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1  Einleitung

1.1. Das Magenkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Magenkarzinom ist eines der flihrenden globalen Gesundheitsthemen. Weltweit stellt
es die zweithdufigste tumorbedingte Todesursache dar und ist im Allgemeinen der
vierthaufigste Tumor nach Lungen-, Dickdarm- und Brustkarzinomen [1].

Laut Bericht des Zentrums fiir Krebsregisterdaten am Robert-Koch-Institut nimmt das
Magenkarzinom in Deutschland bei Mannern den 5. und bei Frauen den 6. Platz in der
Rangfolge der haufigsten krebsbedingten Todesfadlle ein [2, 3]. Jahrlich erkranken auf
100.00 Biirger in Deutschland ca. 30 Manner und 20 Frauen neu an einem Magenkarzinom
[4]. Die Analyse der Uberlebensdaten zeigt jedoch einen positiven Trend: Seit den 1970er
Jahren wird in den Industrienationen ein allgemeiner Riickgang der Inzidenz- und
Mortalitatsraten an Karzinomen beobachtet [2]. Dabei weist das Magenkarzinom mit einer
Abnahme der altersstandardisierten Mortalitdat um 3% unter allen Tumorentitaten eine der

starksten Senkungen der Sterblichkeit auf [3].

Magenkarzinome sind jedoch nach wie vor mit einer unglinstigen Prognose und geringen
Uberlebensrate assoziiert: Bundesweite Daten zeigen, dass bei Mannern die 5- bzw. 10-
Jahres-Uberlebensrate bei 30% bzw. 28% liegt, Frauen weisen diesbeziiglich mit 33% bzw.
29% analoge Werte auf [4]. Anhand von Prognosen, die den Stellenwert der am haufigsten
zum Tode fuhrenden Erkrankungen fiir das Jahr 2030 einschatzen, ist in der Zukunft eine

steigende Relevanz der Mortalitat am Magenkarzinom zu erwarten [5].

Die hohe Mortalitdit des Magenkarzinoms wird daran ersichtlich, als dass rund 1% der
Todesfdlle in Deutschland darauf zuriickzufiihren sind [4]. Die Ursachen hierflir sind
vielfdltig und beruhen zum einen darauf, dass das Magenkarzinom eine Erkrankung des
alternden Menschen darstellt: Das durchschnittliche Diagnosealter liegt bei 75 Jahren fiir
Frauen und bei 72 Jahren fiir Manner [2, 4]. Darlber hinaus sind im Gegensatz zu Japan
bisher keine strukturierten Friherkennungsprogramme etabliert [6], sodass mehr als zwei
Drittel der Tumoren in den fortgeschrittenen Stadien T3 und T4 diagnostiziert werden [3].
Unter diesen Umstdanden hat die kurative Therapie des Magenkarzinoms selten Aussicht

auf Erfolg.



Abb. 1: Altersspezifische Inzidenz des Magenkarzinoms zwischen 2004 und 2014 im Vergleich. Die
Inzidenz des Magenkarzinoms ist altersabhangig. Neuerkrankungen treten ab dem 2. Lebensdrittel
und bei Mannern gehauft auf. Dabei ist der 10-Jahres Trend positiv und zeigt fiir beide Geschlechter
insgesamt gesunkene Inzidenzraten. Daten von der Gesellschaft der epidemiologischen

Krebsregister in Deutschland e.V. (GEKID).
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1.1.2 Risikofaktoren
Das Magenkarzinom ist eine Erkrankung multifaktorieller Genese, wobei die Infektion mit

Helicobacter pylori (H. pylori) als bedeutendster Risikofaktor gilt [4].

H. pylori-Besiedlung

H. pylori ist eines der weltweit am meisten verbreiteten Bakterien und der Mensch
gegenwartig sein einziger bekannter Wirt [7]. Mindestens die Halfte der Weltbevoélkerung
gilt als infiziert, in ca. 70% der Falle bleibt die Besiedlung asymptomatisch. Duodenale oder
gastrale Ulzera sowie Magentumoren stellen Endpunkte einer chronischen Infektion dar
und treten bei 15% aller Menschen mit positivem H. pylori-Nachweis auf. Die Pravalenz der

H. pylori-Infektionen korreliert mit steigendem Alter sowie niedrigem sozialen Status [8].



Retrospektive Studien zeigen, dass die Ubertragung des Bakteriums mehrheitlich in der
Kindheit erfolgt, wobei das Alter zum Zeitpunkt der Erstinfektion eine wesentliche Rolle zu
spielen scheint. Es gilt, dass mit frihkindlichem Erwerb des Bakteriums die
Wahrscheinlichkeit, eine Pangastritis zu entwickeln und damit auch das Risiko, spater an
einem Magenkarzinom zu erkranken, steigt [7, 8]. Im Jahre 1994 wurde H. pylori zu einem
humanen Kanzerogen der Gruppe 1 von der ,International Agency on Cancer” ernannt [4,
9], nachdem durch epidemiologische und histologische Studien das mutagene Potential auf
die Magenschleimhaut nachgewiesen worden war [10, 11]. Die H. pylori-Besiedlung flihrt
zu einer chronischen Typ B-Gastritis [4]. Es werden dabei drei Phdanotypen unterschieden.
Die Corpus-pradominante Typ B-Gastritis geht mit Atrophie und intestinaler Metaplasie
einher und hat ein signifikant hoheres Krebsrisiko. Die Antrum-pradominante Gastritis
weist haufiger Magen- und Duodenalulzera auf ohne erh6htes Entartungsrisiko. SchlieRlich
gibt es noch die indolente Form der Typ B-Gastritis, die weder ein erhoéhtes Krebsrisiko
aufweist, noch mit Magen- oder Duodenalgeschwiiren einhergeht [2]. Der Erreger besitzt
neben Adhéarenzfaktoren, die die Integritdit der Schleimhaut storen, spezifische
Virulenzfaktoren wie das Zytotoxin-assoziierte Gen A (cagA) und das Vakuolisierende
Zytotoxin A (vacA), welche eine Entziindungsreaktion hervorrufen und die Proliferation und
Apoptose beglinstigen [12].

Zur Diagnostik wird der Krankheitserreger invasiv (Biopsieentnahme mittels Endoskopie)
oder nicht-invasiv (ELISA- bzw. Latex-Agglutinations-Test, IgG-Stuhltest) nachgewiesen. Die
medikamentdse Eradikationstherapie kann bei definierten Risikogruppen, wie z.B.
Personen mit einer Pangastritis, friiheren Neoplasien wie z.B. Magenadenomen oder
erstgradig Verwandten von Magenkarzinompatienten die Inzidenz des Magenkarzinoms
senken. Dabei gilt die Therapie vor allem dann als karzinomprotektiv, wenn noch keine

prakanzertsen Lasionen wie eine Atrophie oder intestinale Metaplasie bestehen [4].

