tzanakis et al. 2009). Auf der anderen Seite wurden Daten verdffentlicht, die bei dieser
Tumorentitat keinen negativen Effekt einer p53-Akkumulation auf die Uberlebensraten der
Patienten belegen konnten (Goncalves et al. 2011, Xiao et al. 2013). Des Weiteren ist auch
der Zusammenhang zwischen einer p53-Uberexpression des Magenkarzinoms und der
Lymphknoten-Metastasierung nicht geklart, da positive (Liu X et al. 2012) und negative
Korrelationen (Xiao et al. 2013) beschrieben wurden. Der p53-Status von Tumorzellen in
verschiedenen Metastasierungskompartimenten kann unterschiedlich ausfallen. Trotz
p53-Uberexpressionen in diversen epithelialen Primartumoren konnten im Knochenmark
diese Veranderungen bei den disseminierten Karzinomzellen nur in wenigen Féllen bestatigt
werden (Offner et al. 1999). Umgekehrt wiesen, bei ebenfalls hdufig diskordantem p53-
Status von Primartumor und Lymphknoten-Metastasen, die Metastasen des Plattenepithel-
Karzinoms des Osophagus ofter einen positiven p53-Befund als die Ausgangstumoren auf
(Luo et al. 2011). An anderer Stelle wurde gezeigt, dass Magenkarzinome mit einer p53-
Uberexpression haufiger lymphogen metastasieren und diese Lymphknotenmetastasen in der
Uberwiegenden Anzahl die Mutation auch tragen (Kakeji 1993). Ein Zusammenhang
zwischen TP53-Genmutationen im Magenkarzinom-Primartumor und in den lymphogenen
Mikrometastasen ist unbekannt und bedarf weiterer Kl&rung. Da fiir das nicht kleinzellige
Bronchialkarzinom und das Ovarialkarzinom ein positiver p53-Nachweis in okkulten
Lymphknotenmetastasen bereits als prognostischer Indikator belegt werden konnte (Dobashi
et al. 1997, Gu et al. 2002, Suzuki et al. 2001), sollte eine entsprechende Korrelation auch fir
das Magenkarzinom abgekl&rt werden.

Die vorliegenden Ergebnisse der immunhistochemischen Doppelfarbungen zeigen, dass ein
bestimmter p53-Status des Primértumors keine Voraussetzung fur das Auftreten von lympho-
genen Mikrometastasen ist. Weder die Feststellung, dass Zellen des Primarius das veranderte
Tumorsuppressorprotein exprimieren, noch ihr prozentualer Anteil am gesamten tumordsen
Gewebe haben diesbezuglich eine kausale Beziehung. Sowohl bei negativem als auch bei
mittlerem und hohem Markierungsindex waren Ber-EP4-positive Zellen in den Lymphknoten
nachweisbar.

Bei der Evaluierung eines Zusammenhanges zwischen p53-Uberexpressionen des

Primartumors und der lymphogenen Tumorzellen wurden in dieser Versuchsreihe zum Teil
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kongruent verlaufende p53-Nachweise beobachtet. Beide Patienten mit doppelt positiver
Immunhistochemie in den Mikrometastasen zeigten auch im Prim&rtumor Hinweise fur die
Alteration des Tumorsuppressorgens. Bei dem einen Fall handelte es sich um einen niedrigen
Index im Muttergewebe und bei dem anderen um das Magenkarzinom mit der hdchsten
p53-Mutationsrate. Die p53-Phanotypisierungen eines weiteren Patienten waren gleich, da
weder eine p53-Uberexpression im Primartumor noch eine nukledre Immunoreaktivitat in
den Mikrometastasen bestand. Es traten aber auch Konstellationen mit heterogenem
Antigenprofil auf. Zwei Primartumoren mit Markierungsindices der hohen Kategorie hatten
p53-negative Mikrometastasen gebildet. In einem dieser Falle wies der Primarius sogar
prozentual deutlich mehr p53-positive Zellen auf als ein anderes Magenkarzinom mit
positivem p53-Mikrometastasen-Status. Diese Ergebnisse bestatigen, dass mikrometasta-
tische Zellen des Magenkarzinoms variable tumorspezifische Antigenexpressionsmuster
haben kdénnen. Karzinomzellen einer Tumorentitdt exprimieren bestimmte Onko- oder
Tumorsuppressorgenprodukte bekanntermalien nicht einheitlich. Zu der genetischen Hetero-
genitét isolierter Tumorzellen des Magenkarzinoms haben Pituch-Noworolska et al. (2007)
herausgefunden, dass diese Zellen in den Metastasierungskompartimenten Blut, Knochen-
mark und Lymphknoten sehr unterschiedlich bestimmte Molekile tragen, die in die
Metastasenbildung involviert sein konnen. Die Beobachtung, dass Metastasen eines Tumors
mit p53-Uberexpression ihren primaren Zellverband verlassen, bevor die TP53-Mutation
stattgefunden hat, wurde an anderer Stelle beschrieben (Offner et al. 1999).

