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1 Einleitung

1.1 Das Magenkarzinom

Unter der Uberschrift maligner Tumoren des Magens sind mehrere Tumorentitidten
zusammengefasst. Das Adenokarzinom ist neben Lymphomen, Sarkomen und anderen
Tumoren mit einem Anteil von mehr als 90% der haufigste maligne Tumor des Magens [1].
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden ausschlielich Adenokarzinome des Magens
untersucht. Dem allgemeinen Sprachgebrauch entsprechend werden die Begriffe
»Adenokarzinom des Magens“ und ,Magenkarzinom” im Folgenden weitestgehend synonym

verwendet.

1.1.1 Epidemiologie

Weltweit ist das Magenkarzinom mit etwa 783.000 Todesfallen und mehr als einer Millionen
Neuerkrankten in 2018 die dritthdufigste tumorbedingte Todesursache und das
funfthaufigste neudiagnostizierte Tumorleiden [2]. Besonders auffallig ist die Abhangigkeit
der Pravalenz von Geschlecht, sozio6konomischem Status und geographischer Verteilung. So
sind Manner etwa doppelt so haufig betroffen wie Frauen und Menschen in Landern mit
einem geringeren soziokomischen Status ebenfalls etwa doppelt so haufig wie Menschen in
Lindern mit einem hoheren sozibkonomischen Status [2,3]. Eine erhebliche Haufung der
Fallzahlen lasst sich auflerdem in ostasiatischen Landern und Osteuropa beobachten [2]. Im
globalen Vergleich besonders selten ist das Magenkarzinom hingegen in Nordamerika und
Afrika [2]. In Deutschland ist das Magenkarzinom mit 9.632 Sterbefillen und 15.630
Neuerkrankungen im Jahr 2016 auf Platz 5 der Tumorerkrankungen bei Mannern und Platz 6
bei Frauen [4,5]. Innerhalb Europas liegt Deutschland mit Neuerkrankungen und Sterbefallen
im mittleren Bereich, knapp oberhalb des Durchschnitts. Die niedrigsten Zahlen finden sich
dabei in skandinavischen Landern und die hochsten in den baltischen Staaten [4]. Die 5-
Jahres-Uberlebensrate liegt in Deutschland geschlechtsunabhingig bei etwa 30% [4]. Zwar
hat sich die Zahl der Erkrankten im Vergleich zu 1970 halbiert und die Zahl der Sterbefalle
sogar auf ein Drittel reduziert [4], trotzdem stellt das Magenkarzinom noch immer eine der

haufigsten Tumorentitaten mit zugleich hoher Sterberate dar.
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1.1.2 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie des Magenkarzinoms ist komplex und multifaktoriell. Umwelt- und
Erndhrungsfaktoren spielen darin ebenso eine Rolle wie Rauchverhalten, genetische
Dispositionen und die Besiedlung des Magens durch das gramnegative mikroaerophile
Bakterium Helicobacter pylori (H. pylori) [1,6—8]. Die zuletzt genannte Besiedelung mit H.
pylori stellt dabei den wichtigsten Einzelfaktor dar und wird weltweit mit etwa 65-80% aller
Inzidenzen eines Magenkarzinoms in Verbindung gebracht [9].

Ein Modell der Pathogenese des sporadischen Magenkarzinoms wurde 1988 von Correa
beschrieben. Dabei fiihrt eine chronische Gastritis zum Auftreten intestinaler Metaplasien
und der Entstehung von Epitheldysplasien bis hin zum Karzinom [10]. Zunachst wurden
besonders eine salzhaltige Erndhrung und vitaminarme Kost flr diese Prozesse
verantwortlich gemacht. Nach der Entdeckung von H. pylori durch Barry Marshall und Robin
Warren wurde das Bakterium bald als Verursacher der chronischen bakteriellen Gastritis
identifiziert und in das bereits bestehende Correa-Modell integriert [11,12]. 1994, zwolf
Jahre nach der Erstbeschreibung, klassifizierte die International Agency for Research on
Cancer H. pylori als Typ | Karzinogen [13].

Pathogenetisch nutzt H. pylori das Enzym Urease um sich mit einem basischen Film vor
Magensaure zu schiitzen und sucht zusatzlich die Nahe zu Muzin-produzierenden Epithelien
des Magens [14,15]. Die Freisetzung von Proteasen und anderen zytotoxischen Substanzen
stort dabei tight junctions und induziert Apoptose in Zellen des Magenepithels [16]. In
Abhéangigkeit der Lokalisation fiihrt eine Besiedelung mit H. pylori zu unterschiedlichen
Entziindungsverldufen. So ist die Antrum-prddominante Gastritis mit Magen- und
Duodenalulzera nicht mit einem erhéhten Entartungsrisiko assoziiert, wahrend die Korpus-
pradominante Gastritis mit Schleimhautatrophien, Hypaziditdt und Entartungsneigung
einhergeht [17]. Weltweit wird von einer Infektionspravalenz von mehr als 50% ausgegangen
[18]. In westlichen Landern liegt die geschatzte Pravalenz bei etwa 25% [19]. Der
Infektionsverlauf ist fiir 80% der Menschen asymptomatisch und in diesen Fallen nicht mit
einem erhohten Entartungsrisiko assoziiert [20,21]. Dennoch ist bei Nachweis einer Infektion
mit einem Lebenszeitrisiko von etwa 1-2% fir die Entstehung eines Magenkarzinoms zu

rechnen [22,23].
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Im Rahmen alimentarer Ursachen fordern besonders gerdauchertes und gepokeltes Fleisch,
aber auch andere salz-, nitrit- oder nitratreiche Lebensmittel durch proinflamatorische
Effekte die Karzinogenese [7,23]. Eine mediterrane Diat scheint hingegen zu einem Riickgang
des Krebsrisikos beizutragen [24]. Der Konsum von Tabak erhoéht das Lebenszeitrisiko an
einem Magenkarzinom zu erkranken zwischen 40% und 82% in Abhangigkeit der Dauer und
Intensitat der Exposition [6].

Neben den weitaus haufigeren bisher besprochenen sporadischen Magenkarzinomen
kénnen auch genetische Faktoren die Entstehung eines Magenkarzinoms beglnstigen. Eine
positive Familienanamnese ist dabei in 5-10% der Falle zu beobachten [25]. Fiir die im
engeren Sinne hereditdren Magenkarzinome, gelten als bisher sicher identifizierte Ursachen
eine Keimbahnmutationen im CDH1-Gen fir die Gruppe der Magenkarzinomen vom diffusen
Typ (HDGC) und Defekte verschiedener DNA-Mismatch-Reparaturgene wie sie beispielsweise
im Rahmen des hereditdaren, nicht-polypdsen Kolonkarzinoms (HNPCC) oder anderen

hereditaren Tumorleiden zu finden sind [26,27].

1.1.3 Pathologische Klassifikation des Magenkarzinoms

Fir die Klassifikation der Adenokarzinome des Magens werden verschiedene Schemata
angewandt. Das bekannteste und am haufigsten verwendete ist die phéanotypische
Klassifikation nach Laurén. Diese unterscheidet einen intestinalen Typ gut differenzierter
Karzinome von einem diffusen Typ undifferenzierter Karzinome [1]. Als dritte Variante wird
ein Mischtyp beschrieben, welcher auf Grund seiner morphologischen Eigenschaften weder
dem intestinalen noch diffusen Typ klar zuordnen lasst [1,3]. Epidemiologisch tritt der
intestinale Typ mit drisenartigem Wachstum eher bei Mannern und alten Patienten auf, der
diffuse Typ mit infiltrativem, diskohdsiven Wachstum und entsprechend schlechterer
Prognose hingegen eher bei Frauen und jungen Patienten [3].

Eine ebenfalls morphologische, in dieser Arbeit aber nicht weiter behandelte Klassifikation
wird von der WHO vorgeschlagen. Diese Unterscheidet tubulare, papilldre, muzinése und
gering kohasive Wachstumstypen [28].

Mit Voranschreiten des Verstdndnisses der Tumorgenetik wird nun auch eine molekulare
Klassifikation des Magenkarzinoms vorgeschlagen. So zerfallt das Magenkarzinom nach einer

Arbeit des Cancer Genome Atlas Research Network in vier genetische Subtypen: Epstein-
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Barr-Virus (EBV)-assoziiert, mikrosatelliteninstabil (MSI), chromosomal instabil (CIN) und
genomisch stabil (GS) [29]. Hierbei handelt es sich um eine Klassifikation entsprechend der
Assoziation dieser Typen mit der Prdvalenz tumorgenetischer Eigenschaften wie
charakteristischen Genmutationen oder -aktivierungen [29]. Aber auch morphologische
Eigenschaften sind in dieser Klassifikation teilweise abgebildet. So ist ein intestinaler
Wachstumstyp mit chromosomaler Instabilitat und diffuser Wachstumstyp mit genomischer
Stabilitat assoziiert [29].

Die Klassifikation des Tumorstadiums erfolgt anhand der TNM-Klassifikation der Unio
internationalis contra cancrum (UICC). Diese wurde zuletzt 2017 in der 8. Auflage
herausgegeben [30]. Die Unterteilung erfolgt hierbei nach Eindringtiefe des Primartumors
(T), dem Status regionarer Lymphknoten (N) und dem Vorliegen von Fernmetastasen (M)
(Tabelle 1.1) [30]. Durch Kombination dieser Kriterien lassen sich in an der Krankheitsklinik

orientierte Stadien von 0 bis IV nach Vorschlag der UICC definieren [30] (Tabelle 1.2).

T - Primartumor

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt flr Primartumor

Tis Carcinoma in situ: intraepithelialer Tumor ohne Infiltration der Lamina propria, hochgradige
Dysplasie

T1 Tumor infiltriert Lamina propria, Muscularis mucosae oder Submukosa

Tla | Tumor infiltriert Lamina Propria oder Muscularis mucosae
T1lb | Tumor infiltriert Submukosa

T2 Tumor infiltriert Muscularis propria
T3 Tumor infiltriert Subserosa
T4 Tumor perforiert Serosa (viscerales Peritoneum) oder infiltriert benachbarte Strukturen

T4a | Tumor perforiert Serosa
T4b | Tumor infiltriert benachbarte Strukturen

N - Regionare Lymphknoten

NX Regionadre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in 1 bis 2 regionaren Lymphknoten

N2 Metastasen in 3 bis 6 regionaren Lymphknoten

N3 Metastasen in 6 oder mehr regiondren Lymphknoten

N3a | Metastasen in 7 bis 15 regiondren Lymphknoten
N3b | Metastasen in 16 oder mehr regiondren Lymphknoten

M - Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

Tabelle 1.1 TNM-Klassifikation des Magenkarzinoms (ICD-O C16). Entsprechend der 8. Auflage TNM:
Klassifikation maligner Tumoren [30].
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UICC-Stadium Primartumor Lymphknoten Fernmetastasen
0 Tis NO MO
IA Tla NO MO
Tlb NO MO
IB T2 NO MO
T1 N1 MO
A T3 NO MO
T2 N1 MO
T1 N2 MO
1B T4a NO MO
T3 N1 MO
T N2 MO
T1 N3 MO
A T4a N1 MO
T3 N2 MO
T2 N3 MO
B T4b NO/1 MO
T4a N2 MO
T3 N3 MO
lnc Tab N2/3 MO
T4a N3 MO
vV jedes T jedes N M1

Tabelle 1.2 UICC-Stadien des Magenkarzinoms. Entsprechend der 8. Auflage TNM: Klassifikation maligner

Tumoren [30]. Fir eine Erlauterung der Abkiirzungen siehe Tabelle 1.1.
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1.1.4 Pravention, Diagnostik und Therapie des Magenkarzinoms

Mit einem geringen mittleren 5-Jahres-Uberleben von nur etwa 30% hat das Magenkarzinom
noch immer eine schlechte Prognose [5]. Besonders Verantwortlich ist die oft
fortgeschrittene Tumorinvasion von Stadium T3 bis T4 [5]. Im Folgenden soll die klinische
Umsetzung von Pravention, Diagnostik und Therapie dargestellt werden. Eine
evidenzbasierte Grundlage bietet hierzu die S3 Leitlinie zu Diagnostik und Therapie der
Adenokarzinome des Magens und dsophagogastalen Ubergangs des Leitlinienprogrammes
Onkologie [31].

Praventiv konnten sich bisher kaum Optionen in der Klinik bewdhren. Der Gebrauch von
Medikamenten wie nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR) wird nicht empfohlen und auch
ein serologisches oder endoskopisches Screening ist nicht angezeigt [31,32]. Als einzige
Malnahme der Prophylaxe ist die medikamentose Eradikation des kanzerogenen H. pylori
fur Risikopatienten etabliert [31].

In der Primardiagnostik wird die endoskopische Untersuchung mit Entnahme von
mindestens acht Biopsien aus allen verdachtigen Lasionen empfohlen [31]. Anlass fir eine
solche Diagnostik sind Alarmsymptome wie Dysphagie, rezidivierendes Erbrechen,
Inappetenz, Gewichtsverlust und gastrointestinale Blutungen im klinischen Zusammenhang
mit dem Verdacht auf ein Karzinom des Magens oder Osophagus [31].

Auf die Mukosa begrenzte Prozesse kdnnen unter Umstdnden endoskopisch abgetragen
werden [31,33]. Als Ergebnis eines fortgeschrittenen Tumorgeschehens ist jedoch oftmals
eine radikalere Chirurgie mit Lymphadenektomie und teil- oder vollstandiger Gastrektomie
erforderlich [31,34].

Eine Chemotherapie soll perioperativ fiir T3 und resektable T4 Stadien durchgefiihrt werden
und ist bei T2 Stadien in Abhdngigkeit der individuellen Gegebenheiten moglich [31]. Erste
Evidenz fiir eine perioperative Chemotherapie lieferte die MAGIC-Studie 2006 mit einer
Kombination von Epirubicin, Cisplatin und 5-Fluoruracil (ECF) [35]. Der Ansatz einer
neoadjuvanten Radiochemotherapie ist dabei eine gleichermallen empfehlenswerte
Alternative fur T3 und T4 Tumoren [31,34]. Beide Ansdtze konnten einen Vorteil gegeniber
einer rein chirurgischen Therapie zeigen, haben seit ihrer Etablierung jedoch auch einen nur
geringen Einfluss auf die Gesamtsterblichkeit des Magenkarzinoms [35,36]. Aktuell wir das

urspriingliche ECF-Schema in Folge der FLOT4-AIO-Studie von 2017 durch eine Kombination
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aus Docetaxel, Oxaliplatin und Fluorouracil/Leucovorin (FLOT) abgel6st [37]. Dies spiegelt
sich auch in den 2019 aktualisierten Empfehlungen der S3-Leitlinie zur Therapie des
Magenkarzinoms wieder, welche eine perioperative/neoadjuvante Therapie mit FLOT ab T2
empfiehlt [31].

Die Therapie mit Antikorpern oder ,,small molecules” wird bislang nicht auRerhalb klinischer
Studien empfohlen [31]. In solchen Studien konnten bisher der anti-Her2/neu (humaner
epidermaler Wachstumsfaktor 2)-Antikérper Trastuzumab und der anti-VEGFR-2 (vaskularer
endothelialer Wachstumsfaktor Rezeptor 2)-Antikdrper Ramucirumab, jeweils in
Kombination mit einer Chemotherapie einen Uberlebensvorteil fiir fortgeschrittene
Magenkarzinome zeigen [38,39]. Weitere Biomarker mit bislang unklarer klinischer Evidenz
sind unter anderem MET (mesenchymal-epithelial Translationsfaktor) und FGFR-2
(Fibroblasten-Wachstumsfaktor Rezeptor 2) [40].