Epidemiologische Faktoren

Fiir Patienten aus Industrienationen gilt, dass bestimmte Facetten des westlichen
Lebensstils das Auftreten eines Magenkarzinoms beglnstigen. Erhebliche regionale
Unterschiede hinsichtlich der Neuerkrankungsraten lassen Riickschlisse darauf zu, dass ein

kausaler Zusammenhang zwischen kulturellen Faktoren und der Krebsentwicklung besteht.



Im Vergleich zu den Niedrigrisiko-Arealen Siid-Asien, Nord- und Sid-Afrika, Nord-Amerika,
Australien und Neuseeland ist die Inzidenz des Magenkarzinoms in den Hochrisiko-
Regionen Japan, Ost-Asien, Ost-Europa sowie Zentral- und Stidamerika bis zu zehnfach
erhoht [13]. Im internationalen Vergleich der Erkrankungs- und Sterberaten am
Magenkarzinom weist Deutschland hinter Polen und Tschechien den zweiten Rang auf [2].
Assoziiert mit dem Leben in einer der genannten Hochrisikopopulationen sind zudem der
soziookonomische Status und Umweltfaktoren, welche das Risiko fiir Nicht-

Kardiakarzinome des Magens beeinflussen [4].

Erndhrungsweise

Da der Magen die Aufbereitung weitgehend unverdauter Nahrungsbestandteile zur
Aufgabe hat, wird insbesondere dieser Teil des Gastrointestinaltraktes Xenobiotika
ausgesetzt. Bereits im Jahre 1959 wurde salzhaltige Nahrung mit einem erhéhten Risiko am
Magenkarzinom zu erkranken, in Verbindung gebracht [14]. Weiterhin weist ein Rickgang
an Magentumoren zur Zeit der Entwicklung von Kiihlgerdten auf den Beitrag salzhaltiger
Konservierungsmethoden fir die Entstehung des Magenkarzinoms hin [15]. Heutzutage gilt
als gesicherter Zusammenhang, dass eine erhohte Aufnahme von Natriumchlorid Gber die
Nahrung das Magenepithel irritiert und im Zusammenspiel mit einer H. pylori-Infektion das
Risiko flir einen Magentumor bis zu zehnfach erh6ht [16].

Der westliche Erndhrungsstil mit reichlichem Konsum von rotem Fleisch und stark
gewlirzten Speisen bei gleichzeitig geringer Aufnahme an Obst, Gemise und Ballaststoffen
erhoht in Kombination mit bestimmten genetischen Konstellationen, wie der Alteration von
DANN-Reperaturgenen hOGG1, XRCC1 und XPD, das Magenkarzinomrisiko [17]. Wie die
Metaanalyse von Kim et al. [17] zu Daten aus 38 weltweit durchgefiihrten Studien belegt,
sind zudem genetische Polymorphismen in Enzymen der Biotransformation | und Il der
Leber unter dietdtischen Aspekten mit der Entstehung von Magentumoren verknipft.
Zudem werden Magenkarzinome bei pernizidser Andmie (chronischer Vitamin B12-Mangel)
infolge strikter vegetarischer Erndhrung bzw. erfolgter (partieller) Gastrektomie begtinstigt

[4].



Stimulanzien

Der Einfluss von Rauchen hinsichtlich der Entwicklung eines Magenkarzinoms gilt als
gesicherter Risikofaktor [18, 19]. Tabakrauch erhdéht das Magenkarzinomrisiko
Uberwiegend fir mannliche Zigarettenkonsumenten. Die Daten fiir Frauen sind hinsichtlich
ihrer Ergebnisse inhomogen und spiegeln den geringeren relativen Anteil an
Nikotinkonsumentinnen wider. Bei bereits bestehendem Magenkarzinom wirkt sich
Tabakrauch negativ auf das Gesamt-, tumorspezifische- und 5-Jahres-Uberleben aus [20].
Alkohol und seine bei der Oxidation in der Leber entstehenden Intermediate, allen voran
der Acetaldehyd, gelten als Zellgifte. Erhdhte Blutkonzentrationen dieses Abbauproduktes
stehen im Verdacht, DNA-Schiaden zu verursachen und damit die Entstehung von
Magentumoren zu beglinstigen [21]. Eine Studie von Duell et al. zu Genpolymorphismen
mehrerer Athanol-abbauender Enzyme, Alkoholaufnahme und dem Risiko, ein
Magenkarzinom zu entwickeln, zeigt, dass genetische Varianten der Alkoholdehydrogenase
1 und der Aldehyddehydrogenase 2 das Krebsrisiko steigern [21]. Ahnliches gilt fiir die
Sulfotransferase 1A im Zusammenspiel mit gesteigertem Alkoholkonsum [22]. Die
aufgefiihrten Enzyme metabolisieren Athanol, sodass bei verminderter Enzymaktivitit
schadliche Intermediate akkumulieren und ihre mutagene Wirkung an der

Magenschleimhaut entfalten.

Weitere Faktoren

Der aktuelle Stand der Forschung weist auf eine multifaktorielle Genese des
Magenkarzinoms hin. Eine individuelle Suszeptibilitdit beginstigt die neoplastische
Entartung, insbesondere Polymorphismen in pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen
bei den Typ B-Gastritis-assoziierten Magenkarzinomen [2].

Dabei gelten die aufgefiihrten Einflisse als individuell modifizierbar. Dazu zahlt auch
krankhaftes Ubergewicht, bei welchem Metabolite des Fettstoffwechsels wie Insulin-like
growth factor (IGF) und Leptin vermehrt pro-mitogene Signale generieren [23]. Das Risiko
an einem Karzinom des 8sophagogastralen Ubergangs zu erkranken, scheint proportional
mit dem BMI assoziiert zu sein [24]. Zudem tragt abdominelles Fett zur Entstehung der
gastrodsophagealen Refluxerkrankung (GERD) bei. Bei der GERD kann sich bei chronischer
Reizung der gastrotsophagealen Schleimhaut durch saure Verdauungssafte eine sog.

Barrett-Metaplasie entwickeln, welche eine prakanzerose Lasion darstellt. Dabei gilt das



Risiko fur ein Magenkarzinom als flinf- bis siebenfach erh6ht [25]. Obwohl einige Studien
den Zusammenhang zwischen der GERD und der Entwicklung eines Tumors des
gastrodsophagealen Ubergangs nachgewiesen haben [26, 27], sind diese Ergebnisse nicht

konsistent [4, 28].