Aus diesen Beobachtungen und den Ergebnissen der vorliegenden Studie muss als
Konsequenz abgeleitet werden, dass sich die p53-Uberexpression als alleiniger Marker fiir
den Mikrometastasen-Nachweis nicht eignet. Nur bei einem Drittel der Patienten mit
gelungenem Antigen-Retrieval war sie in den hier untersuchten lymphatischen Tumorzellen
nachzuweisen. Die biologischen Eigenschaften der Mikrometastasen mit einem
tumorspezifischen Antikorper wie p53 im Rahmen einer Doppelfarbung weiter zu
analysieren, ist jedoch prinzipiell sinnvoll, da okkulte Tumorzellen sich als Folge der
genetischen Varianz moglicherweise auch in ihrer biologischen Aggressivitat voneinander
unterscheiden. In dieser Arbeit ergab sich zumindest die Tendenz, dass p53-positive Zellen
die Prognose unglnstig beeinflussen, da beide Patienten mit dieser Konstellation im
Beobachtungszeitraum der Studie verstorben waren. Im Gegensatz dazu waren drei von vier
Patienten mit p53-negativen Mikrometastasen noch am Leben.

Beim Einsatz der Immunhistochemie zum Nachweis von p53 muss bedacht werden, dass
bestimmte Voraussetzungen zu einer Reduktion der Sensitivitdt und Spezifitat der diagnos-

tischen Methode fuhren kénnen. Im Falle einer schweren Gen-Deletion wird moglicherweise
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kein Protein gebildet und bei einer Punktmutation ein instabiles und daher nicht detektables
Produkt (Wynford-Thomas 1992). Andere Mutationen koénnen weitere falsch negative
Befunde nach sich ziehen, wenn der p53-Rezeptor als Folge der genetischen Veranderungen
fehlt und daher der Primérantikorper auch keine Verbindung mit der Zielzelle eingehen kann
(Baas et al. 1994). Falsch positive Ergebnisse kommen unter anderem dadurch zustande, dass
der Wildtyp des p53-Proteins auch ohne Mutation in groReren Mengen akkumulieren kann
(Wynford-Thomas 1992). Es ist jedoch kaum mdglich, die identifizierten Zellen molekular-
genetisch weiter zu differenzieren, da es sich haufig um Einzelzellen handelt, die schwierig
zu isolieren sind, und das genetische Material fir eine Amplifikation nicht ausreicht.