Tumorimmunologische Eigenschaften und Immunevasionsmechanismen liefern nun viel

versprechende und dringlich beno6tigte neue Ziele in der Therapie des Magenkarzinoms [41].
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1.2 Immun-Checkpoint-Regulatoren

Die Gruppe der Immun-Checkpoint-Regulatoren besteht aus Proteinen, welche in der
Interaktion von Immunzellen als Kofaktoren die Aktivierung eines Signalweges hemmen oder
fordern konnen [42]. Im Fokus steht hierbei die Interaktion von T-Zellen mit
Antigenprasentierenden Zellen (APC). Tumoren kdnnen sich die immunsuppressive Wirkung
hemmender Kofaktoren als Mechanismus der Immunevasion zu Nutzen machen und
exprimieren diese oft selbst [42,43]. Ein solcher Vorgang wird durch die Ausbildung eines
Tumormikromilieus, in welchem sich Nester von Tumorzellen vor einer Immunantwort

schitzen, verstarkt [44].

1.2.1 B7 Membranproteine

Die B7 Familie ist eine Gruppe membranstandiger Proteine mit immunregulatorischer
Wirkung als Immun-Checkpoint-Regulatoren [43,45]. Die ersten entdeckten Mitglieder sind
B7-1 und B7-2, besser bekannt als CD80 und CD86, welche auf APCs exprimiert werden und
abhangig von ihrem Interaktionspartner als Kofaktor bei der T-Zell-Rezeptorinteraktion zur
Stimulation oder Hemmung der T-Zell-Aktivierung beitragen [43,45]. Diese moglichen
Interaktionspartner sind CD28 fiir eine Stimulation und das T-Lymphozyten assoziierte
Protein 4 (CTLA-4, CD152) oder Programmed Death 1 Ligand 1 (PD-L1) flr eine Inhibition
[43,46]. Weiterer Interaktionspartner von PD-L1 ist Programmed Cell Death Protein 1 (PD-1),
welches Apoptose in T-Helferzellen induziert [43,45]. Das vierte Protein vom B7-Typ ist der
Induzierbare T-Zell Kostimulator Ligand (ICOS-L) [43]. Erst kiirzlich sind fiinf weitere Proteine
der B7 Gruppe identifiziert worden. Diese sind B7-H3, B7-H4 (VTCN1), B7-H5 (VISTA), B7-H6
(NCR3LG1) und B7-H7 (HHLA2) [45] (Tabelle 1.3).

Fir viele der B7-Familienmitglieder konnte bereits eine tumorbiologische Relevanz gezeigt
werden [45]. Eine Uberexpression von PD-L1 ist beispielsweise besonders in den
molekularen Gruppen der EBV- und MSl-assoziierten Magenkarzinome zu beobachten [47].
Als Zielstrukturen mit klinischer Relevanz sind beispielsweise Inhibitoren von PD-1 oder
kombiniert von PD-1 und CTLA-4 im Melanom und Inhibitoren von PD-L1 im Lungenkarzinom

nach den jeweiligen S3-Leitlinien etabliert [48,49].
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In Zukunft gilt es besonders die Relevanz von Immun-Checkpoint-Regulatoren als
Immunevasionsmechanismen verschiedener Tumoren zu verstehen, betroffene Patienten zu

identifizieren und diese einer geeigneten gezielten Therapie zuzufiihren.

Nomenklatur der B7-Familie Alternativer Name

B7-1 CD80
B7-2 CD86
B7-DC PD-L2
B7-H1 PD-L1
B7-H2 ICOS-L
B7-H3 CD276
B7-H4 VTCN1
B7-H5 VISTA
B7-H6 NCR3LG1
B7-H7 HHLA2

Tabelle 1.3 Nomenklatur der B7-Membranproteinfamilie. Nach Collins et al. [43] und Ni et al. [45].

1.2.2 VISTA

V-domain immunoglobulin(lg)-containing suppressor of T-cell activation (VISTA), auch
bekannt unter den alternativen Namen B7-H5, PD1 homolog (PD1H), DD1a, Gi24 oder dem
Namen des Gens Diesl (C1l0orf54), ist Mitglied der B7 Familie der Immun-Checkpoint-
Regulatoren [50,51]. Nach aktuellem Kenntnisstand ist flir VISTA sowohl die Interaktion mit
dem Liganden VSIG-3 und dem P-Selectin-Glycoprotein-Ligand-1 (PSGL-1), als auch die
Funktion als homophiler Rezeptor beschrieben [52-54].

Regular wird VISTA als Typ | Membranprotein auf hamatopoetischen Zellen, wie
Granulozyten, T-Zellen und myeloischen Zellen exprimiert [55]. Aber auch embryonale
Epithelien zeigen eine Expression im Stammzellstadium mit zunehmendem Verlust im
Verlauf der epithelialen Differenzierung [52]. In diesem Zusammenhang ist auch die
Aktivierung des Gens liber den BMP-Signalweg beschrieben [52]. AuBerdem besitzt VISTA
eine P53-Bindungsstelle im Promotor und beglinstigt durch Expression im Rahmen der
Apoptose die Interaktion und Phagozytose von Zellen durch Makrophagen [56]. Die
verminderte Expression von VISTA hingegen bewirkt ein negatives Feedback im BMP-
Signalweg liber BMP4-assoziierte Aktivierung von miR-125a-5p und die Methylierung des

Promotors [52].
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Im erwachsenen Menschen sind die immunregulatorischen Aufgaben von VISTA vordringlich
relevant. Hier gilt eine allgemein immunrestriktive Wirkung, weshalb VISTA wie PD-L1 und
CTLA-4 zu den Immun-Checkpoint-Inhibitoren gerechnet wird [52,57]. Im speziellen ist eine
Expression auf APCs, naiven T-Zellen und regulatorischen T-Zellen zu beobachten. In der
Interaktion von APCs und naiven T-Zellen fiihrt eine gleichzeitige Interaktion tber VISTA zur
Hemmung der T-Zelle und zur Aktivierung der Differenzierung in Richtung regulatorischer T-
Zelle [58,59]. Auf einer regulatorischen T-Zelle fiihrt eine Interaktion (iber VISTA zu einer
Aktivierung der Zelle [59]. So fordert jede Interaktion (iber VISTA eine Selbstrestriktion des
Immunsystems.

Ein Forschungsgebiet zu VISTA liegt in der Entzindungsmedizin. Hier wird besonders die
Rolle in inflammatorischen Prozessen wie der Arthritis und Th2-vermittelten Allergien
untersucht [60—62]. Dabei sind bereits mehrere Ansatze mit VISTA-Agonisten in Entwicklung,
um dessen immunregulatorische Wirkung zu nutzen [63].

In der onkologischen Forschung sind die Prozesse der Immunevasion unter Beteiligung von
Immun-Checkpoint-Inhibitoren wie VISTA relevant. Im Mausmodell ist der durch VISTA
vermittelte Signalweg zu denen von PD-1 und anderen Mitgliedern der B7 Familie
vermittelten Signalwegen redundanzfrei [64]. Diese Eigenschaft macht eine VISTA-Blockade
besonders attraktiv als Kombinationspartner mit klinisch erprobten PD-1-Blockern oder als
Ziel neuer gegen PD-1 und VISTA gerichteter Substanzen. Aktuell wird ein ,small molecule”
gegen PD-L1/2 und VISTA in einer Phase 1 Studie untersucht (CA-170; NCT02812875).

Im Magenkarzinom konnte eine Assoziation des Nachweises von VISTA in Tumorzellen mit
dem Laurén-Phanotyp, Tumorlokalisation, EBV-Infektion, KRAS- und PIK3CA-Mutationsstatus

und PD-L1 gezeigt werden [65].
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1.3 Fragestellung

Bisherige Untersuchungen prasentieren VISTA als neuen Immun-Checkpoint-Regulator mit
Beteiligung an Immunevasionsprozessen des Magenkarzinoms. Basierend auf diesen
Erkenntnissen beruht die vorliegende Arbeit auf der Hypothese, dass VISTA auch nach
durchgefiihrter  perioperativer/neoadjuvanter platinbasierter ~Chemotherapie eine
tumorimmunologische Bedeutung fir das Magenkarzinom hat und so ein potenzielles Ziel
fur kinftige Therapiestrategien darstellt.

Um diese Hypothese zu prifen sollen folgende Fragen beantwortet werden:

1. Ist VISTA im Magenkarzinom nach stattgehabter perioperativer/neoadjuvanter
Chemotherapie nachweisbar?

2. Wie verhalt sich VISTA im Vergleich zu therapienaiven Magenkarzinomen?

3. Wie konnte VISTA nach perioperativer/neoadjuvanter Therapie als Ziel

individualisierter Medizin genutzt werden?

Die Untersuchungen des in dieser Arbeit herangezogenen Kollektivs sind zur Beantwortung
oben genannter Fragen einer 2017 durch Boger et al. veroffentlichten Untersuchung an
therapienaiven Magenkarzinomen nachempfunden. So soll der Vergleich mit dieser
historischen Kohorte Effekte stattgehabter Chemotherapie auf die Tumorbiologie
beleuchten.

Die Charakterisierung von VISTA in einer Kohorte neoadjuvant/perioperativ behandelter
Magenkarzinome soll zudem das derzeit nur wenig publizierte Wissen um die Rolle dieses

Immun-Checkpoint-Regulators in klinischen Fallen humaner Tumoren erganzen.
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Kollektiv

Alle von 1998 bis April 2017 am Institut fir Pathologie des UKSH (Campus Kiel) verfligbaren
Praparate von Adenokarzinomen des Magens und des gastrodsophagealen Ubergangs nach
perioperativer oder neoadjuvanter Chemotherapie wurden als Kollektiv zusammengefasst.
Diese Gewebeproben wurden im Rahmen der chirurgischen Therapie gewonnen. Zuvor
wurde das individuelle Einverstidndnis eingeholt. Alle identifizierenden Patientendaten
wurden fiur den Verlauf der Auswertung pseudonymisiert. Die Klassifikation des
morphologischen Typs nach Laurén, T-, N-, M-, L-, V-, Pn- Kategorie, R-Status, Stadium nach
UICC und Tumorregression erfolgte durch einen erfahrenen Pathologen. Sterbedaten
wurden dem Krebsregister Schleswig-Holstein entnommen. Follow-Up-Daten noch lebender
Patienten wurden von behandelnden Arzten und Kliniken bereitgestellt. Die Genehmigung
der Untersuchung wurde durch die Ethikkommission des UKSH (Campus Kiel) erteilt

(D525/15; D453/10).

2.1.2 Gerate

Die folgenden Gerate wurden in der Durchflihrung der vorliegenden Arbeit als Hilfsmittel
verwendet: Promounter® RCM 2000 Coverslipping Machine (Medite GmbH, Burgdorf), See-
Saw Rocker SSL4 (Stuart Equipment, Staffordshire, UK), COP 30 Cooling Plate (Medite GmbH,
Burgdorf), Pipetten (Eppendorf AG, Hamburg), Rotationsmikrotom RM2245 (Leica
Microsystems, Wetzlar), Tissue Flotation Bath TFB 45 (Medite GmbH, Burgdorf), Lab dancer
vario (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen), Druckkochtopf Pascal (DakoCytomatin Denmark,
Glostrup, DK), Gefrierschrank VIP Series -86 °C (Sanyo Biomedical, Wood Dale IL, USA), HP
Officejet Pro 8000 (Hewlett-Packard, Palo Alto CA, USA), Mitsubishi P93D (Mitsubishi Electric
Europe B.V., Ratingen), Hand Tally Counter (Ecandy, China), Leica DM1000 Lichtmikroskop

(Leica Microsystems, Wetzlar), Leica SCN400 Scanner (Leica Microsystems, Wetzlar).
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2.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Im Rahmen der Laborarbeit kamen folgende Reagenzien zum Einsatz: Antibody Diluent
(Zytomed Systems GmbH, Berlin), 99% Athanol (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe), Xylol
(Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen), Aqua dest. (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe),
Zitronensaure-Monohydrat (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe), Tris-gepufferte
Kochsalzlésung (TBS) (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe), Hamalaunlosung sauer nach
Mayer (Dr. K. Hollborn und S6hne, Leipzig), UltraVision Protein Block (Thermo Scientific,
Runcorn, UK), UltraVision Hydrogen Peroxide Block (Thermo Scientific, Runcorn, UK), EZ-
Mount™ (Thermo Scientific, Runcorn, UK). Die Herstellung verschiedener Verdiinnungen von
Athanol und TBS-Puffer erfolgte durch Hinzugabe von destilliertem Wasser in
entsprechenden Mengen. Als Peroxidase Substrat Kit kam ImmPACT™ NovaRED™ von Vector
Labs (Burlingame CA, USA) zum Einsatz. Zusatzlich wurden folgende Verbrauchmaterialien
benutzt: Leica BOND™ Plus Slides (Leica Biosystems Richmond Inc., Richmond IL, USA),
Deckglaser 24 x 50 mm (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe), ART® Pipettenspitzen
(Molecular Bio Products, San Diego CA, USA).

2.1.4 Antikorper

Fiir die immunhistochemische Farbung wurde als Primarantikorper der VISTA (D1L2G™) XP®
Rabbit mAb von Cell Signaling Technology (Danvers MA, USA) in einer Verdiinnung von 1:500
verwendet. Sekundarantikorper war ImmPRESS™ Reagent Peroxidase Universal Anti-

Mouse/Rabbit Ig MP-7500 von Vector Labs (Burlingame CA, USA).

2.1.5 Software

Folgende Software wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit genutzt: Microsoft® Windows
7 und 10 (Microsoft Deutschland GmbH, UnterschleiBheim), IBM SPSS Statistics 24 fiir
Windows (IBM Deutschland GmbH, Ehningen), Microsoft® Word 2016 MSO (Microsoft
Deutschland GmbH, UnterschleiBheim), Microsoft® Excel 2016 (Microsoft Deutschland
GmbH, UnterschleiBheim), Citavi 5.7 fiir Windows (Swiss Academic Software GmbH,

Wadenswil, CH), Leica SCN400 Client (Leica Microsystems, Wetzlar).
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2.2 Methoden

Die folgenden Methoden der Anfertigung und Auswertung erfolgten in Anlehnung an eine
frihere Untersuchung von VISTA an Fallen therapienaiver Magenkarzinome durch Boger et.
al, veroffentlicht im Jahr 2017 [65]. Abweichungen werden an den entsprechenden Stellen

hervorgehoben.

2.2.1 Herstellung der Schnittpraparate

Nach chirurgischer Entnahme wurden die Gewebeproben zugeschnitten und in 10% neutral
gepuffertem Formalin fixiert. AnschlieRend erfolgten Entwasserung und Einbettung in
Paraffin in einem Gewebeeinbettautomaten.

259 auf diese Art hergestellte Gewebeblécke wurden fiir diese Arbeit verwendet. 141
enthielten Anteile eines Primartumors, 93 enthielten korrespondierende regionare
Lymphknotenmetastasen und 15 enthielten Fernmetastasen.

Schnittprdaparate von 2 um Dicke wurden auf beschichtete Superfrost 2+-Objekttrager
aufgebracht und bei 53 °C fiir etwa 12 Stunden getrocknet. Anschliefend erfolgte die
Lagerung dieser Gewebeschnitte bei 4-8°C bis sie der immunhistochemischen Farbung

zugefihrt wurden.

2.2.2 Immunhistochemie

Grundlage des Nachweises von VISTA in dieser Arbeit ist die Immunhistochemie auf Basis
der Polymerkonjugat-Methode. Hierzu wird in einem ersten Schritt ein unkonjugierter
Primdrantikorper gegen das zu untersuchende Epitop gebunden. In einem zweiten Schritt
erfolgt die Bindung eines Polymers Uber anti-Spezies-Sekundarantikérper gegen den
Primarantikorpers. An dieses Polymer ist neben dem Sekundarantikdrper auch repetitiv ein
Enzym, in diesem Fall Peroxidase, gekoppelt. Der dritte Schritt ist die Hinzugabe eines
Chromogens, welches durch Peroxidase in ein farbiges Produkt umgesetzt wird [66].