Gewisse Faktoren sind unverdanderlich und gehen a priori mit einem erhohten
Magenkarzinomrisiko einher. So steigt die Inzidenz an Magentumoren kontinuierlich mit
dem Alter [2] und tritt vermehrt beim mannlichen Geschlecht auf [4]. Zudem ist die Inzidenz
des Magenkarzinoms mit bestimmten genetischen Risikokonstellationen assoziiert, auf

welche im folgenden Abschnitt explizit eingegangen wird.

1.1.3 Atiopathogenese
Tumoren des Magens entwickeln sich sporadisch oder resultieren aus einem durch
genetische Pradisposition hereditar bzw. familiar weitergegebenen erhéhten

Erkrankungsrisiko [2].

Pathogenese des sporadischen Magenkarzinoms

Wesentlich fir die Entstehung des sporadischen Magenkarzinoms ist die von Correa im Jahre
1988 entwickelte ,Epithel-Dysplasie-Karzinom-Sequenz” [29], welche als Ausgangspunkt
eine zundchst oberflachlich lokalisierte Gastritis annimmt. Bei Chronifizierung dieses
Entziindungszustandes kommt es zur Atrophie und intestinalen Metaplasie der
Magenschleimhaut. Derlei Epithelveranderungen sind primar reversibel, bei bestehender
Inflammation und unter Einwirkung zusatzlicher Mutagene schreitet die Entwicklung von
einer milden Uber eine schwere Dysplasie bis hin zum Auftreten eines invasiven Karzinoms
fort. Wahrend im initialen Modell die chronische Magenschleimhautentziindung
vorwiegend salzhaltiger Kost und Medikamenten zugeschrieben wurde, gilt heutzutage
insbesondere die Besiedlung mit H. pylori als zentraler Faktor fiir die Krebsentstehung [4].

Die chronische Entziindung der Magenschleimhaut stellt die Voraussetzung fir maligne
Entartung dar und wird ihrer Ursache nach in (A) die autoimmun ausgeloste, (B) die
bakteriell bedingte und (C) die chemisch-toxischen Noxen zugeschriebene Gastritis
kategorisiert. Die Pravalenz der Typ A-Gastritis ist niedrig, Frauen sind dreimal haufiger

betroffen als Manner und es bestehen Assoziationen mit der perniziésen Anamie [30] und



weiteren Immunerkrankungen, darunter Diabetes mellitus Typ 1 [31]. Eigenreaktive
Prozesse der Magenmukosa fiihren zur fokalen Atrophie und Pseudohypertrophie, welche
ggf. in eine intestinale Metaplasie miinden [32]. Eine Typ B-Gastritis wird durch die
Besiedlung des Magens mit H. pylori hervorgerufen und stellt weltweit den haufigsten
Grund fir reaktive entziindliche Veranderungen an der Magenschleimhaut dar [32].

Im klinischen Alltag gewinnt die durch entziindungshemmende Medikamente (sog. NSAIDs:
»hon-steroidal antiinflammatory drugs”) und durch duodenogastralen Reflux ausgel6ste
Typ C-Gastritis an Bedeutung. Die orale Aufnahme von NSAIDs flhrt zur Irritation der
Magenschleimhaut und bei langerfristiger Einnahme resultieren Hyperchlorhydrie und
sinkende Bicarbonat- und Prostaglandinspiegel [33]. Die Folgen sind abermals Entzlindung,
architekturelle Veranderungen, Ulkus- und ggf. Tumorleiden. Laut Berichterstattung des
Bundes nahm die Verordnung von nichtselektiven NSAIDs und selektiver COX-2-Hemmer
zwischen 2001 und 2010 um ca. 30% zu. Weiterhin ist anzunehmen, dass die
demographische Entwicklung hin zu einer Uberalterten Gesellschaft zu steigenden
Verordnungszahlen von NSAIDs aufgrund ihrer vaskuloprotektiven und antithrombotischen

Wirkung flihren wird [33].

Pathogenese des familidren und hereditaren Magenkarzinoms

Magenkarzinome, die gehduft innerhalb der Verwandtschaftsabfolge auftreten, sind
multifaktoriell bedingt und zum Teil auf gemeinsame Risikofaktoren zurlickzufiihren. Dazu
gehoren neben der Besiedlung durch H. pylori spezifische didtetische Gewohnheiten,
welche in Kombination mit risikobehafteten Genpolymorphismen das Lebenszeitrisiko fiir

ein Magenkarzinom erhéhen [2].

Der Anteil familiarer Karzinome an allen Magenkarzinomen betragt ca. 5 - 10% [2].
Ungefdhr 1 - 3% der Magentumoren weisen Alterationen von Genen der Keimbahn auf und
gelten als hereditdare Magenkarzinome im engeren Sinne. Sie lassen sich in das hereditdare
diffuse Magenkarzinom (HDGC), das familidre intestinale Magenkarzinom (FIGC) und das
gastrale Adenokarzinom mit proximaler Polypose des Magens (GAPPS) einteilen und
werden allesamt autosomal-dominant vererbt [4].

Wesentlicher Faktor eines HDGC ist die Mutation des CDHI1-Gens, welches fir das

Transmembranprotein E-Cadherin codiert. Das Gen zeigt sich in 30-40% der HDGC



genetisch alteriert, dabei sind bereits Gber 50 verschiedene CDH1-Mutationen beschrieben.
Neben weiteren Faktoren gilt auch der Insulinrezeptor (IR) als potentiell bedeutendes Gen
flir die Entwicklung eines HDGC [2, 4]. Dem kiirzlich entdeckten GAPPS-Syndrom liegt eine
Genmutation im Exon 1B des APC-Gens zugrunde, infolgedessen es zu einer Polypose der
Korpus- und Fundusregion des Magens kommt [34].

Des Weiteren treten Magenkarzinome im Rahmen hereditarer Tumorleiden gehauft auf:
Mutationen von Tumorsuppressorgenen wie dem APC- bzw. PTEN-Gen flhren zur
familidaren adenomatdsen Polypose bzw. dem Cowden-Syndrom. Weiterhin ist der TP53-
Verlust bei dem Li-Fraumeni-Syndrom mit dem erblichen Magenkarzinom assoziiert,
ebenfalls wie Alterationen der DNA-Reperaturgene MLH1 und MLH2 bei dem Lynch-
Syndrom. Letzteres wird auch als hereditdares nichtpolypdses kolorektales Karzinom
(HNPCC) bezeichnet, unterliegt autosomal-dominanter Vererbung und zeigt gehauft
Magenkarzinome vom intestinalen Typ. Zudem treten Magenkarzinome bei erblichem
Brust- und Ovarialkrebs aufgrund von BRCA-1- bzw. -2-Mutation, dem Peutz-Jeghers-
Syndrom (STK11-Mutation) und der MUTYH-assoziierten adenomatdsen Polypose

vermehrt auf [2].