Ein methodisches Problem der Doppelfarbung war die geringe Mikrometastasen-Wieder-
findungsrate von 18,2%. Lediglich bei sechs von 33 Patienten gelang mit der sequenziellen
immunhistochemischen Doppelfarbung in den angrenzenden Schnittebenen der initial
MM-positiv gewerteten Praparate eine erneute Identifizierung der Zellen. Hier wird ein
Nachteil der an histologischen Schnitten ausgerichteten Diagnostik deutlich. Es handelte sich
bei den positiven Befunden zum Teil um sehr kleine Zellcluster, die nicht in allen Ebenen des
Lymphknotens zu finden sind. Auch das Vorgehen, neun an die MM-positiven Bezirke
angrenzende Schnitte mit der Doppelfarbung zu analysieren, konnte nicht verhindern, dass
Mikrometastasen sehr haufig bereits wenige Mikrometer auf3erhalb der initialen Nachweis-
ebene nicht mehr sichtbar sind. Die Antigen-Detektionsrate wiirde sich nur dann erhéhen,
wenn von vornherein alle Lymphknotenpraparate mit der Doppelfarbung untersucht werden.
Fur eine Beantwortung der Frage nach der prognostischen Relevanz p53-positiver
Mikrometastasen waren weitere Untersuchungen mit dieser Intention an gréf3eren Patienten-
kollektiven vielversprechend. Eine statistisch valide Aussage konnte die vorliegende Arbeit
diesbezuglich nicht treffen, da die Fallzahl zu gering blieb. Aus den Ergebnissen der p53-
Untersuchungen lasst sich jedoch eine wichtige Schlussfolgerung ableiten: Mit der
beschriebenen Technik des sequenziellen Nachweises eines epithelialen und eines
tumorspezifischen Antigens konnen tatséchlich okkulte Tumorzellen in Lymphknoten
detektiert werden. Da gezeigt werden konnte, dass die mit Ber-EP4 markierten Zellen
epithelialen Ursprungs eine unabhdngige prognostische Relevanz besitzen und zum Teil
Tumorantigene exprimieren, ist es sehr wahrscheinlich, dass es sich bei ihnen um metasta-
tische Zellen des Magenkarzinoms und keinesfalls um klinisch irrelevante Artefakte handelt.
Die immunhistochemische Doppelfarbung hat sich als ein technisch zuverléssiges Verfahren
erwiesen. Der methodische Ablauf hingegen, bei dem nach der initialen MM-Detektion das
Doppelféarbeprotokoll nachtraglich an benachbarten Schnittebenen eingesetzt wird, eignet

sich in der Kklinischen Routine nicht als Standardmethode fir eine ergdnzende Zellcharak-

60



terisierung. Die Wiederfindungsrate ist dann zu gering und daher der Kosten- und

Arbeitsaufwand nicht gerechtfertigt.

Therapeutische Konsequenzen und Ausblick

Die Studien Uber Mikrometastasen missen langfristig zu dem Ziel fiihren, neben der
Einschatzung ihrer klinischen Relevanz auch die Frage zu kléren, ob sich anhand der neu
gewonnenen Erkenntnisse in Zukunft auch die Effektivitat der stadiengerechten Therapie
optimieren lasst.

Mit dieser Arbeit konnte bestétigt werden, dass Mikrometastasen auch in sehr friihen Stadien
des Magenkarzinoms auftreten. Sie in konventionell pNO-befundeten Lymphknoten zu
finden, bedeutet in den meisten Féllen, weiterfihrende Informationen Uber eine maligne
Grunderkrankung in einer sehr frihen Phase zu gewinnen. Hier besteht also ein grof3es
Potenzial, bei meist kurativer Ausgangssituation die Uberlebenschancen in Zukunft
langfristig weiter zu verbessern. Beispielsweise wiesen hier Tumoren mit geringer
Infiltrationstiefe des Primarius und damit potenziell gunstiger Ausgangssituation bei 14 der
23 pT1pNO-Patienten Ber-EP4-positive Zellen in ihren regionaren Lymphknoten auf. Dieses
Ergebnis untermauert die Notwendigkeit, bei allen in kurativer Absicht operierten Patienten
eine systematische Lymphadenektomie durchzufiihren. Die Empfehlung, aufgrund dieser
friih auftretenden Tumorzelldissemination ab Stadium pT1 auf lokal beschrénkte chirurgische
Therapieformen zu verzichten, wurde auch an anderer Stelle ausgesprochen (Endo et al.
2005). Entgegen der Empfehlung, dass Magenfriihkarzinome vom Mukosatyp unter
Beachtung bestimmter makroskopischer und histopathologischer Kriterien endoskopisch
reseziert werden konnen (Soetikno et al. 2005), mussen diese Therapieverfahren nach den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit auch bei den niedrigsten Tumorstadien sehr kritisch
beurteilt werden. Es wurde ein Patient des pNO-Kollektivs identifiziert, dessen Primartumor
im Stadium pTis (Carcinoma in situ) trotz dieser geringsten vertikalen Tumorausbreitung
lymphogene Mikrometastasen entwickelt hatte. Bei der Nachbeobachtung stellte sich heraus,
dass der Patient ein Rezidiv erlitten hatte und im Studienzeitraum an der Krankheit
verstorben war. Da ein Carcinoma in situ des Magens das Lymphsystem nicht erreicht und
deswegen formal auch keine Lymphknotenmetastasen bilden kann, muss in diesem Fall die
histopathologische Beurteilung der Infiltrationstiefe des Primartumors kritisch gesehen
werden. Der Fall unterstreicht aber die Aussage, dass Mikrometastasen hdufig bereits in sehr
frihen Tumorstadien existieren. Zur Verbesserung der postoperativen Morbiditdt und
Lebensqualitét ist es ein interessanter Ansatz, das Ausmald des chirurgischen VVorgehens nach