Die farbetechnischen Arbeitsablaufe fanden immer an zwei aufeinander folgenden Tagen

statt. Im Folgenden wird die Durchfiihrung dieser Laborarbeit beschrieben:
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Am ersten Tag der immunhistochemischen Farbung wurden die Schnittpraparate rehydriert.
Hierzu wurden sie durch eine absteigende Alkoholreihe mit 5 Stufen und zwei Badern pro
Stufe gefiihrt. Die Stufen waren: Xylol, 96% Athanol, 70% Athanol, 50% Athanol und
destilliertes Wasser. In den Badern verblieben die Schnitte jeweils 5 Minuten, im Xylolbad
jeweils 12 Minuten. Nach der Rehydrierung erfolgte eine Vorbehandlung zur
Antigendemaskierung. Hierzu wurden die Schnitte in Plastikkivetten sortiert, mit 100 ml
eines 1x Citratpuffers beflllt und in einen Druckkochtopf gestellt. Dieser wurde mit 500 ml
destilliertem Wasser beflillt und auf eine Zieltemperatur von 125°C fir 1 Minute und eine
Abkulhltemperatur von 90°C fir 10 Sekunden eingestellt. Der Demaskierungsvorgang
dauerte etwa 40 Minuten, woraufhin die noch warmen Schnitte mit Leitungswasser (iber
einen Zeitraum von 10 Minuten von warm zu kalt werdend abgekihlt wurden. AbschlieRend
wurden die Plastikklvetten mit 1x TBS-Puffer befullt und fir 5 Minuten auf einem Rihrtisch
bei 40 Wiederholungen pro Minute gespllt. Der nachste Arbeitsschritt war die Blockierung
unerwiinschter Farbeinteraktionen. Diese erfolgte zundchst mit 3 Tropfen UltraVision
Hydrogen Peroxide Block (Thermo Scientific) fir 15 Minuten bei Raumtemperatur. Als
Zwischenschritt wurde nun drei Mal je 5 Minuten in 1x TBS-Puffer auf dem Rihrtisch gespiilt
und danach mit der Blockierung unspezifischer Proteinantigene fortgefahren. Diese erfolgte
mit 3 Tropfen UltraVision Protein Block (Thermo Scientific) fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur, gefolgt von 3 Spilgdangen mit je 2 Minuten auf dem Ruhrtisch in 1x TBS-
Puffer. Als vierter und letzter Schritt des ersten Tages folgte nun die Applikation des
Priméarantikorpers (VISTA (D1L2G™) XP® Rabbit mAb von Cell Signaling Technology). Hierzu
wurde von diesem mit Antibody Diluent (Zytomed Systems GmbH) eine Verdiinnung von
1:500 angefertigt. Diese Verdinnung wurde zu je etwa 150 pl auf alle Préparate aufgebracht,
fir 30 Minuten bei Raumtemperatur und anschlieBend fiir etwa 12 Stunden (iber Nacht bei
4-8°C inkubiert.

Der zweite Tag hat jeweils mit der Entnahme aus dem Kiihlschrank und dreimaligem Spilen
auf dem Rihrtisch je 5 Minuten in 1x TBS-Puffer begonnen. Anschlielend wurde der
Sekundarantikorper auf die Schnitte getropft und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert, gefolgt von weiteren drei Splilgdngen je 5 Minuten in 1x TBS-Puffer. Das
NovaRED™ Substrat (Vector Labs) wurde aus seinen 4 Losungen neu hergestellt, auf die
Schnitte pipettiert und bei Raumtemperatur fir 5 Minuten inkubiert. Die anschliefende

Spllung erfolgte fir 5 Minuten in destilliertem Wasser. Letzter Farbeschritt war die
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Kernfarbung mittels Hamalaunldsung (sauer nach Mayer, Dr. K. Hollborn und Séhne) fir 1
Minute mit folgendem bldauen unter flieBendem warmem Leitungswasser fiir 10 Minuten.
Mit Abschluss der Farbung wurden die Schnitte nun wieder dehydriert. Hierzu diente eine
Uberfilhrung in je zwei Biadern von destilliertem Wasser, 70% Athanol, 96% Athanol und
Xylol fiir 2 Minuten pro Bad. Die dehydrierten Schnitte wurden dann mit Hilfe von EZ-Mount
Eindeckmittel (Thermo Scientific) an einem Eindeckautomaten (Promounter® RCM 2000,

Medite GmbH) mit Deckglasern versehen.

2.2.3 Mikroskopische Auswertung

Die mikroskopischen Auswertungen erfolgten fir Tumor- und Immunzellen (Lymphozyten,
Granulozyten, Makrophagen, etc.). Kriterien flir Tumorzellen waren der prozentuale Anteil
positiver vitaler Tumorzellen an allen vitalen Tumorzellen und die Einordnung der
Farbeintensitat der vitalen Tumorzellen in 0 (nicht angefarbt), 1+ (schwach gefarbt), 2+
(maRig gefarbt) und 3+ (stark gefarbt). Diese Werte wurden abgeschatzt und untereinander
zur Prifung der Plausibilitdt verglichen. Immunzellen wurden bewertet in dem ein
hochauflésendes Gesichtsfeld (400x VergroBerung) so gewdhlt wurde, dass es dem Bereich
des Tumormikromilieus durch direkte Ndhe zu vitalem Tumor oder, im Falle einer
vollstandigen Regression nach Chemotherapie, der verbleibenden Narbe zuzuordnen war. In
diesem Gesichtsfeld wurden mit Hilfe eines Handzdhlers die Anzahl aller Immunzellen und
die Anzahl positiv gefarbter Immunzellen erfasst. Durch Kenntnis der Sehfeldzahl des
verwendeten Mikroskops (Leica DM 1000; 20 mm Sehfeldzahl) konnten mit diesem Wert,
bei Verwendung eines 40x Objektivs, auch Surrogate wie die Anzahl positiver Immunzellen
pro 200 oder Anzahl positiver Immunzellen pro Quadratmillimeter bestimmt werden. Die
hierbei notige Flache in einem Gesichtsfeld ergibt sich nach der Formel fiir die Kreisflache

A = mr?. Die Rechnung lautet wie folgt:

A= (ZOmm)z = 0,196mm?
=720 = 0,196mm

Als interne Positivkontrolle wurde die Farbung von Endothelien und ein Grundniveau

positiver Immunzellen untersucht.
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Der genannte Auswertungsalgorithmus wurde auf alle Schnittprdaparate angewandt. Eine
Ausnahme bildeten Lymphknoten- und Fernmetastasen, bei denen die geringe Menge oder
Verteilung der Immunzellen eine Auszdahlung pro Gesichtsfeld schwierig und wenig
aussagekraftig gemacht hatte. In diesen Fallen wurden nur Tumoranteile bewertet. Schnitte
ohne vitalen Tumor wurden im Gegensatz dazu nur auf Immunzellen im Narbenbereich hin
untersucht. Die Einordnung in Intensitatsstufen wurde nach Durchsicht aller Schnitte im

Vergleich mit hierbei als reprasentativ befundenen Schnitten Gberprift.

2.2.4 Genotypische Analyse

Die Erfassung des HER2- und MET-, MSI- und EBV-Satus in Primartumoren dieses Kollektivs
erfolgte freundlicherweise durch Frau Anna Bregenzer im Rahmen ihrer Promotionsarbeit in
Zusammenarbeit mit einer medizinisch-technische Laboratoriumsassistentin. HER2- und
MET-Status wurden mittels Immunhistochemie (anti-Her2/neu Antikorper, Klon SP3; Thermo
Fisher Scientific) und in situ-Hybridisierung (ZytoDot 2C SPEC HER2/CEN17 Gensonde,
ZytoDot 2C SPEC MET/CEN7 Gensonde und ZytoDot 2C CISH Implementierungskit;
ZytoVision GmbH) erhoben. Der EBV-Status wurde mittels EBER-Gensonde (Novocastra;
Leica Microsystems GmbH) und dem BondMax-Detektionssystem untersucht. Feststellung
des MSI-Status erfolgte Uber immunhistochemische Farbungen gegen MLH1 (Klon G168-15;
BD Biosciences), PMS2 (Klon MRQ-28; Cell Marque Corporation), MSH2 (Klon FE11;
Calbiochem, Merck KGaA) und MSH6 (Klon 44, BD Biosciences). In Fallen unklarer Farbung
erfolgte der zusatzliche Vergleich allelischer Profile der Marker BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-

24, und NR-27 in Tumor- und zugehorigem Normalgewebe.

2.2.5 Statistische Auswertung

Mikroskopisch erhobene Daten wurden in Microsoft® Excel festgehalten und fiir die
statistische Aufarbeitung in IBM SPSS Statistics 24 Gbertragen. Ein Immunreaktivitats-Score
(IRS) wurde fir Tumorzellen festgelegt. Dieser ergab sich aus der Summe einer Kategorie A
und einer Kategorie B. Kategorie A reprasentiert den Anteil immunreaktiver Tumorzellen am
gesamten Tumor und Kategorie B die Intensitdt der immunhistochemischen Farbung. Anders

als Boger et al. wurde hier fur die weitere Statistik eine dreistufige und keine vierstufige
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Graduierung der Intensitat gewahlt, da nur ein Fall (mit drei Praparaten) der Intensitat 3+
zugeordnet werden konnte. Die Intensitaten 2+ und 3+ wurden entsprechend fiir die weitere
statistische Analyse als 2+/3+ zusammengefasst. Die Intensitdten der Kategorie B ergeben
sich daher wie folgt: 0 (keine Farbung), 1 (1+, schwach), 2 (2+/3+, stark). So lieRen sich
mogliche Werte des IRS von 0 bis 6 Punkten errechnen, wobei jeder negative Tumor den
Wert 0 und jeder positive Tumor einen Wert 22 haben muss (Tabelle 2.1).

Tumorregression wurde als Becker-Regressionsgrad unterteilt [67]. Grad 0 steht hierbei fiir
die Abwesenheit vitaler Tumorresiduen, Grad 1a fiir <10% vitale Tumorresiduen, Grad 1b fiir
10 bis 50% vitale Tumorresiduen und Grad 3 fir 250% vitale Tumorresiduen. AuRerdem
wurde der Anteil vitaler Tumorresiduen sowohl an dessen Median in eine Gruppe <55% und
eine Gruppe 255%, als auch in Quartile (Q1 <6%; Q2 6-55%; Q3 56-85%; Q4 >85%) unterteilt.
Korrelationen mit klinisch-pathologischen Daten wurden mit Hilfe des exakten Tests nach
Fisher und des Rangkorrelationskoeffizienten Kendall’'s Tau untersucht. Kumulatives
Uberleben wurde als Kaplan-Meier Kurve visualisiert und Unterschiede mit dem Log-Rank-
Test untersucht. Die Assoziation von Immunzelldichte und dem Anteil positiver Immunzellen
wurde mit der Pearson-Korrelation (berprift. P-Werte unter 0,05 wurden als statistisch
signifikant betrachtet. Die Korrektur fiir multiple Tests erfolgte mittels der Simes (Benjamini-

Hochberg) Prozedur [68].

IRS Kategorie A Kategorie B
(Anteil immunreaktiver Tumorzellen) (Intensitéat)
0 0 (keine immunreaktiven Zellen) O (keine Firbung)
2 1 (1% immunreaktive Zellen) 1 (1+, schwach)
3 1 2 (2+/3+, stark)
2 (>1% bis £10% immunreaktive Zellen) 1
4 2 2
3 (>10% bis <50% immunreaktive Zellen) 1
5 3 2
4 (>50% immunreaktive Zellen) 1
6 4 2

Tabelle 2.1 Immunreaktivitdts-Score (IRS). Der hier verwendete Immunreaktivitats-Score bezieht sich auf
Tumorzellen und ist zusammengesetzt aus dem Anteil immunreaktiver Tumorzellen, mit Werte von 0 bis 5 (0 =
keine immunreaktiven Zellen; 1 = <1% immunreaktive Zellen; 2 = >1% bis <10% immunreaktive Zellen; 3 = >10%
bis £50% immunreaktive Zellen; 4 = >50% immunreaktive Zellen) und der Intensitdt der Immunreaktion mit
Werten von 0 bis 2 (0 = keine Immunreaktion, 1 = schwache Immunreaktion, 2 = starke Immunreaktion).
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3 Ergebnisse

3.1 Mikroskopischer Nachweis von VISTA

Mikroskopisch wurden 141 Falle neoadjuvant behandelter Magenkarzinome mit 93
korrespondierenden regionaren Lymphknoten- und 15 Fernmetastasen
immunhistochemisch auf das Vorliegen des Membranproteins VISTA hin untersucht.

Eine positive Immunreaktion zeigte sich in Tumorzellen fir alle Intensitatsstufen stets
zytoplasmatisch (Abbildung 3.1; A-C). Endothelzellen zeigten unabhangig von Tumorzellen
eine Immunreaktion (Abbildung 3.1; E und F). Immunzellen zeigten stets eine Farbung
starker Intensitdt (Abbildung 3.1; D). In einzelnen Fallen konnte aulRerdem eine

Immunreaktion im Gewebe enthaltener Histiozyten beobachtet werden.
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Abbildung 3.1 Immunhistochemischer Nachweis von VISTA. Bild A zeigt Tumorzellen der Intensitdt O (keine
Farbung) in 400x VergroRerung. Bild B zeigt Tumorzellen der Intensitdt 1 (schwach) in 400x VergroRerung. Bild C
zeigt Tumorzellen der Intensitat 2 (stark) in 400x VergroRerung. Bild D zeigt die Grenzflache eines VISTA-
positiven Tumoranteils (rechts, schwache Intensitdt) und eines negativen Tumoranteils (links) in einer
UbersichtsvergroRerung (etwa 100x). Zu erkennen sind stark gefarbte Immunzellen auf der VISTA-positiven Seite
(Pfeilspitze in Bild D). Bild E und F zeigen immunreaktive Endothelzellen sowohl innerhalb eines negativen
Tumors (Pfeilspitze in Bild E), als auch innerhalb eines positiven Tumors (Pfeilspitze in Bild F), jeweils in 400x
VergrofRerung.
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3.1.1 VISTA im Primartumor

Fir Tumorzellen des Primartumors wurden der Anteil positiver Tumorzellen an der
Gesamtheit der Tumorzellen und die starkste beobachtete Farbungsintensitat festgehalten.
In 18 Fallen konnten diese Werte nicht erhoben werden, da in 16 Fallen eine vollstandige
Regression des Tumors und in 2 Fallen eine ungenligende Beurteilbarkeit vorlag. In 38
(30,9%) Fallen konnte VISTA nachgewiesen werden. Der immunreaktive Anteil erreichte
Werte von 0% bis maximal 80%, wobei 110 (89,4%) aller auswertbaren Falle einen Anteil von
<10% erreichten (Abbildung 3.2; A). 25 (20,3%) Falle zeigten eine schwache, 13 (10,6%) eine
starke Immunreaktion (Abbildung 3.2; B). Bei Uberwiegend VISTA-negativen Fallen lag der
Median fiir beide Parameter bei 0. Die Verrechnung zu einem IRS hatte Héchstwerte von 5
und ebenfalls einen Median von 0 (Abbildung 3.2; C).

Immunzellen des Primartumors wurden in einem Gesichtsfeld ausgezahlt. Ein Fall war dabei
nicht beurteilbar. 2 Falle wiesen keine Immunreaktion in solchen Immunzellen auf,
entsprechend konnte in 98,6% der Primartumoren eine VISTA-Positivitat in Immunzellen
nachgewiesen werden. Gezdhlte Immunzellen reichten von 42 bis 600 mit VISTA-positiven
von 0 bis 290. Die hieraus errechnete Immunzelldichte betrug 214 bis 3214 Zellen pro mm?
(Median 946) und die Zelldichte VISTA-positiver Immunzellen 0 bis 1479 pro mm? (Median
229). Fir den errechneten Anteil positiver Immunzellen in Prozent ergaben sich Werte von
0% bis 89% bei einem Median von 26,3%, welcher folgend der Unterteilung in eine Gruppe
hohen VISTA-Nachweises und eine Gruppe niedrigen VISTA-Nachweises diente (Abbildung
3.3). Die Zelldichte VISTA-positiver Immunzellen pro mm? und der Anteil VISTA-positiver
Immunzellen waren signifikant miteinander assoziiert (p<0.001; r=0.822).