1.1.4 Histopathologie

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) differenziert die unmittelbare Vorlduferldsion des
Magenkarzinoms, die intestinale Metaplasie, in den intestinalen bzw. gastrischen Typ.
Dabei wird die prakanzerdse Lasion in Low- bzw. High-Grade eingeteilt [2].

Das histologische Klassifikationsschema der WHO zu Tumoren des Magens wurde im Jahre
2010 aktualisiert. Demnach wird zwischen Adenokarzinomen, adenosquamdsen
Karzinomen, Karzinomen mit lymphoidem Stroma (medulldres Karzinom), hepatoiden
Adenokarzinomen, Plattenepithelkarzinomen und unklassifizierbaren Karzinomen
differenziert [2]. Das Adenokarzinom stellt mit einem Anteil von Gber 90% den haufigsten
histologischen Subtyp des Magenkarzinoms dar [35]. Wenngleich die WHO keine
Empfehlung fir historische Klassifikationsmodelle ausgesprochen hat, findet das 1952 von
Laurén entwickelte Modell breite Anwendung in wissenschaftlicher Literatur und Praxis und
dient auch der vorliegenden Arbeit als Referenz. Dabei wird anhand des morphologischen
Phanotyps wird zwischen Magenkarzinomen von intestinaler, diffuser, gemischter und

nicht klassifizierbarer Differenzierung unterschieden [36]. Der gut differenzierte intestinale



Typ formt histologisch tubuldre, kohdsive und haufig ulzerierende Strukturen und tritt
gehaduft bei fortgeschrittenem Alter, Mannern und in Hochrisiko-Gebieten auf. Dieser
Tumortyp ist im Allgemeinen mit einer besseren Prognose assoziiert. Dahingegen wachst
der diffuse Typ infiltrierend in die Magenwand ein, kommt besonders haufig bei jungen
Patienten, weiblichem Geschlecht und der Blutgruppe A vor und hat eine schlechte

Prognose [37].

Benigne Vorlauferlasionen und Prakanzerosen

Der haufigste primar gutartige gastrale Tumor stellt der hyperplastische
Magenschleimhautpolyp dar, bei welchem Mutationen in Genen wie TP53 oder PIK3CA zum
Teil nachweisbar sind und ein potentieller Progress zum Magenkarzinom moglich ist [2].
Der Fundusdrisenpolyp tritt gehdauft im Zusammenhang mit der familiaren adenomatdsen
Polypose (FAP) auf, ist meist benigne und entartet selten [2, 38]. Adenome des Magens
kommen vereinzelt vor. Man unterscheidet histopathologisch solche vom intestinalen Typ
(tubular, villés, tubulovillés), das Pylorusdrisenadenom (tiefer gelegene gastrale
Differenzierung) und seltene foveolare Adenome (oberflachliche gastrale Differenzierung).
Wahrend das Adenom vom intestinalen Typ in den meisten Fédllen von einer Gastritis-
assoziierten Dysplasie ausgeht, liegt dem Pylorusdriisenadenom eine chronische
(Autoimmun-)Gastritis zugrunde. Am Pylorusdriisenadenom erkranken insbesondere
dltere Frauen. Es ist haufig im Magenkorpus lokalisiert und weist eine Entartungstendenz
von ca. 30% auf [2, 4]. Bei der histopathologischen Befundung von Biopsien suspekter
Lasionen des Magens sollte stets die Wahrscheinlichkeit einer intraepithelialen Neoplasie
nach der Wien-Klassifikation angegeben werden. Dabei gelten die Kategorien 4.4 und 5 als
Magenfrihkarzinome, die auf die Mukosa bzw. Submukosa beschrankt sind und eine

Ausdehnung von ca. 2 - 5cm Durchmesser aufweisen [2].

Molekulare Subtypen

In einer Studie aus dem Jahre 2014 wurde eine Verknipfung zwischen Phano- und Genotyp
der Magenkarzinome hergestellt. Demnach kann man das genomisch stabile (GS), das
chromosomal instabile (CIN), das Epstein-Barr-Virus-assoziierte (EBV) und das
mikrosatelliteninstabile (MSI) Magenkarzinom unterscheiden [39]. Uberschneidungen sind

moglich [39, 40].



GS-Tumoren weisen meist einen diffusen Phanotyp nach Laurén und alterierte
Zelladhasionsmolekiile wie E-Cadherin (CDH1) oder Mutationen des RHOA-Gens auf. Das
CIN-Magenkarzinom zeigt vornehmlich eine intestinale Differenzierung. Dabei stehen
Mutationen des TP53-Tumorsuppressorgens sowie Aktivierungen des
Rezeptortyrosinkinasen-RAS-Systems im Vordergrund [39]. Fir EBV- und MSI-
Magentumoren ist ein ungewdhnlicher Phdanotyp mit dichtem Entziindungsinfiltrat und
geringgradiger desmoplastischer Stromareaktion kennzeichnend [2]. MSI-Magenkarzinome
mit PD-L1 Expression sprechen auf eine Immuncheckpoint-Therapie an [41] mit
entsprechend guter Prognose des Patienten [42]. Das EBV-positive Karzinom ist
Uberwiegend vom intestinalen Typ nach Laurén. MSI-Tumoren weisen eine ausgepragte
morphologische Varianz auf und zeigen meist eine MLH1Inaktivierung sowie Alterationen

mitotischer Signalwege [35, 40].

Tab. 1: Zusammenfassung der phdno- und genotypischen Merkmale der molekularen Subtypen

des Magenkarzinoms.

Genomisch Chromosomal Epstein-Barr-Virus Mikrosatelliten-
SELAIESER instabiles CA  -assoziiertes CA TS B3 (S
Phanotyp nach diffuser Typ intestinaler gemischter bzw. ungewohnliche
Laurén Typ unklassifizierbarer Morphologie
Typ
Genmutationen | CDH1, TP53, RTK- CDKN2A- MLH1-
RHOA, Aktivierung Inaktivierung, Inktivierung
PIK3CA EBV-CpG-Insel-

Methylierung

1.1.5 Primardiagnostik

Da Magenkarzinome in der Regel mit unspezifischen Symptomen einhergehen und in einem
langen Intervall symptomarm bleiben, erfolgt die Diagnose Uberwiegend in
fortgeschrittenen Stadien [4]. Dies limitiert operative Ansatze unter kurativer Zielsetzung

und mindert die Heilungschancen.
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Pravention und Fritherkennung

Bisher gibt es in der taglichen Diagnostik keine validierten laborchemischen Parameter, die
eine verlassliche Friiherkennung des Magenkarzinoms erlauben [4]. Serologische
Surrogatmarker wie Pepsinogen | und Il lassen Riickschliisse auf die Ausdehnung und den
Schweregrad praneoplastischer Veranderungen zu und erlauben ggf. eine Stratifizierung
von Risikopatienten. Jedoch gibt es bislang keine Evidenz zum Nutzen der Bestimmung von
Tumormarkern beim Magenkarzinom. Die Wirksamkeit einer Chemopravention des
Magenkarzinoms durch Medikamente zur Sduresuppression (Protonenpumpeninhibitoren)
oder Antiinflammation und Analgesie (NSAIDs) ist durch derzeitige Studien nicht belegt [4].
Die Notwendigkeit der Etablierung neuer Surrogatmarker fiir das Magenkarzinom wird vor
allem daran deutlich, als dass ein effektives Vorsorgeprogramm in Japan die Diagnostik der

Magenkrebsleiden in friiheren Stadien ermoglicht [43].