der Anzahl an Risikofaktoren fiir die Entstehung von Lymphknotenmetastasen festzulegen,
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um dadurch einem bestimmten Patientenkollektiv schonendere, weniger invasive Eingriffe
anbieten zu konnen. Bei nicht nachweisbaren Risikofaktoren wéren dann endoskopische
Verfahren und bei steigendem Risiko der Metastasierung radikalere Operationstechniken zu
wéhlen (Tajima et al. 2010). Es muss jedoch bedacht werden, dass praoperativ die Existenz
lymphogener Mikrometastasen vermutlich nie mit absoluter Sicherheit ausgeschlossen
werden kann und somit nach minimalinvasiven Behandlungsverfahren das erhdhte Risiko
eines Tumorrezidivs bestehen bleibt. Als kurative Therapie der Wahl wird flr das operable
Magenkarzinoms auch weiterhin die Gastrektomie mit D2-Lymphadenektomie empfohlen
(Jiang et al. 2013, Songun et al. 2010). Die Evaluierung des besten operativen VVorgehens ist
jedoch anhaltend Gegenstand aktueller Forschung, und das Ausmal} der Lymphadenektomie
wird seit langem kontrovers diskutiert (De Steur et al. 2013). Ein prognostischer Vorteil der
D2- gegenuber der D1-Resektion wird in grofen Kollektiven nicht immer gefunden
(Hartgrink et al. 2004, Seevaratnam et al. 2012). In einer Studie ohne Nachweis eines
uberlegenen Langzeiterfolgs in der D2-resezierten Gruppe profitierte aber das Subkollektiv
mit lymphogener Metastasierung moglicherweise doch von der erweiterten Lymphknoten-
resektion (Degiuli et al. 2014). Ob diese Beobachtung auch auf Patienten mit Mikro-
metastasen sicher Ubertragbar ist, missen folgende Untersuchungen zeigen.

Die Uberlebensdaten der Patienten mit Mikrometastasen machen deutlich, dass die
Betroffenen gegeniiber dem Kollektiv ohne jegliche Lymphknotenmetastasierung mit einer
reduzierten Lebenserwartung rechnen missen. Trotz des meist niedrigen Tumorstadiums ge-
lingt es haufig nicht, durch eine radikale operative Therapie langfristige Heilung zu erzielen.
Daher missen fiir diese Patienten (neo-)adjuvante Therapieformen etabliert werden.