VISTA-positive Endothelzellen konnten in 124 (88%) von 141 Fallen beobachtet werden.

Der IRS von Tumorzellen des Primartumors zeigte proportionale Zusammenhdnge mit dem

Anteil positiver Immunzellen und der Menge pro mm? (p jeweils <0,001) (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.2 Haufigkeitsverteilung des Nachweises von VISTA in Tumorzellen des Primartumors.
Darstellung der absoluten Haufigkeit nach Anteil VISTA-positiver Tumorzellen (A), Intensitdt (B) und
resultierendem Immunreaktivitits-Score (C) in Tumorzellen des Primartumors.
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Abbildung 3.3 Haufigkeitsverteilung des Anteils Abbildung 3.4  Verteilung des Anteils VISTA-
VISTA-positiver Immunzellen an der Gesamtzahl positiver Immunzellen im Primdrtumor nach dem
der Immunzellen im Primartumor. IRS von Tumorzellen im Primartumor. (p<0,001)
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3.1.2 VISTA in regionaren Lymphknotenmetastasen

Tumorzellen in Regionaren Lymphknotenmetastasen wurden analog zu Primartumoren auf
positiven Tumorzellanteil und Intensitat der Immunreaktion untersucht. In 10 Fdllen wurden
diese Werte nicht erhoben, da keine genligende Beurteilbarkeit vorlag. In 18 (21,7%) Fallen
lie} sich VISTA nachweisen. Der immunreaktive Anteil der Tumorzellen reichte von 0% bis
80% (Abbildung 3.5; A). 14 (16,9%) wiesen eine schwache und 4 (4,8%) eine starke
Immunreaktion auf (Abbildung 3.5; B). Auch hier wurde ein IRS gebildet, welcher Werte bis
maximal 5 erreichte (Abbildung 3.5; C). Der Median lag fiir beide Parameter, wie auch fir
den IRS bei 0. Es gab 15 Lymphknoten mit geeignet groRem Tumorbett, um zusatzlich
Immunzellen in einem Gesichtsfeld zu bewerten. Die Anzahl gezdhlter Immunzellen reichte
von 95 bis 431 bei 3 bis 291 VISTA-positiven Zellen. Der geringste Anteil positiver
Immunzellen war 1,1% und der héchste Anteil 60,5%.

Im direkten Vergleich mit korrespondierenden Primartumoren fanden sich von 16 Fillen, in
denen der Primartumor eine vollstandige Regression aufweist, 7 Falle mit vitalen
Tumorresiduen in den Lymphknotenmetastasen. AuRerdem lag eine Diskordanz der VISTA-
Positivitdt von Tumorzellen in 22 Fallen vor, wobei entweder nur im Primartumor oder nur in
der Lymphknotenmetastase VISTA-positive Tumorzellen zu finden waren (Abbildung 3.6).
Dem gegeniiber standen 53 Falle mit konkordantem Nachweis, von denen 42 Fille
gleichermalien VISTA-negativ und 11 Falle gleichermallen VISTA-positiv waren. Der positiv
pradiktive Wert lag fur VISTA in Tumorzellen der Lymphknotenmetastase bezogen auf die
Vorhersage eines VISTA-Nachweises in Tumorzellen des Primartumors mit 17 positiven
Metastasen mit verfligbarem Status des Primartumors und 11 richtig vorhergesagten Fallen
bei 64,7% (Tabelle 3.1).

Statistisch signifikante Zusammenhange des Nachweises von VISTA in Primartumor und
korrespondierenden Lymphknotenmetastasen bestanden fir die Werte des jeweiligen IRS
(p=0,001), die Gesamtzahl der Immunzellen pro mm? (p=0,026), positive Immunzellen pro
mm? (p= 0,004) und den Anteil positiver Immunzellen (p=0.009).

VISTA-positive Endothelzellen konnten in 76 (81,7%) von 93 Lymphknotenmetastasen

beobachtet werden.
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Abbildung 3.5 Haufigkeitsverteilung des Nachweises von VISTA in Tumorzellen regionarer
Lymphknotenmetastasen. Darstellung der absoluten Haufigkeit nach Anteil VISTA-positiver Tumorzellen (A),
Intensitat (B) und resultierendem Immunreaktivitdts-Score (C) in Tumorzellen der Lymphknotenmetastasen.

E

Abbildung 3.6 Vergleich des VISTA-Nachweises in Primartumor und korrespondierenden
Lymphknotenmetastasen. Bild A zeigt VISTA-negative Tumorzellen eines Primdrtumors. Bild B zeigt VISTA-
positive Tumorzellen in einer Lymphknotenmetastase des in Bild A gezeigten Primdrtumors. Bild C zeigt einen
phanotypisch diffusen, VISTA-positiven Tumoranteil eines Primartumors. Bild D zeigt in demselben
Primartumor des Bildes C einen phanotypisch intestinalen, VISTA-negativen Tumoranteil. Bild E zeigt VISTA-
negative Tumorzellen in einer Lymphknotenmetastase des in Bild C und D gezeigten Primartumors.

Tumorzellen der Lymphknotenmetastase
negativ positiv
Tumorzellen des negativ 42 6
Primartumors positiv 16 11

Tabelle 3.1 Vierfeldertafel des VISTA-Status von Tumorzellen des Primartumors gegeniiber Tumorzellen in

Lymphknotenmetastasen. Die dichotome Einteilung in negativ und positiv entspricht der Teilung am Median
des IRS von 0. (p=0.090)
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3.1.3 VISTA in Fernmetastasen

Fernmetastasen wurden wie Primartumoren untersucht. Insgesamt waren fur 21 Falle
Fernmetastasen bekannt, jedoch waren nur in 11 Fdllen mit 15 Praparaten Fernmetastasen
verfligbar (Tabelle 3.2).

Drei Falle waren in den Metastasen VISTA-positiv, wobei in keinem Fall der zugehorige
Primartumor VISTA-positiv war. Ein Fall mit positivem Primdrtumor zeigte aulerdem keine
Immunreaktion in der zugehorigen Fernmetastase. Der Anteil positiver Immunzellen reichte
von 0% bis 36,2% in VISTA-negativen Fernmetastasen und 8,9% bis 58,2% in VISTA-positiven
Fernmetastasen.

Mit Blick auf eine geringe Fallzahl von 11 erfolgte keine weitere statistische Auswertung.

Fallnummer | IRS Lokalisation Anteil Intensitat Positive 1Z /
(Primartumor) der positiver (Metastase) gesamte IZ pro

Fernmetastase | Tumorzellen Gesichtsfeld

(Metastase) (Metastase)
1 0 Leber 1 1 54/606 (8,9%)
Leber 1 1| 41/141(29,1%)
Leber 0 0| 112/309 (36,2%)
Leber 1 2 52/155 (33,5%)
2 0 Peritoneum 0 0 43/130 (33,1%)
3 0 Peritoneum 0 0 57/204 (11,3%)
4 0 - 50 2| 85/146 (58,2%)
5 0 Kolon 0 0 N.A.
6 0 Peritoneum 0 0 17/311 (5,5%)
7 0 Peritoneum 0 0 7/90 (7,8%)
8 0 Peritoneum 0 0 0/394 (0%)
Peritoneum 0 0 61/218 (28%)
9 3 Peritoneum 0 0 3/87 (3,4%)
10 0 Peritoneum 0 0 N.A.
11 0 - 20 2 | 173/316 (54,7%)

Tabelle 3.2 Nachweis von VISTA in Fernmetastasen mit Vergleich zum Primartumor. Die Tabelle zeigt nach
Fallnummer sortiert den Immunreaktivitdts-Score (IRS) des Primartumors, Lokalisation der Fernmetastase
(sofern verfiigbar), den Anteil VITSA-positiver Tumorzellen an Tumorzellen der Fernmetastase, die hochste
beobachtete Intensitdt dieser Immunreaktion und Immunzellen (I1Z) als positiv gefarbte Immunzellen in einem
Gesichtsfeld (400x VergroBerung) und Gesamtimmunzellen in diesem Gesichtsfeld, sowie den Anteil positiver
Immunzellen in Prozent (%).
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3.2 Korrelationen mit klinisch-pathologischen Charakteristika

Klinisch-pathologische Patientencharakteristika des Kollektivs umfassten Daten zu
Geschlecht, Alter bei Erstdiagnose, Tumorlokalisation, morphologischem Typ nach Laurén, T-
, N-, M-, L-, V-, Pn- Kategorie, R-Status, Stadium nach UICC, MSI, EBV-Status, MET-Satus und
HER2-Satus. Fur alle Charakteristika wurde die Haufigkeit sowohl in den Gruppen VISTA-
positiver und  -negativer = Tumorzellen jeweils im  Primdrtumor und in
Lymphknotenmetastasen als auch in den Gruppen anteilig und flaichenbezogen hoher versus
niedriger Anzahl VISTA-positiver Immunzellen im Primartumor untersucht (Tabelle 3.3).

Kein klinisch-pathologisches Charakteristikum korrelierte nach der Korrektur fir multiples
Testen mit dem Nachweis von VISTA in Tumorzellen und Immunzellen des Primartumors
oder Tumorzellen regionarer Lymphknotenmetastasen.

Das Tumorstadium nach UICC zeigte im Progress von 0 bis IV keinen signifikanten
Zusammenhang mit dem Vorliegen von VISTA. Allerdings zeigt die Trennung in den Progress
von | bis Ill und den Progress von Il zu IV, dass diese Spannen jeweils statistisch signifikant
mit dem VISTA-Nachweis in Tumorzellen des Primdrtumors assoziiert waren (p=0,028;
p=0,013; Abbildung 3.7).

Es konnten keine Zusammenhdnge des Nachweises von VISTA mit Parametern des
Tumorprogresses wie T-, N-, M-, L-, V-, Pn- Kategorie ermittelt werden. Geschlecht und Alter

zeigten ebenfalls keine Korrelation mit dem VISTA-Status.
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Abbildung 3.7 Anteil der in Tumorzellen positiven Fille in % gegeniiber Stadium nach UICC. Die angegebenen
p-Werte wurden mit dem Rangkorrelationskoeffizienten Kendall’s Taub bestimmt.
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Giiltig VISTA in Tumorzellen des Anteil VISTA-positiver VISTA-positive Immunzellen VISTA in Tumorzellen der

Primdrtumors Immunzellen pro mm? Lymphknotenmetastasen
Giiltig p-Wert Giiltig p-Wert Giiltig p-Wert Giiltig p-Wert

negativ positiv niedrig hoch niedrig hoch negativ positiv
n (%) n (%) | n (%) n (%) | n (%) n (%) | n (%) n (%) | n (%)
Geschlecht 141 123 ,999* 140 ,669* 140 ,999* 83 ,509*
Weiblich 28 (19,9) 15 (71,4) 6  (28,6) 15 (55,6) | 12 (44,4) 14 (51,9) | 13 (48,1) 12 (70,6) 5 (29,4
Mannlich 113 (80,1) 70 (686) | 32  (314) 55  (48,7) | 58 (51,3) 56 (49,6) | 57  (50,4) 53  (80,3) | 13  (19,7)
Alter 141 123 ,173* 140 ,866* 140 ,866* 83 ,426*
< 66 Jahre 70 (49,6) 37 (62,7) | 22 (37.3) 36 (51,4) | 34 (48,6) 34 (486) | 36  (51,4) 31 (738) | 11 (26,2)
> 66 Jahre 71 (50,4) 48 (750) | 16  (250) 34 (486) | 36 (51,4) 36 (51,4) | 34  (48,6) 34 (82,9) 7 (17,1)
Lokalisation 141 123 ,004* 140 ,860* 140 ,999* 83 ,406*
Proximal 9  (63,8) 48 (60) | 32 (40) a4 (48,9) | 46 (51,1) 45 (50) | 45 (50) 44 (815) | 10  (185)
Distal 51 (36,2) 37 (86) 6 (14) 26 (52) | 24 (48) 25 (50) | 25 (50) 21 (72,4) 8 (27,6)
Laurén 141 123 ,027* 140 ,521* 140 ,351% 83 ,517*
Intestinal 63 (44,7) 42 (70) | 18 (30) 33 (53,2) | 29 (46,8) 33 (53,2) | 29  (46,8) 24 (686) | 11  (31,4)
Diffus 26 (18,4) 23 (88,5) 3 (11,5) 13 (50) | 13 (50) 14 (53,8) | 12 (46,2) 14 (87,5) 2 (12,5)
Gemischt 26 (18,4) 14 (56) | 11 (44) 11 (42,3) | 15 (57,7) 9  (346) | 17  (654) 17 (85,0 3 (15,0
Unklass. 14 (9,9) 6 (50) 6 (50) 5  (357) 9 (64,3) 6  (42,9) 8  (57,1) 7 (77,8) 2 (22,2)
Vollstindige 12 (8,5) N.A. N.A. 8  (66,7) 4 (33,3) 8  (66,7) 4 (333) 3 (100) 0 (0)