Endoskopische Untersuchung

Bei Auftreten bestimmter allgemeiner Symptome wie ungewolltem Gewichtsverlust,
Inappetenz, rezidivierendem Erbrechen, Dysphagie oder unklarer Eisenmangelandamie
sollte gemaR S3-Leitlinie von 2019 umgehend eine friihzeitige
Osophagogastroduodenoskopie (OGD) erfolgen. Dabei gilt die OGD als Goldstandard zur
Diagnose von Neoplasien des Osophagus und des Magens und erlaubt eine simultane
histologische Befundsicherung durch die gezielte Entnahme von 8-10 (bei
Lymphomverdacht 15) Biopsien aus suspekten Arealen [4]. Zur Risikostratifizierung der
Lasionen wird entweder das Ausmall der Atrophie (OLGA: , Operative-link-for-gastritis-
assessment”) oder der Grad der Metaplasie (OLGIM: ,,Operativelink-for-gastric-intestinal-
metaplasia-assessment”) bestimmt [44]. Sind prdkanzerdse Verdnderungen sowohl im
Antrum als auch in der Korpusregion des Magens nachweisbar, gilt die Entwicklung eines

Magenkarzinoms als wahrscheinlich [32].

1.1.6 Ausbreitungsdiagnostik

Fiir das klinische Staging eines histopathologisch gesicherten Karzinoms des Magens wird
der Primartumor durch eine Endosonographie (EUS) beurteilt. Dabei wird die
Tiefeninfiltration (T-Kategorie) und ggf. der Nodalstatus (N-Kategorie) erfasst. Der Vorteil

der EUS liegt insbesondere darin, mittels eines nichtinvasiven Verfahrens Patienten mit
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geringer Tumorinvasionstiefe zu identifizieren, um sie einer kurativen Therapie zuzufiihren.
Zur Klarung etwaiger Fernmetastasierung (M-Kategorie) sollten Patienten leitlinienkonform
zusatzlich eine Sonographie des Abdomens und eine Computertomographie (CT) des
Thorax und Abdomens inklusive Beckens unter intravendser Gabe von Kontrastmittel
erhalten. Bei einem lokal fortgeschrittenen Magenkarzinom kann eine Laparoskopie zur
Bestimmung des Tumorausmalies sowie Nachweis einer Peritonealkarzinose erfolgen [4].
Die Stadieneinteilung des Magenkarzinoms erfolgt nach der derzeitig glltigen 8. Auflage
der Union internationale contre le cancer (UICC) TNM: Klassifikation maligner Tumoren aus
dem Jahr 2017 [45]. Nach der TNM-Klassifikation wird der Primarius nach dessen
Ausdehnung (T-Kategorie), dem Vorhandensein und der Anzahl regionarer
Lymphknotenmetastasen (N- Kategorie) sowie des Vorkommens von Fernmetastasen (M-

Kategorie) eingeschatzt.

Tab. 2: Stadieneinteilung der Magenkarzinome gemaR ihres T-, N- und M-Status nach UICC und

AJCC. In Anlehnung an In et al. (2017).

Stadium Tumorausdehnung Lymphknotenstatus Fernmetastasen
(T-Kategorie) (N-Kategorie) (M-Kategorie)
0 Tis NO MO
1A Tla/Tib NO MO
IB T2 NO MO
T1 N1 MO
A T3 NO MO
T2 N1 MO
T1 N2 MO
11B T4a NO MO
T3 N1 MO
T2 N2 MO
T1 N3 MO
1A T4a N1 MO
T3 N2 MO
T2 N3 MO
1B T4b NO / N1 MO
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T4a N2 MO

T3 N3 MO
lnic Tab N3 /N2 MO
T4a N3 MO
v Jedes T Jedes N M1

1.1.7 Therapie und Prognose

Bei dem Magenkarzinom entscheidet der Zeitpunkt der Erstdiagnose Uber das weitere
kurative bzw. palliative Procedere und damit das Patiententiberleben [37]. Die Behandlung
eines Magenkarzinoms bleibt ein komplexes Unterfangen und erfordert multidisziplinare
Kooperation von Abdominalchirurgen, Onkologen, Strahlentherapeuten,
Gastroenterologen, Radiologen und Pathologen [46]. Die TNM-Klassifikation gilt als
starkster prognostischer Parameter fiir das Patienteniberleben. Allen voran die
Lokalisation und die lokale Tiefeninfiltration des Magenkarzinoms sowie der
Lymphknotenbefall sind von Bedeutung [4]. Neben der TNM-Klassifikation sind der
Phanotyp nach Laurén, der Mikrosatellitenstatus und weitere klinisch-pathologische
Merkmale entscheidend fiir die Prognose des am Magenkarzinom Erkrankten [35]. Zur
zuverldssigen Angabe der Patientenprognose hat sich in der klinischen Routine kein serum-
oder gewebsbasierter Parameter etablieren konnen. In Bezug auf Ki67, den am haufigsten
eingesetzten Prognosemarker im Zuge der Diagnostik maligner Erkrankungen, wurden
Untersuchungen an demselben Tumorkollektiv vorliegender Arbeit durchgefiihrt. Dabei
zeigten Boger et al. aus dem Institut flir Pathologie des UKSH, dass Ki67 ebenfalls kein

zuverlassiger prognostischer Surrogatmarker des Magenkarzinoms ist [6].