Studien haben herausgefunden, dass Magenkarzinome mit fortgeschrittener lokaler Tumor-
ausdehnung und/oder lymphogener Makrometastasierung hinsichtlich der progressionsfreien
Zeit und des Gesamtiberlebens signifikant von einer adjuvanten Radiochemotherapie profi-
tieren (Macdonald et al. 2001). Als Konsequenz wurde in den USA eine postoperative
Strahlen- und Chemotherapie standardmaRig fir alle Patienten ohne Fernmetastasen in den
UICC-Stadien Il bis IV eingefihrt. In der vorliegenden Studie gibt es deutliche Hinweise,
dass Mikrometastasen aufgrund ihrer klinischen Relevanz als ,echte“ Lymphknoten-
metastasen angesehen werden missen. Wertete man diese Befunde auch dementsprechend
bei der Tumorklassifikation, entstinde bei vielen Patienten mit pNO-Status ein Upstaging in
die UICC-Stadien Il oder hoher, fir die dann ebenfalls ergdnzende Behandlungen sinnvoll
sein konnten. Bei einer Anderung des Tumorstadiums muss jedoch auch daran gedacht
werden, dass nach der vorliegenden Studie die Uberlebensdaten der Patienten mit lympho-

genen Makrometastasen signifikant schlechter als die der Patienten mit Mikrometastasen
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sind. Wegen dieser inkongruenten klinischen Verlaufe ware eine Verschmelzung der MM+-
und pN+-Kollektive sicher nicht sinnvoll. Es sollte aber in Zukunft gepruft werden, ob die
MM-positiven Patienten ebenfalls von einer adjuvanten Therapie profitieren. Weil zum
Zeitpunkt der Operation bereits sehr haufig mikrometastatische Tumorzellen existieren,
missen auch neoadjuvante Behandlungen in klinischen Studien weiter getestet werden, da
sich eine effiziente préoperative Eliminierung der Zellen vorteilhaft auswirken kénnte. Ein
Ansprechen der Mikrometastasen auf einerseits zytostatische (neo-)adjuvante Therapie-
verfahren kann wegen des erwahnten Nachweises ihrer Zellproliferation erwartet werden.
Aufgrund der gegenteiligen Beobachtung, dass sich okkulte Tumorzellen in der GO-Phase des
Zellzyklus befinden und deswegen gegenuber antiproliferativer Therapie unempféanglich sein
konnten, sollten andererseits zellzyklusunabh&ngige Therapieoptionen gepruft werden, die
beispielsweise auf immunologischer Basis auch in der Ruhephase der Zellen wirken kénnen.
Mit tumorspezifischen monoklonalen Antikdrpern steht eine alternative adjuvante
Behandlungsstrategie zur Verfugung, die bereits in den 90er Jahren erste Kklinisch
ermutigende Ergebnisse gezeigt hat. Der Einsatz des monoklonalen Antikorpers 17-1A, der
sich wie Ber-EP4 gegen das EpCAM-Molekil richtet, fiihrte zu einer signifikanten
Reduktion der Mortalitat und der Rickfallrate bei Patienten mit nodal-positiven kolorektalen
Karzinomen (Riethmuller et al. 1994). Da sich dieser Vorteil vor allem aus einer geringeren
Rate an Fernmetastasen ergab und die Haufigkeit von Lokalrezidiven unbeeinflusst blieb, (bt
diese spezifische Antikorpertherapie moglicherweise eine zytotoxische Wirkung auch auf
okkulte disseminierte Tumorzellen aus. Es sind also Studien notwendig, die die Wirksamkeit
immunologischer Therapie auf das Magenkarzinom und die lymphogenen Mikrometastasen
prufen. Als palliative Therapieoption steht mittlerweile der monoklonale Antikorper
Catumaxomab zur Verfugung, der das EpCAM-Antigen epithelialer Tumorzellen und
gleichzeitig immunologische Effektorzellen bindet und dadurch die Eliminierung der
Krebszellen unterstitzt (Ruf et al. 2007). Bei EpCAM-positiven Karzinomen mit malignem
Aszites fiihrt die intraperitoneale Therapie mit Catumaxomab zu einer Verlangerung der Zeit
bis zur nachsten Parazentese und einem verlangerten punktionsfreien Uberleben (Heiss et al.
2010). In der Studie zeigte das mit dem EpCAM-Antikérper behandelte Subkollektiv der
Magenkarzinom-Patienten auch eine Verbesserung des Gesamtiiberlebens.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie belegen, dass Mikrometastasen eine genetische
Varianz aufweisen und daher der Einsatz eines einzelnen Antikorpers fiir eine maximale
Effizienz der Therapie voraussichtlich nicht ausreichen wird. In Zukunft wére die Erstellung
eines individuellen Antigenprofils denkbar, das nach Risikostratifizierung Patienten mit einer