Regression

T-Kategorie 141 123 ,662° 140 ,218° 140 ,388° 83 ,999°
TO 16 (11,3) N.A. N.A. 12 (75) 4 (25) 12 (75) 4 (25) 6 (857) 1 (143)
T1(a/b) 20 (14,2) 17 (89,5) 2 (10,5) 10 (50) | 10 (50) 8 (40) | 12 (60) 4 (100) 0 (0)
T2 20 (14,2) 12 (63,2) 7 (36,8) 9 (47,4) | 10 (52,6) 11 (57,9) 8 (42,1) 9 (69,2) 4 (30,8)
T3 75 (53,2) 46 (61,3) | 29  (38,7) 33 (44) | 42 (56) 32 (42,7) | 43 (57,3) 39 (765) | 12 (23,5)
T4(a/b) 10 (7,1) 10 (100) 0 (0) 6 (60) 4 (40) 7 (70) 3 (30) 7 (87,5) 1 (12,5)
N-Kategorie 141 123 ,814° 140 ,276° 140 ,643° 83 ,815°
NO 51 (36,2) 30 (78,9) 8  (21,1) 29 (56,9) | 22 (43,1) 27 (52,9 | 24 (472) 4 (100) 0 (0)
N1 33 (23,4) 17 (54,8) | 14 (452) 15 (455) | 18 (54,5) 16 (48,5 | 17 (515) 22 (75,9 7 (241)
N2 32 (22,7) 19  (633) | 11 (36,7) 15 (48,4) | 16 (51,6) 15 (48,4) | 16  (51,6) 21 (72,4) 8  (27,6)
N3(a/b) 25 (17,7) 19  (79,2) 5  (20,8) 11 (44) | 14 (56) 12 (48,00 | 13 (52,0 18 (85,7) 3 (143)
M-Kategorie 141 123 ,020* 140 ,817* 140 ,487* 83 ,491*
MO 119 (84,4) 66 (647) | 36  (353) 60  (50,8) | 58 (49,2) 57 (483) | 61  (51,7) 55  (79,7) | 14  (203)
M1 22 (156) 19  (90,5) 2 (9,5) 10 (455) | 12 (54,5) 13 (59,1) 9 (40,9) 10 (71,4) 4 (28,6)
UICC-Stadium 139 121 ,952° 138 ,143° 138 ,779° 83 ,618°
0/N+ 15 (10,8) N.A. N.A. 11 (73,3) 4 (26,7) 11 (73,3) 4 (26,7) 5 (83,3) 1 (16,7)
1(A/B) 21 (151) 17 (85) 3 (15) 11 (52,4) | 10 (47,6) 8 (381) | 13  (61,9) 1 (100) 0 (0)
11(A/B) 24 (17,3) 16 (69,6) 7 (30,4) 1 (47,8) | 12 (52,2) 12 (522) | 11 (47,8) 9 (75) 3 (25)
111(A/B/C) 57 (41) 33 (57,9 | 24 (42,2) 26 (456) | 31 (54,4) 25 (43,9) | 32 (56,1) 40 (80) | 10 (20)
v 22 (18,8) 19  (90,5) 2 (9,5) 10 (455) | 12 (54,5) 13 (59,1) 9 (40,9) 10 (71,4) 4 (28,6)
L-Kategorie 141 123 ,063* 140 ,196* 140 ,357*% 83 ,999*
Lo 99 (70,2) 62  (747) | 21 (253) 53 (54,1) | 45 (45,9) 52 (53,1) | 46  (46,9) 40  (78,4) 7 (216)
L1 42 (29,8) 23 (575 | 17 (42,5) 17 (40,5) | 25 (59,5) 18 (429 | 24 (57,1) 25  (78,1) | 18  (21,9)
V-Kategorie 141 123 ,999° 140 ,745° 140 ,745° 83 ,999°
V) 131 (92,9) 78 (69) 5 (31) 66  (50,8) | 64 (49,2) 64 (49,2) | 66  (50,8) 59  (78,7) | 16  (21,3)
V1 10 (7,1) 7 (70) 3 (30) 4 (40) 6 (60) 6 (60) 4 (40) 6 (75) 2 (25)
Pn-Kategorie 141 123 ,113* 140 ,537* 140 ,063* 83 ,247*
Pno 11 (78,7) 68 (73,1) | 25  (26,9) 57  (51,8) | 53 (48,2) 60 (54,5 | 50  (45,5) 49  (81,7) | 11 (183)
Pl 30 (21,3) 17 (567) | 13 (43,3) 13 (433) | 17 (56,7) 10 (333) | 20  (66,7) 16 (69,6) 7 (30,4)
R-Status 141 123 ,776* 140 ,999* 140 ,618* 83 ,301*
RO 126 (89,4) 73 (676) | 35  (32,4) 62  (496) | 63 (50,4) 63 (50,4) | 62  (49,6) 56 (789) | 15  (21,1)
R1 13 (9,2) 10 (76,9) 3 (231) 7 (53,8) 6  (46,2) 7 (53,8) 6 (46,2) 9 (81,9) 2 (182)
RX 2 (1,4) 2 (100) 0 (0) 1 (50) 1 (50) 0 (0,0) 2 (100) 0 (0) 1 (100)
MSI-Status 121 118 ,711% 120 ,281* 120 ,277* 77 ,210*
MSS 113 (93,4) 75  (682) | 35  (318) 54  (482) | 58 (51,8) 55  (49,1) | 57  (50,9) 58 (795 | 15  (20,5)
MS! 8 (6,6) 5 (62,5) 3 (37,5) 2 (250) 6 (75) 2 (25) 6 (75) 2 (50) 2 (50)
EBV-Status 122 117 ,999* 121 ,246* 121 ,245* 78 ,999*
negativ 119 (97,5) 77 (67,5 | 37 (325) 57  (483) | 61 (51,7) 58  (49,2) | 60  (50,8) 59  (77,6) | 17 (22,4)
positiv 3 (2,5) 2 (66,7) 1 (333) 0 (0) 3 (100) 0 (0) 3 (100) 2 (100) 0 (0)
MET-Status 124 119 ,081% 123 ,999* 123 ,999* 78 ,298*
negativ 118 (95,2) 79 (69,9 | 34  (30,1) 56 (47,9) | 61 (52,1) 57 (48,7) | 60  (51,3) 58 (795 | 15  (20,5)
positiv 6 (4,8) 2 (333) 4 (66,7) 3 (50) 3 (50) 3 (50) 3 (50) 3 (60) 2 (40)
HER2-Status 122 119 ,265*% 121 ,473*% 121 ,478* 77 ,041*
negativ 114 (93,4) 77 (694) | 34  (30,6) 52 (46,0) | 61  (54,0) 53 (469) | 60  (53,1) 61  (81,3) | 14  (187)
positiv 8 (6,6) 4 (50) 4 (50) 5 (62,5) 3 (37,5) 5 (62,5) 3 (37,5 0 (0) 2 (100)

Tabelle 3.3 Korrelation des VISTA-Nachweises in Tumor und Lymphknoten mit klinisch-pathologischen
Charakteristika. Die Tabelle zeigt VISTA in Tumor- und Immunzellen des Primadrtumors und Tumorzellen in
Lymphknotenmetastasen gegeniber klinisch-pathologischen Parametern und genetischen Alterationen des
Primartumors. p-Werte unterhalb des 0.05% Signifikanzniveaus sind grau unterlegt. Die Art des statistischen
Tests ist jeweils an den angegebenen p-Werten vermerkt (*=exakter Test nach Fisher; °=Kendalls Tau). VISTA in
Tumorzellen des Primartumors und der Lymphknotenmetastase wurden dem Median des IRS (jeweils IRS=0)
entsprechend in negativ und positiv geteilt. Der Anteil VISTA-positiver Immunzellen wurde an seinem Median
(26,3%; 52 pro 200) in niedrigen und hohen Nachweis geteilt. VISTA-positive Immunzellen wurden am Median
(229) in niedrigen und hohen Nachweis geteilt. Die Abkiirzung ,Unklass.” reprasentiert Falle mit
unklassifiziertem Phdnotyp nach Laurén. Die Abkirzung ,,N.A.“ kennzeichnet Felder als ,nicht anwendbar”,
sofern diesem kein Wert zugewiesen werden konnte.
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3.2.1 Uberlebenszeitanalyse und prognostische Signifikanz

Der Nachweis von VISTA in Tumorzellen des Primartumors als IRS am Median geteilt
korrelierte nicht mit dem Gesamtiiberleben (n=118; p=0,794) oder dem tumorspezifischen
(n=118; p=0,579) Uberleben (Abbildung 3.8). Ebenso zeigte auch der Anteil von VISTA in
Immunzellen am Median geteilt keine Korrelation mit dem Gesamtiberleben (n=135;

p=0,396) oder dem tumorspezifischen (n=135; p=0,569) Uberleben (Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.8 Kaplan-Meier Kurven des Gesamt- und tumorspezifischen Uberlebens in Abhingigkeit des
VISTA-Satus der Tumorzellen im Primdrtumor. Der IRS von VISTA in Tumorzellen des Primdrtumors wurde am
Median (0) in negativ und positiv geteilt. Unterschiede wurde jeweils mit Hilfe des Log-Rank-Tests untersucht.
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Abbildung 3.9 Kaplan-Meier Kurven des Gesamt- und tumorspezifischen Uberlebens in Abhingigkeit des
Anteils VISTA-positiver Immunzellen im Primartumor. Der Anteil VISTA-positiver Immunzellen des
Primartumors wurden am Median (26,3%; 52 pro 200) in niedrig und hoch unterteilt. Unterschiede wurde
jeweils mit Hilfe des Log-Rank-Tests untersucht.
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3.2.2 Assoziation mit genetischen Alterationen

Es konnte kein Zusammenhang zwischen dem Nachweis von VISTA in Tumor- oder
Immunzellen und den genetischen Gruppen der MSI (n=8), EBV-positiven (n=3), MET-
positiven (n=6) oder HER2-positiven (n=8) Tumoren nachgewiesen werden (vgl. Tabelle 3.3,
S. 29).

HER2-Positivitat korrelierte mit intestinalem Phanotyp nach Laurén, niedriger T-Kategorie,
der Abwesenheit von Lymphknotenmetastasen und niedrigem UICC-Stadium. MET-
Positivitat korrelierte mit diffusem Phanotyp nach Laurén, LymphgefaRinvasion und R1-

Resektion. MSI korrelierte mit weiblichem Geschlecht (Anhang Tabelle 2).

3.2.3 Assoziation mit Tumorregression

Der Anteil vitaler Tumorresiduen war sowohl als Becker-Regressionsgrad (p=0,002), als auch
am Median (55%) dichotomiert (p=0,003) signifikant mit dem Nachweis von VISTA im
Primartumor vergesellschaftet (Tabelle 3.4; Abbildung 3.10). Ebenso verhielt es sich fiir den
Anteil positiver Immunzellen, welcher mit steigendem Becker-Regressionsgrad (p<0,001),
>55% vitalen Residuen (p=0,001) und hoéheren Quartilen (p=0,001) zunahm. Die Zelldichte
positiver Immunzellen pro mm? korrelierte signifikant mit dem am Median geteilten Wert

vitaler Tumorresiduen (p=0,002) (Tabelle 3.4).
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Abbildung 3.10 Becker-Regressionsgrade. Die Abbildung zeigt jeweils ein reprasentatives Tumorbett in 400x
VergroRerung je Becker-Regressionsgrad. Bild A zeigt Narbengewebe bei Becker-Regressionsgrad 1a (keine
vitalen Tumorresiduen). Bild B zeigt Narbengewebe mit einzelnen Tumorzellen bei Becker-Regressionsgrad 1b
(£10% vitale Tumorresiduen). Bild C zeigt Narben- und Tumorgewebe bei Becker-Regressionsgrad 2 (10% bis
50% vitale Tumorresiduen). Bild D zeigt Tumor- und wenig Narbengewebe bei Becker-Regressionsgrad 3 (250%
vitale Tumorresiduen).
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Giiltig VISTA in Tumorzellen des Anteil VISTA-positiver VISTA-positive Immunzellen VISTA in Tumorzellen der
Primdrtumors Immunzellen pro mm? Lymphknotenmetastasen
Giiltig p-Wert Giiltig p-Wert Giiltig p-Wert Giiltig p-Wert
negativ positiv niedrig hoch niedrig hoch negativ positiv
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Regression 141 123 “ 140 140 ,005° 83 ,837°
(Becker)
1a 16 (11,3) N.A. N.A. 12 (75,0) 4 (25,0) 12 (75,0) 4 (25,0) 6 (857) 1 (143)
1b 29 (20,6) 23 (852) 4 (14,8) 18 (64,3) | 10 (35,7) 16 (57,1) | 12 (42,9) 11 (78,6) 3 (21,4)
2 22 (156) 19  (86,4) 3 (13,6) 13 (59,1) 9 (40,9) 13 (59,1) 9 (40,9) 9 (750) 3 (250)
3 74 (52,5) 43 (581) | 31  (41,9) 27 (36,5) | 47 (63,5) 29 (39,2) | 45  (60,8) 39 (780) | 11 (22,0
Residuen 140 122 139 139 ,002* 83 ,999*
(dichotom)
<55% 70 (50) 44 (84,6) 8  (154) 45 (652) | 24 a3 (63,8) | 25  (36,2) 27 (79,4) 7 (20,6)
>55% 70 (50) 41 (586) | 29  (41,4) 25  (357) | 45 26 (37,1) | 44 (62,9) 38 (776) | 11 (22,4)
Residuen 140 122 ,007° 139 139 ,008° 83 ,978°
(Quartile)
Q1 (<6%) 39 (27,9 17 (81,0 4 (19,0 25  (65,8) | 13 25 (658) | 13 (34,2) 17 (85,0) 3 (15,0)
Q2 (6-55%) 31 (22,1) 27 (87,1) 4 (12,9 20 (64,5) | 11 19  (61,3) | 12 (38,7) 10 (71,4) 4 (286)
Q3 (56-85%) 32 (22,9 19  (59,4) | 13 (40,6) 12 (37,5) | 20 10 (31,3) | 22 (68,8) 15 (71,4) 6  (28,6)
Q4 (>85%)) 38 (27,1) 22 (57,9 | 16 (42,1) 13 (342) | 25 16 (421) | 22 (57,9 23 (82,1) 5 (17,9

Tabelle 3.4 Korrelation des VISTA-Nachweises in Tumor und Lymphknoten mit Parametern der
Tumorregression. Die Tabelle zeigt VISTA in Tumor- und Immunzellen des Primartumors und Tumorzellen der
Lymphknotenmetastasen gegeniber vitalen Tumorresiduen als Becker-Regressionsgrad, am Median (55%)
dichotom geteilt und als Teilung in Quartile. p-Werte unterhalb des 0.05% Signifikanzniveaus sind grau
unterlegt. P-Werte deren Signifikanz nach der Korrektur fiir multiple Tests nach Simes erhalten blieben sind
schwarz unterlegt. Die Art des statistischen Tests ist jeweils an den angegebenen p-Werten vermerkt
(*=exakter Test nach Fisher; °=Kendalls Tau). VISTA in Tumorzellen des Primartumors und der
Lymphknotenmetastase wurden dem Median des IRS (jeweils IRS=0) entsprechend in negativ und positiv
geteilt. Der Anteil VISTA-positiver Immunzellen wurde am Median (26,3%; 52 pro 200) in niedrigen und hohen
Nachweis geteilt. VISTA-positive Immunzellen wurden am Median (229) in niedrigen und hohen Nachweis
geteilt.

3.2.4 Assoziation mit dem Nachweis von PD-L1

Unabhangig von dieser Arbeit erfolgte parallel die Untersuchung des verwandten Proteins
PD-L1 fir dasselbe Kollektiv durch Frau Anna Bregenzer im Rahmen ihrer Promotionsarbeit.
Diese Daten wurden analog zu den Ergebnissen dieser Arbeit an ihrem Median geteilt und
dichotom mit VISTA korreliert (Tabelle 3.5).

Als signifikant stellte sich der Zusammenhang eines hohen Nachweises von VISTA in
Immunzellen des Primartumors und PD-L1 in Tumorzellen (p=0,004) und Immunzellen
(p<0,001) des Primartumors heraus. Zusatzlich war auch die Assoziation einer hohen Zahl
VISTA-positiver Immunzellen pro mm?2 mit hohem PD-L1-Nachweis in Immunzellen fir

Primartumoren signifikant (p=0.005).
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Giiltig VISTA in Tumorzellen der Anteil VISTA-positiver VISTA-positive Immunzellen VISTA in Tumorzellen der

Primdrtumoren Immunzellen pro mm?2 Lymphknotenmetastasen
Giiltig p-Wert Giiltig p-Wert Gultig p-Wert Giiltig p-Wert

negativ positiv niedrig hoch niedrig hoch negativ positiv
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
PD-L1 (Tu) 119 118 ,057* 118 118 ,016* 74 ,496*
niedrig 92  (77,3) 67 (736) | 24  (264) 49 (538) | 42 48 (52,7) | 43 (47,3) 44 (746) | 15  (25,4)
hoch 27 (22,7) 14 (51,9) | 13 (48,) 6 (222) | 21 7 (259 | 20 (741) 13 (86,7) 2 (133
PD-L1(12) 139 121 236* | 138 138 83 | 794*
niedrig 88  (63,3) 53 (736) | 19  (264) 54 (62,1) | 33 (37,9) 52 (59,8) | 35 (40,2 37 (77,1 | 11 (229)
hoch 51 (36,7) 31 (633) | 18  (36,7) 15 (29,4) | 36 (70,6) 17 (333) | 34  (66,7) 28 (80,0 7 (20,0
PD-L1 (LK) 73 68 ,048* 72 ,185* 72 ,282% 69 ,193*
niedrig 54 (74) 34 (68,0) | 16  (32,0) 27 (50,9) | 26 (49,1) 26 (49,1) | 27 (50,9) 42 (82,4) 9 (17,6)
hoch 19 (26) 7 (389) | 11 (61,1) 6 (316) | 13 (68,4) 6 (31,6) | 13  (68,4) 12 (66,7) 6  (333)

Tabelle 3.5 Korrelation des VISTA-Nachweises in Tumor und Lymphknoten mit PD-L1 in Tumor und
Lymphknoten. Die Tabelle zeigt VISTA in Tumor- und Immunzellen des Primartumors und Tumorzellen in
Lymphknotenmetastasen gegeniiber PD-L1 in Tumor- (Tu) und Immunzellen (1Z) des Primartumors und
Tumorzellen in Lymphknotenmetastasen (LK). p-Werte unterhalb des 0.05% Signifikanzniveaus sind grau
unterlegt P-Werte deren Signifikanz nach der Korrektur fiir multiple Tests nach Simes erhalten blieben sind
schwarz unterlegt. Die Art des statistischen Tests ist jeweils an den angegebenen p-Werten vermerkt
(*=exakter Test nach Fisher; °=Kendalls Tau). VISTA in Tumorzellen des Primartumors und der
Lymphknotenmetastase wurden dem Median des IRS (jeweils IRS=0) entsprechend in negativ und positiv
geteilt. Der Anteil VISTA-positiver Immunzellen wurde an seinem Median (26,3%/52 pro 200) in niedrigen und
hohen Nachweis geteilt. VISTA-positive Immunzellen wurden am Median (229) in niedrigen und hohen
Nachweis geteilt. Der Nachweis von PD-L1 in Tumorzellen in Primadrtumor und Lymphknotenmetastase wurde
am Median des von Frau Bregenzer in ihrer Promotionsarbeit etablierten PD-L1-IRS von 2 in hoch und niedrig
geteilt. PD-L1 in Immunzellen wurde anhand einer statischen 10% Grenze in niedrigen und hohen Nachweis
geteilt.