Kurative Therapiealgorithmen

Die Chance auf eine kurative Therapie des Magenkarzinoms besteht in der Resektion im
frihen Krankheitsstadium, wenn der Tumor mit weniger als 2cm Durchmesser auf die
Mukosa begrenzt, histologisch vom intestinalen Typ bzw. gut differenziert ist und nicht
ulzerierend wachst [46]. Dann stellt die en-bloc Entfernung im Rahmen einer
endoskopischen Mukosaresektion oder eine Magen(teil-)resektion einen moglichen Ansatz
dar. Dabei ist stets das Ziel, den Tumor vollstandig mitsamt regionaren Lymphknoten und

histologisch gesichert tumorfreien Randern zu entfernen (RO-Resektion). Zu beachten ist,
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dass sich gemakR aktueller S3-Leitlinie der zirkumferentielle Sicherheitsabstand von 5cm bei
dem intestinalen Typ nach Laurén bei Vorliegen eines diffusen Magenkarzinoms auf 8cm
erhoht. Verbleiben mikroskopische Reste (R1-Resektion) bzw. makroskopisch sichtbarer
Tumor (R2-Resektion) in der Wundhohle, sollte eine kurative Nachresektion erfolgen.
Wenn dies nicht moglich ist, wird eine postoperative Radiochemotherapie angewandt [4].
Unter kurativer Zielsetzung ist zudem eine therapeutische Lymphadenektomie (LAD) von
mindestens 25 regiondren Lymphknoten (sog. D2-LAD) Standard. Leitliniengerecht werden
zur Prifung eines pathologisch gesicherten pNO-Magenkarzinoms mindestens 16

Lymphknoten reseziert und begutachtet [4, 47].

Multimodaler Behandlungsansatz

Die Mehrheit der Patienten im lokal fortgeschrittenen Krankheitsstadium profitiert von
einem multimodalen Behandlungsansatz [46]. Dabei wird in Europa und Australien
mehrheitlich die perioperative Chemotherapie angewandt: Die ,Medical Research
Adjuvant Gastric Cancer Study” (MAGIC-Studie) konnte zeigen, dass eine perioperative
Chemotherapie gegeniiber der alleinigen Operation ein verbessertes 5-Jahres-Uberleben
von 36% gegeniliber 23% aufweist [46, 48]. Dieses Ergebnis wird durch Daten einer weiteren
europaischen Studie gestutzt [49].

Das perioperative Konzept flihrt im Zuge der praoperativ erhaltenen Chemotherapie zu
einer Reduktion des Tumorvolumens auch im Sinne eines down-staging. Die unter dieser
Therapie auftretenden intra- und postoperativen Komplikationen sowie die 30-Tage-
Mortalitat werden von der perioperativen Therapie nicht beeinflusst [48].

In Nord-Amerika und Ost-Asien ist die adjuvante (Radio-)Chemotherapie Standardtherapie
des lokal fortgeschrittenen Magenkarzinoms. Dabei besteht das Risiko des loko-regionaren
Rezidivs oder von Fernmetastasen. Zudem kann der Umfang der chirurgischen Magen- und
Lymphknotenresektion zur Verzogerung der adjuvanten systemischen Therapie fihren
[46]. Nach Anwendung einer prdoperativen Therapie sollte gemaR giltiger S3-Leitlinie in
jedem Falle eine Wiedereinschatzung des Magentumors mittels EUS und CT erfolgen [4].
Die perioperative Therapie wird praoperativ begonnen und postoperativ fortgefiihrt und
gilt als Standardverfahren des lokalisierten Magenkarzinoms, d.h. ab Stadium T2 kann und
bei Stadium T3 bzw. T4a sollte die Therapie angewandt werden [4]. Dabei wird eine

Dreierkombination von Chemotherapeutika, z.B. das FLOT-Regime, appliziert. Wie die
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Studienlage belegt, verbessert die kombinierte Anwendung von Fluorouracil, Oxaliplatin
und Docetaxel das Gesamtiiberleben um 9%. Zudem waren die perioperativen Morbiditats-
und Mortalitatsraten geringer und die Zahl der RO-Resektionen hoher [50].

Das Ansprechen des Magenkarzinoms auf die adjuvante oder perioperative Therapie wird
durch das Regressionsgrading nach Becker ermittelt. Hierbei gilt kein Nachweis von
residuellem Tumorgewebe als sensitiver Pradiktor fiir die therapeutische Wirksamkeit und
bestimmt den Einsatz postoperativer Zytostatika [51].

Als Alternativen zu dem perioperativen Konzept gilt die neoadjuvante bzw. adjuvante
Tumortherapie. Bei nicht praoperativ (neoadjuvant) therapierten Patienten mit limitierter
LAD sollte eine postoperative (adjuvante) Chemotherapie durchgefiihrt werden, um
lokoregiondren Rezidiven hochwirksam entgegenzuwirken. Bei im Vorfelde
vorgenommener erweiterter LAD sollte leitlinienkonform eine adjuvante Therapie
angeboten werden, wahrend neoadjuvant therapierte Patienten von diesem Verfahren
keinen Vorteil erlangen. Bei dem nicht fernmetastasierten Adenokarzinom des Magens im
fortgeschrittenen Stadium T3 bzw. T4a ist die perioperative Therapie der neoadjuvante
Radiochemotherapie ebenblrtig. Hierbei wird gemall der S3-Leitlinie die prdoperative
Bestrahlung des Magenkarzinoms mit der Einnahme platinbasierter Zytostatika kombiniert.
Die Entscheidung fiir ein neoadjuvantes Verfahren wird interdisziplinar getroffen und hangt
von Variablen wie der onkologischen Situation, dem Patientenalter und etwaigen

Komorbiditaten ab [4].

Palliatives Procedere

Uber alleinige unterstiitzende MaRnahmen (sog. BSE: , best supportive care) hinaus hat es
sich als wirksam erwiesen, zum frihestmoglichen Zeitpunkt Patienten mit unheilbarem
Magenkarzinom einer systemischen Chemotherapie zuzufiihren. Dabei stehen die
Erhaltung der Lebensqualitdt, Selbststandigkeit und individuelle Patientenwiinsche im
Vordergrund und regulieren neben dem Ansprechen des Tumors das Therapiekonzept [4].
Bei einem inoperablen Magenkarzinom oder Vorhandensein von Fernmetastasen sowie bei
einem Rezidiv stehen verschiedene palliative Therapieoptionen zur Verfligung. In der
Palliativsituation sind operative Behandlungsansatze eingeschrankt, da nach giltiger
S3Leitlinie keine Resektion des Primarius empfohlen wird. Ebenso erfolgt keine chirurgische

Intervention bei Irresektabilitdt des Magenkarzinoms bzw. bei bestehender funktioneller
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Inoperabilitat aufgrund von Alter, Komorbiditdaten oder anderen Faktoren. In diesem Falle
kann gemall Leitlinie eine definitive Radiochemotherapie angeboten werden. Dabei
werden parallel zur Bestrahlung des Karzinoms platinhaltige Zytostatika appliziert [4]. Bei
dem sog. limitiert metastasierten Magenkarzinom, bei welchem ausschlieflich lokal
begrenzte retroperitoneale Metastasen vorliegen, zeigte eine Studie von Al-Batran et al.
einen moglichen Nutzen bei chirurgischer Resektion des Primarius und der Metastasen [52].
Zusammenfassend hangt die Wahl des palliativen Therapieregimes von der Lokalisation,
Ausdehnung und Schwere der Symptomatik ab und wird mafRgeblich von den Wiinschen
des Patienten beeinflusst. Schwere und lebensbedrohliche Komplikationen wie eine
Stenosierung des Magenein- oder -ausganges sind durch die Implantation eines
selbstexpandieren Metallstents zu therapieren, ggf. muss jedoch wie auch im Falle einer

unstillbaren Blutung eine palliative Magenresektion erwogen werden [4].