besonders kritischen Konstellation identifiziert und eine gezieltere Behandlung ermdglicht.
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Die vorliegende Arbeit konnte Mikrometastasen in Lymphknoten des Magenkarzinoms als
einen unabh&ngigen prognostischen Faktor identifizieren, sodass ihre Berucksichtigung beim
Tumorstaging sinnvoll ist. Ergdnzende Studien sind aber notwendig, um die Datenlage weiter
zu festigen und die regelhafte Aufnahme der lymphogenen Mikrometastasen in die pN-
Klassifikation und die Tumorstadien zu rechtfertigen. Sollten sich die hier prasentierten
Ergebnisse in grof3en Patientenkollektiven bestatigen und fiihrte man dann die beschriebenen
Methoden bei allen Magenkarzinom-Patienten durch, erhielte man ein exakteres Staging und
eine individuellere Prognose. In Zukunft wird es dann vermutlich auch gelingen, die stadien-
gerechte Therapie anzupassen und das Langzeitiberleben einzelner Patientengruppen zu

verbessern.
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5 Zusammenfassung

Hintergund: In der Existenz lymphogener Mikrometastasen (MM), die dem zurzeit etablierten
Stagingverfahren verborgen bleiben, liegt méglicherweise eine Ursache fiir die unbefriedigende
Uberlebensrate von Patienten mit nodal-negativem Magenkarzinom. Die MM immunhistoche-
misch nachzuweisen und zu charakterisieren sowie ihre prognostische Relevanz zu priifen,
waren Ziele dieser Arbeit.

Patienten und Methode: 56 pNO-Patienten wurden immunhistochemisch mit dem monoklonalen

Antikorper Ber-EP4 auf das Vorkommen von MM in den regiondaren Lymphknoten untersucht.
Patienten mit immunoreaktiven Einzelzellen oder Zellclustern bis 0,2 cm GroRe wurden positiv
gewertet (MM+). Die Evaluierung des prognostischen Einflusses erfolgte uni- und multivariat.
Die Mikrometastasen wurden mittels immunhistochemischer Doppelfarbung auf die malignom-
spezifische Uberexpression des p53-Proteins untersucht und dem p53-Markierungsindex ihres
Primartumors gegentbergestellt.

Ergebnisse: Bei 33 (58,9%) der 56 pNO-Patienten konnten MM detektiert werden. lhr Vor-
kommen war von klassischen prognostischen Faktoren unabhédngig. Das Kollektiv MM+ zeigte
gegeniiber der Gruppe MM- eine grenzwertig signifikante Reduktion der 5-Jahres-Uber-
lebensrate (5-JUR MM+: 58%, MM-: 82%, p=0,059). Die multivariate Analyse identifizierte
die MM als einen unabh&ngigen prognostischen Faktor. Bei der anschlieBenden Doppelfarbung
lag die Antigen-Retrieval-Rate bei geringen 18,2%. Zwei der sechs Patienten wiesen dabei
p53-positive MM auf. Bei Primartumoren mit p53-Uberexpression zeigten die MM ein
heterogenes p53-Antigenprofil.

Diskussion und Fazit: Ber-EP4-immunoreaktive Zellen werden bei iber der Halfte der histo-

logisch nodal-negativen Magenkarzinome in den regiondren Lymphknoten gefunden. Die
vorliegende Studie bestatigt, dass die hier verwendete Methode okkulte Tumorzellen detektabel
macht. Auf diese Weise diagnostizierte MM sind von klassischen Prognosefaktoren unabhéngig
und konnen bereits in sehr friihen Stadien der Erkrankung auftreten. Sie stellen auch ohne
Berucksichtigung morphologischer Kriterien einen unabhéngigen prognostischen Negativfaktor
dar. Nach den Ergebnissen der Doppelfarbung ist die Akkumulation von p53 in lymphogenen
MM variabel ausgepragt, und ein positiver p53-Uberexpressionsindex des Primartumors lasst
keinen Ruckschluss auf den p53-Status der MM zu. Ergdnzende Untersuchungen mit
Einbeziehung histopathologischer Kriterien, einer detaillierten immunhistopathologischen
Zellcharakterisierung und einer Unterteilung in Mikrometastasen und isolierte Tumorzellen
sollten Gegenstand weiterer Studien sein. Eine Beriicksichtigung dieser Ergebnisse wirde zu
einem exakteren Tumorstaging fiihren, mit dem der Krankheitsverlauf der Patienten noch
besser abgeschatzt und in Zukunft mdglicherweise eine optimierte, stadienadaptierte Therapie