3.2.5 Vergleich mit therapienaiven Magenkarzinomen

Nachfolgend wird die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Zusammensetzung der
Kohorte und Nachweishaufigkeiten von VISTA den Ergebnissen der Untersuchung von Boger
et al. an therapienaiven Magenkarzinomen aus dem Jahr 2017 [65] gegenlibergestellt
(Tabelle 3.6).

464 Falle therapienaiver Magenkarzinome aus dem Institut fir Pathologie des UKSH
(Campus Kiel) von 1997 bis 2009 standen der Untersuchung von Boger et al. zur Verfligung.
Dem gegeniber steht die vorliegende Studie mit 141 Fillen neoadjuvant/perioperativ
behandelter Tumoren aus demselben Institut von 1998 bis 2017.

In beiden Kohorten fanden sich vornehmlich Manner (80% neoadjuvant/perioperativ; 62%
therapienaiv) im fortgeschrittenen Alter (Median: 66 Jahre neoadjuvant/perioperativ; 68
Jahre therapienaiv). Der vorherrschende Phanotyp nach Laurén war in beiden Fallen
intestinal (44,7% neoadjuvant/perioperativ; 51,7% therapienaiv). Der Anteil proximaler
Tumoren in der neoadjuvant/perioperativen Kohorte war mit 63,8% hoher als therapienaiv
mit 31,5%. Die Eindringtiefe des Tumors in Form der T-Kategorie war therapienaiv in 36% der
Falle pT4 und neoadjuvant/perioperativ in 7,1% ypT4. Der geringere Anteil in dieser Gruppe

findet sich dabei gleichmaRig verteilt auf ypTO bis ypT3.
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Der Anteil in Tumorzellen des Primartumors  VISTA-positiver Fille lag
neoadjuvant/perioperativ bei 30,9% und therapienaiv bei 8,8%. In beiden Kohorten lag der
median des IRS bei 0. Der Anteil in Immunzellen des Primartumors VISTA-positiver Falle lag
neoadjuvant/perioperativ bei 98,6% gegenilber therapienaiven 83,6%. Als Mal der
Immunzelldichte zeigte sich ein Anstieg des Medians von therapienaiven 272 Immunzellen
pro mm? auf neoadjuvant/perioperative 946 pro mm?. Der Median der Dichte VISTA-
positiver Immunzellen stieg dabei von 35 auf 229 pro mm?. Anteilig ergab sich eine Zunahme
VISTA-positiver Immunzellen pro 200 von 36 therapienaiv auf 52 neoadjuvant/perioperativ.
Der Nachweis von VISTA in Endothelzellen konnte therapienaiv in 23,7% und in dieser Studie

in 88% der Primartumoren und 81,7% der Lymphknotenmetastasen erbracht werden.

VISTA in Tumorzellen des Anteil VISTA-positiver VISTA-positive Immunzellen
Primadrtumors Immunzellen pro 200 pro mm?
Cut-off Cut-off Cut-off

negativ positiv niedrig hoch niedrig hoch
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Therapienaiv (Boger et al.) IRS O vs. >0 <36 vs. >36 <35 vs. >35 per mm?
423 (91,2) 41 (8,8) 232 (50) 232 (50) 229 (49,7) 235 (50,3)

Neoadjuvant/perioperativ IRS 0 vs. >0 <52 vs. 552 <229 vs. 5229 per mm?
(aktuelle Studie)

85 (69,1) 38 (30,9) 70 (50) 70 (50) 70 (50) 70 (50)

Tabelle 3.6

Vergleich des Nachweises von VISTA in therapienaiver und neoadjuvant/perioperativ

behandelter Kohorte. Die Tabelle zeigt die Gegeniberstellung der Nachweisfrequenzen in der therapienaiven
Kohorte von Boger et al. [65] und der neoadjuvant/perioperativ behandelten Kohorte der vorliegenden Studie.
Uber den Werten ist jeweils der zur Dichotomisierung verwendete Cut-off (stets Median) angegeben.



35 Diskussion und Interpretation

4 Diskussion und Interpretation

4.1 Rekonstruktion chemotherapeutischer Effekte auf das Vorliegen

von VISTA im Magenkarzinom

Diese Arbeit bestdtigt den Nachweis von VISTA im neoadjuvant/perioperativ behandelten
Magenkarzinom, wie schon durch Boger et al. im chemotherapienaiven Magenkarzinom
beobachtet [65]. Zusatzlich ermoglicht sie einen Einblick in tumorimmunologische Prozesse
als Ergebnis perioperativ/neoadjuvanter Chemotherapie. Im Folgenden sind Zahlenwerte mit
Bezug auf die Untersuchung therapienaiver Magenkarzinome ohne direkte Zitation stets der

Originalarbeit von Boger et al. [65] entnommen.

4.1.1 Vergleich der perioperativ/neoadjuvant behandelten Kohorte dieser
Arbeit und der Kohorte einer friiheren Untersuchung am therapienaiven

Magenkarzinome

Das Vorliegen von VISTA im Adenokarzinom des Magens wurde 2017 durch Boger et al.
erstmals beschrieben [65].

Die Untersuchung der vorliegenden Arbeit wurde dem Algorithmus von Boéger et al.
nachempfunden, um im Folgenden einen Vergleich einer therapienaiven mit der hier
untersuchten neoadjuvant/perioperativ behandelten Kohorte zu erlauben. Zusatzlich
entstammen beide Kohorten verfligbaren Patienten des Instituts flir Pathologie des UKSH
(Campus Kiel) innerhalb eines vergleichbaren Zeitrahmens. So sollen die Effekte
platinbasierter Chemotherapie unter Einfluss moglichst geringer Storfaktoren nachvollzogen
werden. Es handelt sich nicht um ein Follow-up, sondern um den Vergleich zweier separater
Kohorten aus derselben geografischen Region und dem gleichen ethnischen Hintergrund.
Aussagen Uiber Dynamik oder Ursache beobachteter Unterschiede sind als Ergebnis dieses
Designs nicht moglich. Auch ein interner Vergleich mit praoperativen Biopsien bot keinen zu
erwartenden Mehrwert, da in der therapienaiven Kohorte untersuchte Biopsien als Ergebnis
einer intratumoral heterogenen Verteilung von VISTA mit dem hohen Risiko auf

Stichprobenfehler belegt waren [65].
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Die neoadjuvant/perioperativ behandelte Kohorte und die historische, therapienaive
Kohorte zeigen eine adhnliche Zusammensetzung in Bezug auf Geschlecht, Alter und
Phanotyp des Magenkarzinoms (vgl. 3.2.5). Unterschiede finden sich in vermehrtem
Auftreten proximaler Tumoren im neoadjuvant/perioperativ behandelten Kollektiv und in
dem selteneren Vorkommen von Tumoren der Kategorie (y)pT4. Der geringere Anteil von
Tumoren in der Kategorie ypT4 (7,1%) verglichen mit therapienaiven Tumoren der Kategorie
pT4 (36%) ist dabei am ehesten als Folge der Tumorregression zu erkldren, auch wenn die
Verteilung der UICC Stadien stabil bleibt. Jenseits der Zusammensetzung stellt die Fallzahl
der Kohorten einen zusatzlichen Faktor dar (464 therapienaive vs. 141
neoadjuvant/perioperative Falle). Diese Differenz macht sich besonders in einigen
Zusammenhangen bemerkbar, deren statistische Signifikanz bei kleiner Fallzahl in einzelnen

Untergruppen nicht nachweisbar war.

4.1.2 Vergleich der Nachweisfrequenz von VISTA gegentiber therapienaiven

Magenkarzinomen

VISTA wurde in der vorliegenden Arbeit in 27% (n=38) der 141 eingeschlossenen Falle in
Tumorzellen des Primartumors nachgewiesen. Unter Ausschluss vollstandiger Regression
und ungeniigender Auswertbarkeit liegt der Anteil bei 30,9% (n=38) von 123 Primartumoren.
So ist der Anteil VISTA-positiver Tumoren gegenliber der therapienaiven Kohorte von Boger
et al. (8,8%) deutlich erhoht. Diese Zunahme ist besonders eindrucksvoll in Fallen geringer
Tumorregression mit einem Becker-Regressionsgrad 3. In dieser Gruppe betragt der Anteil
VISTA-positiver Tumoren sogar 41,9%. Aber auch alle niedrigeren Regressionsgrade zeigen
eine Nachweisfrequenz oberhalb des therapienaiven Durchschnitts (Abbildung 4.1, A).
Allerdings zeigte sich in der therapienaiven Kohorte ein signifikanter Zusammenhang
zwischen proximaler Tumorlokalisation und positivem VISTA-Status. Entsprechend muss die
erhohte Menge proximaler Tumoren in der neoadjuvant/perioperativ behandelten Kohorte
berlicksichtigt werden. Bei der therapienaiven Kohorte betrug der Anteil VISTA-positiver
Falle 5,1% bei distal gelegenen Tumoren und 17,1% bei proximal gelegenen Tumoren. Dem
gegenuber wurde VISTA neoadjuvant/perioperativ in 14% (+175% gegenliber therapienaiv)
der distal gelegenen Tumoren und 40% (+134% gegeniliber therapienaiv) der proximal

gelegenen Tumoren nachgewiesen. Die beobachtete Zunahme ist somit gleichermalien in
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den Lokalisationen zu finden und lasst sich nicht allein auf den héheren Anteil proximal
gelegener Tumoren in der neoadjuvant/perioperativ behandelten Kohorte zurickfihren,
sondern muss als Folge der Therapie interpretiert werden.

Der Anteil VISTA-positiver Tumorzellen im neoadjuvant/perioperativ. behandelten
Magenkarzinom ist innerhalb eines Falls, wie auch therapienaiv, meist gering mit einem
Anteil von £10% in 89,4% der auswertbaren Falle und zeigt so erneut die schon von Boger et
al. beschriebene intratumorale Heterogenitat des Vorkommens von VISTA [65].

Immunzellen zeigen sowohl in Bezug auf Gesamtimmunzelldichte, als auch in Bezug auf
VISTA-positive Immunzelldichte und den Anteil VISTA-positiver Immunzellen eine starke
Zunahme im neoadjuvant/perioperativ  behandelten Magenkarzinom gegeniber
therapienaiven Magenkarzinomen (vgl. 3.2.5, S. 36). So kann zum einen eine vermehrte
Anwesenheit von Immunzellen im Tumorbett, und zum anderen eine Uber diese
Vermehrung hinaus erhohte Nachweisfrequenz von VISTA als Folge der Chemotherapie
interpretiert werden. In Analogie zu Tumorzellen ist auch fir Immunzellen eine Dynamik
anhand der Tumorregression nachvollziehbar. Von Becker-Regressionsgrad 1la auf 3 findet
sich dabei mehr als eine Verdopplung des Nachweises eines hohen Anteils von VISTA in
Immunzellen (Abbildung 4.1, B).

Endothelzellen bilden im neoadjuvant/perioperativ behandelten Magenkarzinom wie auch
im therapienaiven Magenkarzinom neben Tumor- und Immunzellen die dritte Zellpopulation
mit Nachweis von VISTA. Bemerkenswert ist die Haufigkeit von Fallen mit einer positiven
Immunreaktion im chemotherapeutisch behandelten Kollektiv (Primartumoren: 88%;
Lymphknotenmetastasen: 81,7%), verglichen mit einer eher moderaten Haufigkeit in
therapienaiven Tumoren (23,7%). Generell ist der Nachweis von VISTA in Endothelzellen mit
Blick auf Immun-, aber auch Tumorzellmigration bemerkenswert. Vereinzelt konnte
aullerdem der Nachweis von VISTA in Histiozyten gefiihrt werden. Welche Rolle VISTA in
diesen Zellpopulationen und dessen Zunahme nach Chemotherapeutika spielt, sollte im
Rahmen weiterfihrender Studien evaluiert werden.

Insgesamt ist der Nachweis von VISTA in neoadjuvant/perioperativ behandelten
Magenkarzinomen gegentiber therapienaiven Magenkarzinomen sowohl in Tumor- als auch
in Immunzellen Uber alle untersuchten Parameter hinweg erhoht. Insbesondere die
Entdeckung eines Zusammenhangs von erhéhtem VISTA-Nachweises in Tumor- und

Immunzellen bei geringer Tumorregression spricht dabei fiir den tumorimmunologischen
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Effekt platinbasierter Chemotherapie. VISTA scheint dabei an der Immunevasion in Fallen

schlechten Ansprechens auf eine primare Chemotherapie beteiligt zu sein.

A Nachweis in Tumorzellen nach B Nachweis in Immunzellen nach
Regressionsgrad Regressionsgrad
100% 100%
80% 80%
60% 60%
40% 40%
20% I 20% . I I
0% = = 0%
Becker 1a Becker 1b Becker 2 Becker 3 Becker 1a Becker 1b Becker 2 Becker 3
B VISTA-positiv VISTA-negativ B hoch (>26,2%) niedrig (£26,2%)

Abbildung 4.1 Anteile des Nachweises von VISTA in Tumor- und Immunzellen nach Tumorregression als
Becker-Regressionsgrad. Abbildung A zeigt den Nachweis in Tumorzellen des Primartumors als am Median des
IRS (IRS=0) in positiv und negativ geteilte Fille gegeniliber Becker-Regressionsgrad. Die gestrichelte Linie
reprasentiert den Anteil positiver Falle in der therapienaiven Untersuchung von Boger et al. (8,8%; ebenfalls bei
Teilung am Median des IRS=0) [65]. Abbildung B zeigt den Nachweis in Immunzellen des Primartumors als am
Median des Anteils positiver Immunzellen (36,2%) in hoch und niedrig geteilt gegenlber Becker-
Regressionsgrad.

4.1.3 Vergleich der Assoziationen mit klinisch-pathologischen Charakteristika

gegenliber therapienaiven Magenkarzinomen

Therapienaive Magenkarzinome zeigten in der Untersuchung von Boger et al. eine Vielzahl
an Zusammenhdngen mit klinisch-pathologischen Patientencharakteristika. So war der
Nachweis von VISTA in Tumorzellen signifikant mit nicht diffusem Phanotyp nach Laurén und
proximaler Tumorlokalisation vergesellschaftet [65]. Eine Verteilung dieser Art ist auch in der
vorliegenden perioperativ/neoadjuvant behandelten Kohorte zu beobachten, wobei deren
Zusammenhang nach der Korrektur fir multiple Tests die Signifikanz verlor (vgl. Tabelle 3.3,
S. 32). Ausschlaggebend ist an dieser Stelle wahrscheinlich eine geringe Fallzahl in einzelnen
Untergruppen, wie beispielsweise lediglich drei phanotypisch diffuse VISTA-positive Falle
und sechs distal gelegene VISTA-positive Falle. Zusatzlich zeigten therapienaiv auch
Immunzellen diese Zusammenhdnge. Das Fehlen von Korrelationen mit klinisch-

pathologischen Charakteristika flir Immunzellen des perioperativ/neoadjuvant behandelten
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Magenkarzinoms kdnnte zusatzlich mit der zuvor beschriebenen und VISTA unabhéangigen
Stimulation der Immunzellinvasion erklart werden.