Zielgerichtete Therapie

Neben dem Einsatz ,klassischer” Kombinations-Chemotherapie-Regime konnen beim
Magenkarzinom auch zielgerichtete Medikamente zum Einsatz kommen. Nach den aktuell
glltigen Leitlinien aus August 2019 ist zu Beginn einer palliativen Therapie der HER2-Status
des Magentumors histopathologisch zu ermitteln [4]. Studien konnten bei Patienten mit
metastasiertem HER2-positiven Magenkarzinom einen Uberlebensvorteil nachweisen,
wenn sie zusatzlich zur platinbasierten Standard-Chemotherapie den monoklonalen
Antikérper Trastuzumab erhielten [53]. Bei Patienten ohne HER2-Uberexpression werden
Platin/Fluoropyrimidin-haltige Zytostatika miteinander kombiniert. Eine Docetaxel-haltige
Dreifachkombination ist unter bestimmten Konditionen ebenfalls wirksam [4].

Der monoklonale Antikérper Bevacizumab gegen den VEGF-Rezeptor zeigt fiir das
Magenkarzinom eine Reduktion des Tumorvolumens sowie eine Wachstumshemmung in
vitro und in vivo [54]. Jedoch wurde eine klinische Studie, in welcher das Medikament
zusatzlich zur Standardchemotherapie verabreicht wurde, aufgrund schwerwiegender
Wundheilungsstorungen und vermehrten Undichtigkeiten an GefaRanastomosen
abgebrochen [55]. Zudem ist das Auftreten von arteriellem Hypertonus bei Ansprechen auf
eine VEGFR-Inhibition als ein haufiges Phanomen bekannt [54]. Aufgrund dieser
Komplikationen wird Bevacizumab in der Therapie des fortgeschrittenen Magenkarzinoms

nicht empfohlen, zudem zeigt es nachweislich keinen Einfluss auf das Gesamtiiberleben
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[54]. Dahingegen belegte die Regard-Studie fiir antherapierte und fortgeschrittene
Magenkarzinome eine Uberlebensverlingerung bei monotherapeutischer bzw.
kombinierter Anwendung des VEGF-Antikérpers Ramucirumab [56]. Demzufolge steht
dieser Antikérper fir die Zweitlinientherapie bei Therapieversagen oder rasch
fortschreitendem Tumorwachstum unter Therapie ggf. gemeinsam mit Paclitaxel zur
Verfliigung. Die Antikorper Cetuximab und Panitumumab gegen den Epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) bringen hingegen fir das Magenkarzinom keinen
therapeutischen Nutzen [4].

Insgesamt wird pro-angiogenetisch wirksamen Molekiilen eine prognostische Relevanz
beim Magenkarzinom zugeschrieben: Bei fortgeschrittenen Tumoren ist Angiopoetin in
erhohter Konzentration im Blut nachweisbar und der VEGF-Spiegel steigt beim Vorliegen
von Fernmetastasen [54]. Unabhdngig voneinander haben zwei Studien zu anti-
angiogenetisch wirksamen Medikamenten gezeigt, dass sich der vorteilige Effekt umkehren
und die Metastasierung beglinstigt werden kann [57, 58]. Insgesamt besteht beim
Magenkarzinom ein unverandert hoher Druck, neue und innovative zielgerichtete
Medikamente zu entwickeln, die die Prognose und das Therapieansprechen verbessern.

Eine dieser neuen Zielstrukturen ist moglicherweise das Insulin/IGF-System.

1.2 Das Insulin/IGF-System
1.2.1 Der Ligand Insulin (INS)

Der Ligand Insulin wird von den b-Zellen der Langerhans-Inseln des Pankreas produziert.
Die unreife Form prapro-Insulin wird modifiziert, indem das C-Peptid herausgeschnitten
und das A- und B-Peptid liber Disulfidbriicken zu einem Polypeptidstrang verknlipft werden
[59]. Der Botenstoff Insulin reguliert im Blut zirkulierende Konzentrationen an Glukose,
Proteinen und Fettsauren. Rickwirkend wird der Insulinspiegel durch Peptide und
Aminosiuren, die Hormone Melatonin, Ostrogen, Leptin und Somatropin (GH) reguliert
[60]. Eine Storung dieses sensitiven Regelkreises geht mit Hyperinsulindmie und dem
metabolischen Syndrom einher. Da bei Ligandenbindung tGber nachfolgende Signalketten
Proliferationssignale initilert werden, wirkt Insulin auf zellularer Ebene als
Wachstumsfaktor. Daher ist eine Stérung der Glukosehomdostase nachweislich mit der

Entstehung von Karzinomen assoziiert [61].
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1.2.2 Der Insulinrezeptor (IR)

Molekularer Aufbau

Der an der Zelloberflache exprimierte IR ist ein heterotetrameres Glykoprotein, welches aus
zwei a- und zwei B-Einheiten besteht, die Uber eine Disulfidbriicke funktionell zu einer
a2f2-Konfiguration dimerisieren. Jedes Monomer besteht aus einer extrazelluldr
gelegenen a-Untereinheit und einer Membran-durchspannenden B-Einheit, fiir die jeweils
ein einzelner mRNA-Strang codiert [62]. Im Rahmen der Proteinbiosynthese werden durch

alternatives Spleifen zwei Isoformen des IR generiert [63].

IR und IGF-System

Der IR und strukturell eng verwandte IGF-IR/-IIR gehéren zu der Familie der Tyrosinkinase-
Rezeptoren (RTK), denen beim Menschen noch 58 weitere Rezeptoren angehdéren [62]. Das
in Sdugetieren angelegte IR/IGF-Netzwerk zeichnet sich durch eine dynamische Interaktion
zwischen den wesentlichen Liganden Insulin (INS), Insulin like growth factor-1 (IGF-I) und
Insulin like growth factor-1l (IGF-II) mit den jeweiligen Rezeptoren aus. Von besonderer
Interkonnektivitat zeugt die Bildung von Hybridrezeptoren. Dabei formen die strukturell
weitgehend homologen Rezeptoren IR und IGF-IR durch kovalente Wechselwirkungen die
Heterodimere IR-A/IGF-IR bzw. IR-B/IGF-IR. Somit binden die drei Liganden (Insulin, IGF-|
und IGF-1I) an sechs Rezeptoren: den Insulinrezeptor (IR), IGF-I-Rezeptor (IGF-IR), IGF-II-
Rezeptor (IGF-lIR), die Hybridrezeptoren IR-A/IGF-IR bzw. IR-B/IGF-IR und den Insulin
receptor-related receptor (IRR) mit unterschiedlicher Affinitat [64]. Bei IGF-katalysierten
Reaktionen sind die Insulin like growth factor binding proteins (IGFBP) von Bedeutung. Jene
niedermolekularen Proteine binden an die IGF-Proteine und verstarken deren
Wechselwirkungen am Rezeptor. Bei dem Abbau durch IGFBP-Proteasen entstehen
Fragmente, welche wiederum eine geringere Affinitat zu den IGF-Rezeptoren zeigen.