etabliert werden kann.
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7 Addendum

Zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis weisen der Verfasser dieser Dissertation Herr
Kai Wesselhoft und der Doktorvater Herr Professor Olaf Horstmann darauf hin, dass ein
bestimmter und durch Hinweise in den Legenden genau bestimmbarer Anteil dieser Arbeit

bereits publiziert wurde.

Der Name des Doktoranden (Kai Wesselhoft) wurde allein durch das Versdumnis des Autors
Professor O. Horstmann in den folgenden Publikationen nicht aufgefihrt:
e Horstmann O, Fuzesi L, Markus PM, Werner C, Becker H (2004): Significance of
isolated tumor cells in lymph nodes among gastric cancer patients. J Cancer Res Clin
Oncol 130:733-740
e Milsmann C, Fizesi L, Heinmoller E, Krause P, Werner C, Becker H, Horstmann O
(2008): Morphological and immunohistochemical characterization of isolated tumor
cells by p53 status in gastrointestinal tumors. Langenbecks Arch Surg 393:49-58

Die Promotionskommission wurde hiervon in Kenntnis gesetzt. Die Kommission hat am
30. Januar 2014 festgestellt, dass Herr Kai Wesselhoft glaubhaft dokumentieren kann, einen
signifikanten Beitrag an der Datenerstellung und -auswertung geleistet zu haben, und dass
ihm nach anerkannten Grundsatzen der Autorenregelung eine Koautorschaft auf die

genannten Publikationen zustinde.

Die Arbeit wurde am 30. Januar 2014 endgultig als Dissertationsleistung angenommen.

Prof. Dr. med. O. Horstmann Kai Wesselhoft

80


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Milsmann%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17876601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=F%C3%BCzesi%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17876601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Heinm%C3%B6ller%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17876601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Krause%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17876601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Werner%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17876601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Becker%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17876601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Horstmann%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17876601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17876601

	Abkürzungsverzeichnis II
	1  Einleitung 1
	2  Patienten und Methode 15
	3  Ergebnisse 29
	4  Diskussion 46
	5  Zusammenfassung 65
	6  Literaturverzeichnis 66
	7  Addendum 80
	Abkürzungsverzeichnis
	1 Einleitung
	1.1 Einführung
	1.2 Das Magenkarzinom
	1.3 Fragestellung

	2 Patienten und Methode
	2.1 Studiendesign
	2.2 Patientenkollektiv
	2.3 Methoden
	2.3.1 Histopathologische Routinediagnostik
	2.3.2 Immunhistochemische Detektion von Mikrometastasen mit dem  Antikörper Ber-EP4
	2.3.3 Phänotypische Charakterisierung der Mikrometastasen durch immun- histochemische Doppelfärbung mit Darstellung von EpCAM und p53
	2.3.4 Immunhistochemischer Nachweis von p53-Akkumulationen im Primärtumor
	2.3.5 Dokumentation und biometrische Statistik
	2.3.6 Material
	2.3.7 Ethik und Datenschutz


	3 Ergebnisse
	3.1 Nachweis lymphogener Mikrometastasen
	3.2 Zusammenhang zwischen klassischen prognostischen Faktoren  und Lymphknotenmetastasen
	3.3 Prognostische Relevanz der Mikrometastasen
	3.4 Phänotypische Charakterisierung der Mikrometastasen

	4 Diskussion
	5 Zusammenfassung
	6 Literaturverzeichnis
	7 Addendum