Boger et al. konnten in der therapienaiven Kohorte eine Korrelation zwischen dem Nachweis
von VISTA und der T-Kategorie aufzeigen. Dabei bestand ein signifikanter Zusammenhang
von VISTA und T-Kategorie im Anstieg des Vorliegens von pT1 zu pT2 und dem Abfall von pT2
zu pT3 [65]. In der perioperativ/neoadjuvant behandelten Kohorte ist ein solcher Verlauf
Uber die T-Kategorie angedeutet zu erkennen, aber vermutlich auf Grund der geringen
Fallzahl nicht signifikant (vgl. Tabelle 3.3, S. 32). Neu zeigt jedoch das UICC-Stadium
neoadjuvant/perioperativ behandelt ein vergleichbares Muster mit signifikantem Anstieg
von UICC-Stadium | bis Ill und Abnahme von UICC-Stadium 11l zu IV (Abbildung 3.7, S. 28). Das
Auftreten dieses vergleichbaren Phanomens untermauert die von Boger et al. vorgetragene
Hypothese des Verlustes von VISTA in fortgeschrittenen oder tief invadierenden Karzinomen
als Kennzeichen eines adaptiven Prozesses wahrend der Tumorprogression [65]. In diesem
Zusammenhang ist auch der Verlust von VISTA im Rahmen einer epithelialen
Dedifferenzierung denkbar, wie bereits von Oliveira et al. in einem Modell epithelial-
mesenchymaler Transition des Magenkarzinoms beschrieben [52].

Ein positiver EBV-Status war therapienaiv signifikant mit VISTA in Immunzellen assoziiert
[65]. Bei den neoadjuvant/perioperativ behandelten Tumoren war dieser Zusammenhang
bei kleiner Zahl nicht signifikant. Die bereits bekannte Assoziation von negativem EBV-Status
in proximalen Magenkarzinomen [27] spiegelt sich so bei einem hohen Anteil proximaler
Tumoren mit nur insgesamt drei EBV-positiven Fallen wider. Alle drei Falle waren dabei
jedoch in der Gruppe hohen VISTA-Nachweises in Immunzellen zu finden. Tumorzellen
zeigten in beiden Kohorten keine signifikante Assoziation mit dem EBV-Status. Ebenso
zeigten beide Kohorten keine signifikante Assoziation mit MSI-, MET- und HER2-Status.
Boger et al. schlussfolgerten aus der Kombination von intestinalem Phanotyp nach Lauén,
proximaler Lokalisation, KRAS-Mutation und angedeuteter Assoziation mit HER2-Positivitat,
dass VISTA-positive Magenkarzinome der Gruppe der chromosomal instabilen Karzinome
angehoren kénnten [65]. Da in der vorliegenden Arbeit bei kleinen Fallzahlen jedoch keiner
der genannten Zusammenhange statistische Signifikanz aufweist, lasst sich diese Hypothese
hier weder bestatigen noch widerlegen. Untersuchungen an gréReren Kohorten sollten
zuklnftig genaueren Aufschluss Uber die Zusammenhdange von VISTA mit genetischen

Subtypen geben.
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4.2 VISTA als potenzielles Ziel eines immuntherapeutischen Ansatzes

Der vermehrte Nachweis von VISTA nach neoadjuvanter/perioperativer Chemotherapie
macht diesen Immun-Checkpoint-Inhibitor besonders interessant als potenzielles Ziel eines
immuntherapeutischen Ansatzes im Magenkarzinom. Im Folgenden werden daher
Moglichkeiten der Erhebung des VISTA-Status aus Biopsien und Metastasen diskutiert.
AuBerdem wird die augmentierte adjuvante Chemotherapie als maogliches
Anwendungsszenario gegen VISTA gerichteter Immuntherapie skizziert. Zuletzt erfolgt die
Einordnung in aktuelle Erkenntnisse zu kombinierten Ansatzen der Anti-Immun-Checkpoint-

Inhibitor Therapie.

4.2.1 Erhebung des VISTA-Status in Biopsien und Metastasen

Biopsien bieten klinisch meist die erste Maoglichkeit, Tumorgewebe eines Patienten
pathologisch zu untersuchen. Doch bestatigt die vorliegende Arbeit erneut eine intratumoral
heterogene Verteilung von VISTA (vgl. 4.1.2). Entsprechend besteht auch bei
neoadjuvant/perioperativ. behandelten Magenkarzinomen die  Gefahr  eines
Stichprobenfehlers analog zu der Beobachtung von Béger et al. [65] in chemotherapienaiven
Magenkarzinomen.

Lymphknoten- und Fernmetastasen geben einen Einblick in weitere Manifestationen
desselben Tumors innerhalb eines Patienten und in verschiedenen Tumormikromilieus.
Lymphknotenmetastasen zeigen nach neoadjuvanter/perioperativer Chemotherapie keine
Assoziationen mit den flir den Primartumor erhobenen klinisch-pathologischen
Patientencharakteristika. Selbst Verteilungstendenzen wie sie, wenn auch ohne statistische
Signifikanz nach der Korrektur fiir multiple Tests, im Primartumor zu finden waren, gibt es
fir Lymphknotenmetastasen nicht. Trotzdem korrelieren die IRS der Primartumoren und die
IRS der Lymphknotenmetastasen signifikant miteinander (p<0,001). Ursachlich fir diese
Diskrepanz konnte eine Gruppe diskordanter VISTA-Nachweise in Primdrtumoren und
korrespondierenden Lymphknotenmetastasen sein. Aber auch Unterschiede im Hinblick auf
Tumorregression konnten eine Rolle spielen. So fallt auf, dass der Nachweis von VISTA nur in
11 Fallen konkordant sowohl im Primartumor als auch in der Lymphknotenmetastase

beobachtet wurde. 22 Fille hingegen zeigten eine diskordante VISTA-Positivitat mit
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Nachweis nur im Primartumor oder nur in der Lymphknotenmetastase. Der positive
pradiktive Wert des positiven VISTA-Status der Lymphknotenmetastase fiir einen positiven
Status des Primartumors liegt nur bei 64,7%. Gleichzeitig lagen in 7 von 16 tumorzellfreien
Primartumoren (ypT0) zugehorige Lymphknotenmetastasen mit vitalen Tumorzellen vor und
belegen, dass Primartumoren und Lymphknotenmetastasen unterschiedlich auf die
neoadjuvante/perioperative Chemotherapie ansprechen, was wiederum auch den Nachweis
von VISTA beeinflusst.

Fernmetastasen zeigten ebenfalls Unterschiede zu den Primartumoren. So war in keinem
Fall einer VISTA-positiven Metastase der Primartumor VISTA-positiv und umgekehrt. Eine
Konkordanz fand sich nur in VISTA-negativen Fallen (vgl. Tabelle 3.2).

Im Ergebnis erlauben weder Biopsien vom Primartumor noch die Untersuchung von
Lymphknoten- oder Fernmetastasen Riickschliisse auf den VISTA-Status des Primadrtumors.
Zusatzlich gibt es starke Hinweise auf eine immunmechanistische Trennung von VISTA in
Primartumoren und zugehoérigen Lymphknoten- und Fernmetastasen, moglicherweise im
Zusammenhang mit Unterschieden des Tumormikromilieus. Wenn VISTA in zukilnftigen
Studien als  pradiktiver  Biomarker  evaluiert werden sollte, muss dem
Probeentnahmeverfahren (Biopsie vs. Resektat) und dem Probenort (Primartumor vs.

Metastase) besondere Aufmerksamkeit geschenkt werden.

4.2.2 VISTA als Teil einer augmentierten adjuvanten Therapie

Bislang sind die Effekte eines gezielten Ausschaltens von VISTA nur im Mausmodell und an
einzelnen humanen Zelllinien erprobt. So konnte fir Ovarial- und Endometriumkarzinome in
humanen Tumorzellen positive Effekte einer VISTA-Blockade auf die intratumorale
Immunantwort, und im Mausmodell auf Uberlebenszeit gezeigt werden [69]. Fir das
Magenkarzinom liegen noch keine Erkenntnisse vor.

An dieser Stelle zeigt die vorliegende Arbeit eine bemerkenswerte Konstellation von VISTA
und dem Ansprechen auf neoadjuvante/perioperative Chemotherapie. Mehr als die Halfte
(52,5%) der untersuchten Magenkarzinome zeigen ein schlechtes Ansprechen auf die
erfolgte Chemotherapie (Becker-Regressionsgrad 3; >50% vitale Tumorresiduen). In dieser
Gruppe findet sich gleichzeitig der GrofSte Anteil VISTA-positiver Tumoren bezogen auf die
Tumor- (63,5%) und/oder Immunzellen (41,9%) (vgl. 4.1.2). So dient das schlechte
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Ansprechen auf neoadjuvante/perioperative Chemotherapie im Operationsresektat
gleichzeitig als Indikator eines wahrscheinlichen Vorliegens von VISTA und koénnte kiinftig
Anlass fur die Bestimmung des VISTA-Status mittels Immunhistochemie an
GroRflachenschnitten sein. Die Evaluation adjuvanter Weiterbehandlung ist nach aktueller
Leitlinie [31] bereits vorgesehen und konnten zukilnftig Patienten mit einem positiven
VISTA-Status einer um VISTA-Inhibitoren erganzten adjuvanten Chemotherapie zufiihren.
Das Prinzip einer solchen durch gezielte Immuntherapie augmentierten Chemotherapie
bestatigt sich eindrucksvoll im nicht kleinzelligen Lungenkarzinom, wo durch die Erganzung
um Pembrolizumab, einem monoklonalen Antikorper gegen PD-1, eine Verlangerung der
Progressionsfreiheit und des Gesamtiiberlebens bewirkt werden konnte [70].

Fir VISTA fehlen derzeit noch entsprechende Medikamente. Zuletzt wurde die einzige Phase
1 Studie zu einem monoklonalen Antikérper gegen VISTA abgebrochen (NCT02671955). So
verbleibt zum aktuellen Zeitpunkt nur noch ein kombinierter PD-L1/2 und VISTA Antagonist
in einer Phase 1 Studie (CA-170; NCT02812875).

4.2.3 Kombinierte Anti-Immun-Checkpoint-Regulator Therapie im

Magenkarzinom

Eine gezielte Immuntherapie wird fir das Magenkarzinom zum aktuellen Zeitpunkt nicht
empfohlen [31]. Dennoch werden mogliche Ziele einer personalisierten Therapie in einer
Vielzahl von Studien untersucht. Besonders Immun-Checkpoint-Regulatoren liegen dabei im
Fokus, deren Vertreter PD-1/PD-L1 und CTLA-4 insbesondere Gegenstand aktueller
Forschung sind [71]. Mit VISTA kommt nun ein weiteres Protein mit vielversprechenden
Eigenschaften hinzu. So ist bereits bekannt, dass VISTA und andere Immun-Checkpoint-
Regulatoren der B7-Familie an nicht redundante Signalwege gekoppelt sind [64]. Auch
wurde im Melanom bereits die unabhangige Expression von VISTA und PD-L1 nachgewiesen
[72]. Entsprechend muss besonders in der Uberlegung iber VISTA und PD-L1 als
Therapieziele ein mogliches Ausweichen in die Immunevasion mittels des jeweils anderen
Proteins bedacht werden. Die reaktive Hochregulation von VISTA konnte bereits flr das
Melanom mit einer gegen PD-L1 gerichteten Therapie [73], und fiir das Prostatakarzinom mit
einer kombiniert gegen PD-1 und CTLA-4 gerichteten Therapie [74] gezeigt werden. Im

Magenkarzinom zeigte eine Untersuchung der mRNA-Expression, dass 18 von 19
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untersuchten Patienten mit einem Magenkarzinom mit lymphoidem Stroma und einer
Expression von PD-1-mRNA gleichzeitig VISTA-, CTLA-4- oder mRNA beider Immun-
Checkpoint-Regulatoren exprimierten [75]. Entsprechend gibt eine kombinierte Therapie
Hoffnung auf eine breitere Wirkung gegen Mechanismen der Immunevasion.

Boger et al. untersuchten in einer Studie aus 2016 PD-L1 im therapienaiven Magenkarzinom
[47]. Mit Hilfe dieser Daten wurde im therapienaiven Magenkarzinom das gemeinsame
Vorliegen von VISTA und PD-L1 in Tumor- und Immunzellen und eine Assoziation von VISTA
in Immunzellen und PD-L1 in Tumorzellen nachgewiesen [65]. Eine Assoziation von VISTA in
Immunzellen und PD-L1 in Tumorzellen besteht auch nach neoadjuvanter/perioperativer
Chemotherapie. Ein gemeinsames Vorliegen lasst sich jedoch nur noch in Immunzellen, nicht
aber in Tumorzellen, als signifikant bestatigen. Obgleich das gemeinsame Vorkommen in
Tumorzellen nach neoadjuvanter/perioperativer Chemotherapie keine statistische
Signifikanz aufweist, bilden Tumoren mit VISTA- und PD-L1-Nachweis eine Subgruppe von
etwa 10% (13/112) der untersuchten Falle. PD-L1 und/oder VISTA lassen sich sogar in etwa
45% aller Falle nachweisen. Therapienaiv umfasste diese Gruppe nur etwa 35% der Falle
[65]. Es zeichnet sich dabei eine heterogene Regulation nach der Exposition zu
platinbasierter Chemotherapie ab. So ist die Ausweitung der Gruppe mit VISTA- und/oder
PD-L1 im neoadjuvant/perioperativ behandelten Magenkarzinom vor allem in dem
vermehrten Nachweis von VISTA begriindet (+251% gegeniliber therapienaiv). Ein PD-L1-
Nachweis liegt hingegen im Mittel sogar seltener vor (-25% gegenliiber therapienaiv) [76].
Gleichzeitig teilen beide Proteine ein haufigeres Auftreten in Abhangigkeit schlechten
Ansprechens auf Chemotherapie. In dieser Subgruppe (Becker-Regressionsgrad 3; >50%
vitale Tumorresiduen) ist VISTA stark vermehrt nachweisbar (+376% gegeniber
therapienaiv), und PD-L1 erreicht etwa das Niveau therapienaiver Magenkarzinome (-3%)
[76]. Der Nachweis von VISTA- und/oder PD-L1 erreicht in der Gruppe der Tumoren mit
Becker-Regressionsgrad 3 einen Anteil von 56% (Abbildung 4.2).

VISTA und PD-L1 in Immunzellen des Primartumors sind signifikant miteinander assoziiert,
unterliegen gleichzeitig aber einer heterogenen Regulation. Wie zuvor demonstriert lasst
VISTA sich in Immunzellen bei allgemeiner Zunahme der Immunzelldichte auch anteilig
gegenlber therapienaiven Magentumoren vermehrt nachweisen (+47,2% gegeniber
therapienaiv). Im Gegensatz dazu erreicht PD-L1 in Immunzellen nicht den Anteil an Fallen

mit hohem Nachweis, wie er therapienaiv zu finden war (-53,5%) [76]. Wird erneut nur die
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Gruppe der Tumoren mit schlechtem Therapieansprechen (Becker-Regressionsgrad 3)
betrachtet, sind sowohl VISTA als auch PD-L1 in Immunzellen gegeniber dem
neoadjuvant/perioperativ behandelten Durchschnitt und therapienaiv beobachteten Werten
erhoht (VISTA: +252,7%; PD-L1: +40,8% gegenliber therapienaiv) [76].

Anders als in der therapienaiven Kohorte, wo EBV-Positivitat ausschlieBlich auf Falle mit PD-
L1 in Tumoren beschrankt war und MSI in keinem exklusiv VISTA-positiven Fall beobachtet
wurde [65], besteht eine solche Trennung nach neoadjuvanter/perioperativer
Chemotherapie nicht. EBV-Positivitat ist hier auch in Fdllen des gemeinsamen Nachweises
von VISTA und PD-L1, und MSI in VISTA-positiven Tumoren zu finden (Abbildung 4.3).

Diese Arbeit zeigt eine heterogene Regulation der beiden Immun-Checkpoint-Regulatoren
VISTA und PD-L1. Einen Anteil an dieser Beobachtung kdnnte die jlingst neu beschriebene
Interaktion von VISTA und PSGL-1 in saurem Milieu sein [54]. Die gesteigerte
Entziindungsreaktion, wie Sie an dem Anstieg der Immunzelldichte zu erkennen war, kénnte
Uber eine Senkung des pH die Immunevasion mittels VISTA besonders begiinstigt haben.
Parallel zu diesem Mechanismus ist der vermehrte Nachweis in Fdllen schlechten
Therapieansprechens und ein teilweise gemeinsames  Vorkommen nach
neoadjuvanter/perioperativer Chemotherapie fiir beide Immun-Checkpoint-Regulatoren zu
beobachten. Eine bei therapienaiven Tumoren beobachtete Trennung nach genetischen
Alterationen lasst sich nicht bestatigen. Die gezielte einzelne oder kombinierte Therapie
geben VISTA und PD-L1 scheint besonders fiir einen therapieresistenten Verlauf interessant.
Weiterfiihrende Untersuchungen in diesem Feld sind dringend noétig, um die Ergebnisse
dieser Arbeit zu Uberprifen und den klinischen nutzen der Immuntherapie fir das

Magenkarzinom zu evaluieren.
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Gesamtzahl 118 (nicht verfligbar 1)
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Abbildung 4.2 Mengendiagramm der Uberschneidung von Becker-Regressionsgrad 3 und dem Nachweis von
VISTA und PD-L1. Die angegebenen Mengen beziehen sich auf Fille mit einem Nachweis des jeweiligen
Proteins oder des Becker-Regressionsgrades 3 (Becker 3; 250% vitale Tumorresiduen). Eigeschlossen wurden
119 Falle mit >0% vitalen Tumorresiduen und verfligbharem PD-L1 Status [76]. Fur 118 Falle waren
Informationen zu allen dargestellten Eigenschaften verfiigbar.

Gesamtzahl 112 (nicht verfligbar 7)
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Abbildung 4.3 Mengendiagramm der Uberschneidungen zwischen PD-L1-, VISTA-, MSI- und EBV-positiven
Tumoren. Die angegebenen Mengen beziehen sich auf Falle mit einem Nachweis des jeweiligen Proteins oder
der genannten genetischen Alteration (Mikrosatelliteninstabilitait (MSI); Mikrosatellitenstabilitat (MSS);
Eppstein-Barr-Virus (EBV) Positivitat oder Negativitdt) in Tumorzellen des Primartumors. Eigeschlossen wurden
119 Falle mit >0% vitalen Tumorresiduen und verfliigbarem PD-L1 Status [76]. Fur 112 Falle waren
Informationen zu allen dargestellten Eigenschaften verfiigbar.
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Zusammenfassung

Das Magenkarzinom hat trotz groRer Fortschritte in chirurgischer und chemotherapeutischer
Therapie noch immer eine insgesamt schlechte Prognose. Zugrunde liegt meist ein bei
Diagnosestellung bereits fortgeschrittenes Tumorgeschehen. Zunehmendes Verstandnis um
die Relevanz immunevasorischer Prozesse in Tumorzellen weckt nun das Interesse diese
Effekte zu charakterisieren und potenzielle Therapieziele zu identifizieren.

Diese Arbeit befasst sich mit VISTA (V-domain immunoglobulin(lg)-containing suppressor of
T-cell activation), einem neuen Mitglied der B7-Membranproteinfamilie. Diese Proteine
zeichnen sich durch ihre Funktion als Immun-Checkpoint-Regulatoren aus und umfassen
klinisch bereits relevante Vertreter wie CTLA-4 und PD-1/PD-L1. VISTA Ubernimmt die Rolle
eines Immun-Checkpoint-Inhibitors und induziert vor allem Effekte der Immunkontrolle. Der
Nachweis bei Magenkarzinomen und zugehorigen tumorinfiltrierenden Lymphozyten konnte
bereits geflihrt werden, doch ist bislang nichts Uber den Nachweis von VISTA nach
neoadjuvanter/perioperativer Chemotherapie bekannt. Ziel dieser Arbeit war es, diese
Wissensliicke zu schlieRen und den Nachweis von VISTA in neoadjuvant/perioperativ
behandelten Magenkarzinomen zu charakterisieren und im Vergleich mit einer Kohorte
therapienaiver Magenkarzinome Riickschliisse auf die Effekte platinbasierter Chemotherapie
zu ziehen.

Es wurden Gewebeschnitte von 141 Fallen neoadjuvant behandelter Magenkarzinome mit
93  korrespondierenden  regiondaren  Lymphknoten- und 15 Fernmetastasen
immunhistochemisch gegen VISTA gefarbt. Mikroskopisch wurden prozentualer Anteil und
Intensitdt immunreaktiver vitaler Tumorzellen ermittelt. Positive Immunzellen (z.B.
Lymphozyten, Granulozyten, Makrophagen) wurden pro Gesichtsfeld bei 400x VergroRerung
flr Primartumoren, geeignete Lymphknoten und Fernmetastasen ausgezahlt. Die Ergebnisse
wurden anschlieBend mit klinisch-pathologischen Patientencharakteristika korreliert, und
den Ergebnissen einer frilheren Untersuchung durch Boger et al. an therapienaiven
Magenkarzinomen verglichen.

VISTA wurde in 38 (30,9%) Primartumoren, 18 (21,7%) korrespondierenden Lymphknoten-
und 5 (33%) Fernmetastasen nachgewiesen. Der Nachweis korrelierte in Tumor- und
Immunzellen signifikant mit einer geringen Tumorregression (Becker-Regressionsgrad:

p=0,002; p<0,001). AuBerdem bestand ein Zusammenhang von VISTA in Immunzellen und
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dem verwandten Immun-Checkpoint-Inhibitor PD-L1 in Immun- und Tumorzellen (p<0,001;
p=0,004).

Diese Studie zeigt erstmals, dass VISTA in neoadjuvant behandelten Magenkarzinomen und
dessen Metastasen nachweisbar ist. Der Zusammenhang eines vermehrten Vorkommens in
Fallen geringer oder keiner Tumorregression spricht fir einen Einfluss auf das
Therapieansprechen durch die Beteiligung an Immunevasionsprozessen. Der Vergleich mit
Fallen therapienaiver Magenkarzinome zeigt eine deutliche Erh6hung von VISTA in Tumor-
und Immunzellen nach der Exposition zu platinbasierter Chemotherapie.

Das gemeinsame Vorkommen mit PD-L1 prasentiert ein Ziel kombinierter VISTA- und PD-L1-
Blockade bei nicht redundanten Signalwegen. Aulerdem koénnten besonders Patienten mit
einem auf konventionelle Chemotherapie schlecht ansprechenden Tumor in Zukunft von

einer um VISTA-Inhibitoren erganzten adjuvanten Therapie profitieren.
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Anhang 56
Anhang
Giiltig HER2-Status MET-Status MSI-Status
Giiltig p-Wert Giiltig p-Wert Giiltig p-Wert
negativ positiv negativ positiv MSS msi
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Geschlecht 140 122 .348* 124 .999* 121 .005*
Weiblich 28 (20,0 21 (100) 0 (0,0) 21 (95,5) 1 (4,5) 17 (77,3) 3 (22,7)
Ménnlich 112 (80,0) 93 (92,1) 8 (7,9) 97 (95,1) 5 (4,9)) 96 (97,0) 5 (3,0)
Alter 140 116 ,466* 118 ,999* 116 ,069*
<66 Jahre 70 (50,0) 48 (90,6) 5 (9,4) 52 (94,5) 3 (5,5 52 (98,1) 1 (1,9
> 66 Jahre 70 (50,0) 60 (95,2) 3 (4,8) 60 (95,2) 3 (4,8 56 (88,9) 7 (11,1)
Lokalisation 140 122 ,256* 124 ,999* 121 ,124*
Proximal 90 (64,3) 74 (91,4) 7 (8,6) 78 (95,1) 4 (4,9 76 (96,2) 3 (3.8)
Distal 50 (53,7) 40 (97,6) 1 (2,4) 40 (95,2) 2 (4,8) 37 (88,1) 5 (11,9)
Laurén 140 122 ,043* 124 ,018* 121 ,521*
Intestinal 62 (44,3) 51 (86,4) 8 (13,6) 60 (98,4) 1 (1,6) 56 (94,9) 3 (5,1)
Diffus 26 (18,6) 24 (100) 0 (0,0) 20 (83,3) 4 (16,7) 22 (91,7) 2 (8,3)
Gemischt 26 (18,6) 26 (100) 0 (0,0) 26 (100) 0 (0,0) 22 (88,0) 3 (12,0
Unklass. 14 (10,0) 13 (100) 0 (0,0) 12 (93,3) 1 (7,7) 13 (100) 0 (0,0)
Vollstandige 12 (8,6) N.A. N.A. N.A. N.A. NA. NA.
Regression
T-Kategorie 140 122 ,045° 124 ,616° 121 ,624°
TO 16 (11,4) 2 (100) 0 (0,0) 3 (100) 0 (0,0) 2 (100) 0 (0,0)
T1(a/b) 20 (14,3) 14 (82,4) 3 (17,6) 18 (100) 0 (0,0) 15 (93,8) 1 (6,3)
T2 20 (14,3) 18 (90,0) 2 (10,0) 18 (90,0) 2 (10,0) 18 (90,0) 2 (10,0)
T3 74 (52,9) 70 (95,9) 3 (4,1) 70 (95,9) 3 (4,1) 68 (93,2) 5 (6,8)
T4(a/b) 10 (7,1) 10 (100) 0 (0,0) 9 (90,0) 1 (10,0) 10 (100) 0 (0,0)
N-Kategorie 140 122 ,039° 124 ,087° 121 ,353°
NO 51 (36,4) 31 (83,3) 6 (16,7) 36 (97,3) 1 (2,7 31 (88,6) 4 (11,4)
N1 33 (23,6) 30 (100) 0 (0,0) 30 (96,8) 1 (3,2) 30 (96,8) 1 (3,2)
N2 32 (22,9) 31 (96,9) 1 (3,1) 32 (100) 0 (0,0) 29 (93,5) 2 (6,5)
N3(a/b) 24 (17,1) 23 (95,9) 1 (4,2) 20 (83,3) 4 (16,7) 23 (95,8) 1 (4,2)
M-Kategorie 140 122 ,355% 124 ,229* 121 ,999*
MO 119 (85,0) 95 (92,2) 8 (7,8) 101 (96,2) 4 (3,8 95 (93,1) 7 (6,9)
M1 21 (15,0) 19 (100) 0 (0,0) 17 (89,5) 2 (10,5) 18 (94,7) 1 (5,3)
UlICC-Stadium 140 120 ,005° 122 ,240° 119 ,335°
0/N+ 15 (10,9) 2 (100) 0 (0,0) 3 (100) 0 (0,0) 2 (100) 0 (0,0)
1(A/B) 21 (15,2) 13 (72,2) 5 (27,8) 18 (94,7) 1 (53) 16 (94,1) 1 (5,9)
11(A/B) 24 (17,4) 23 (95,8) 1 (4,2) 24 (100) 0 (0,0) 20 (83,3) 4 (16,7)
111(A/B/C) 57 (41,3) 55 (96,5) 2 (3,5) 54 (94,7) 3 (53) 55 (96,5) 2 (3,5)
v 21 (15,2) 19 (100) 0 (0,0) 17 (89,5) 2 (10,5) 18 (94,7) 1 (5,3)
L-Kategorie 140 122 ,999% 124 ,017* 121 ,575*
Lo 98 (70,0) 75 (93,8) 5 (6,3) 81 (98,8) 1 (1,2) 76 (95,0) 4 (5,0)
L1 42 (30,0) 39 (92,9) 3 (7,1) 37 (88,1) 5 (11,9) 37 (90,2) 4 (9,8)
V-Kategorie 140 122 ,624° 124 ,074° 121 ,623°
Vo 130 (92,9) 104 (92,9) 8 (7,1) 110 (96,5) 4 (3,5 103 (92,8) 8 (7,2)
V1 10 (7,1) 10 (100) 0 (0,0) 8 (80,0) 2 (20,0) 10 (100) 0 (0,0)
Pn-Kategorie 140 122 ,198* 124 ,152% 121 ,999*
Pno 110 (78,6) 84 (91,3) 8 (8,7) 91 (96,8) 3 (3,2) 85 (93,4) 6 (6,6)
Pnl 30 (21,4) 30 (100) 0 (0,0) 27 (90,0) 3 (10,0) 28 (93,3) 2 (6,7)
R-Status 140 122 ,648* 124 ,025* 121 ,648*
RO 125 (89,3) 99 (92,5) 8 (7,5) 106 (97,2) 3 (2,8) 98 (92,5) 8 (7,5)
R1 13 (9,3) 13 (100) 0 (0,0) 10 (76,9) 3 (23,1) 13 (100) 0 (0,0)
RX 2 (1,4) 2 (100) 0 (0,0) 2 (100) 0 (0,0) 2 (100) 0 (0,0)
MSI-Status 121 120 ,999% 121 ,999*
MSS 113 (93,4) 104 (93,1) 8 (6,9) 107 (94,7) 6 (5,3) N.A. N.A.
MsI 8 (6,6) 8 (100) 0 (0,0) 8 (100) 0 (0,0) N.A. N.A.
EBV-Status 122 120 ,999* 122 ,999* 119 ,999*
negativ 119 (97,5) 109 (93,2) 8 (6,8) 113 (95,0) 6 (5,0) 102 (93,1) 8 (6,9)
positiv 3 (2,5) 3 (100) 0 (0,0) 3 (100) 0 (0,0) 3 (100) 0 (0,0)
MET-Status 124 122 ,999* 121 ,999*
negativ 118 (84,3) 108 (93,1) 8 (6,9) N.A. N.A. 107 (93,0) 8 (7,0)
positiv 6 (4,8) 6 (100) 0 (0,0) N.A. N.A. 6 (100) 0 (0,0)
HER2-Status 122 122 ,999* 120 ,999*
negativ 114 (93,4) N.A. N.A. 108 (94,7) 6 (53) 104 (93,1) 8 (6,9)
positiv 8 (6,6) N.A. N.A. 8 (100) 0 (0,0) 8 (100) 0 (0,0)
Regression 140 122 ,583° 124 A77° 121 ,147°
(Becker)
la 16 (11,4) 2 (100) 0 (0,0) 3 (100) 0 (0,0) 2 (100) 0 (0,0)
1b 29 (20,7) 25 (89,3) 3 (10,7) 29 (100) 0 (0,0) 27 (96,4) 1 (3,6)
2 22 (15,7) 19 (95,0) 1 (5,0) 19 (95,0) 1 (5,0 20 (100) 0 (0,0)
3 73 (52,1) 68 (94,4) 4 (5,6) 67 (94,7) 5 (6,9) 64 (90,1) 7 (9,9)

Anhang Tabelle 2 Korrelation von HER2, MET und MSI mit klinisch-pathologischen Charakteristika und
Regression. Die Tabelle zeigt den HER-, MET- und MSI-Status des Primartumors gegeniiber klinisch-
pathologischen Parametern und genetischen Alterationen. P-Werte unterhalb des 0.05% Signifikanzniveaus
sind grau unterlegt. Die Art des statistischen Tests ist jeweils an den angegebenen p-Werten vermerkt
(*=exakter Test nach Fisher; °=Kendalls Tau). Die Abkiirzung ,,Unklass.” reprasentiert Falle mit unklassifiziertem
Phanotyp nach Laurén. Die Abkirzung ,N.A.“ bezeichnet Felder als ,nicht anwendbar”, sofern diesem kein
Wert zugewiesen werden konnte.
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