Infolgedessen wird die Bioverfligbarkeit freier IGF-Molekiile erhoht [65].

Abb. 2: Komponenten der IR/IGF-Achse. Die drei Liganden Insulin, IGF-I und IGF-Il binden ihren
jeweilig zugehorigen Rezeptor (IR; IGF-IR und IGF-IIR) sowie in unterschiedlicher Affinitdt die
Hybridrezeptoren (IR-A/ IGF-IR bzw. IR-B/IGF-IR). IGFBP binden an die IGF-Moleklle und

modifizieren die Ligand-Rezeptor-Interkation qualitativ. Die bei ihrem Abbau entstehende
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Fragmente beeinflussen die IGF-Quantitat. IGF-IIR ist ein monomerer Rezeptor und kontrolliert die

Konzentration frei zirkulierender IGF-1I-Molekiile. Abbildung modifiziert nach Simpson et al. (2017).
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Insulin wird mit dhnlich hoher Affinitat von seinen Isorezeptoren, dem IR-A und IR-B
gebunden und zudem mit niedrigerer Bindungsstarke von dem Hybridrezeptor IR-A/IGF-IR
umgesetzt. Da die beiden Isoformen des IR das Insulinmolekiil gleich stark binden,
unterscheiden sie sich im Wesentlichen hinsichtlich ihrer Affinitdt zu den IGFs. Wahrend
der IR-A hochpotent den IGF-Il und maRig affin den IGF-I bindet, kann der IR-B den IGF-II
allenfalls niedrigpotent und den IGF-I gar nicht umsetzen [61, 66].

Der Ligand IGF-I aktiviert vor allem den IGF-IR und die Hybridrezeptoren und kann
niedrigpotent an den IR-A binden. Der dazugehorige IGF-IR wird folglich Giberwiegend von
seinen Liganden IGF-l und IGF-II stimuliert [61, 66, 67].

Der Ligand IGF-Il aktiviert hochaffin den IGF-IIR, den IGF-IR und den IR-A. Der
entsprechende Rezeptor IGF-1IR hingegen bindet ausschliefilich zirkulierendes IGF-Il und

reguliert durch enzymatische Degradation die IGF-lI-Konzentration im Blut [65].

Tab. 3: Zusammenfassung der Bindungsaffinitaten der Liganden Insulin, IGF-1 und IGF-Il zu ihren
jeweiligen Rezeptoren. Bindungsstarke auf einer Skala von - (keine Affinitdt) zu ++++ (hochste

Affinitat) symbolisiert. In Anlehnung an Malaguarnera, R. und Belfiore, A. (2011).
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IR-A ++++ +/++ +++
IR-B ++++ - +/-
IGF-IR - ++++ +++ [ ++++
IGF-IIR - - F++
IR-A/IGF-IR -/ ++ +++ [ +HH++ +++ [ ++++
IR-B/IGF-IR - +++ ++ [ 4+

1.2.3 Struktur und Funktionen der Isoformen des IR

Die Isoformen des IR werden aus demselben Transkript durch alternatives SpleilRen
gewonnen. Entscheidend ist bei diesem Prozess das aus 36 Nukleotiden bestehende und
fir 12 Aminosduren kodierende Exon 11 am C-Terminus des Proteins. Wahrend der IR-B
das betreffende Exon inkludiert, ist der IR-A Exon-11 negativ [63]. Die Expression der
Isoformen ist abhangig von dem Differenzierungsgrad und dem Gewebe. Der IR-A wird
insbesondere in embryonalen, undifferenzierten Geweben wie Muskulatur, Leber, Milz und
Fibroblasten exprimiert und ist beinahe ubiquitdr im Korper vorhanden [68]. Dahingegen
wurde der IR-B Uberwiegend in ausdifferenzierten insulinsensitiven Geweben wie
quergestreifter Skelettmuskulatur, Leber und Fettzellen nachgewiesen [69]. Beide
Isorezeptoren werden von Karzinomen Uberexprimiert. Wie Malaguarnera et al.
konkretisierten, umfasst dabei der Anteil des IR-A 60-100%. Demzufolge wird der IR-A in

Tumoren dominant exprimiert [61].

In Abbildung 3 sind die Unterschiede hinsichtlich der Biologie der Isorezeptoren
zusammengefasst:

Der IR-A enthalt das Exon 11 nicht. SpleiRfaktoren, miRNAs und die Wachstumsfaktoren
Insulin und EGF regulieren das alternative SpleiRen zugunsten des IR-A. Jener Rezeptor ist
pradominant in undifferenzierten Geweben, wie etwa fétalen Organen und Karzinomen.
Die Bioverfiigbarkeit des IR-A wird neben Gewebsfaktoren auch von Liganden und der
Konzentration zirkulierender Insulinmolekiile beeinflusst: Bindet Insulin an den IR-A, erfolgt
dessen Internalisierung und Abbau, wahrend bei |GF-lI-Bindung keine lysosomale

Degradation erfolgt und somit der IR-A ldnger aktiviert bleibt. Zudem bindet bei
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Nahrungskarenz und niedrigem Insulinspiegel vornehmlich der IGF-Il an den IR. Bei
ausreichender Insulinkonzentration im Blut werden hingegen beide Isoformen des IR Gber
Insulinmolekdle aktiviert. Zuletzt wird die Ligandenbindung am IR-A durch den IGF-I-Spiegel
beeinflusst. Bei hoher Bioverfiigbarkeit bindet IGF-I den zugehdrigen IGF-IR, sodass IGF-II

den IR-A besetzt. Dahingegen bindet bei Abwesenheit von IGF-I vorzugsweise Insulin an den

IR-A [63].

Abb. 3: Zusammenfassung der biologischen Diversititen der Isoformen IR-A und IR-B.

Abbildung modifiziert nach Belfiore et al. (2017).
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1.2.4 Signaltransduktionskaskade

Die Rezeptoren IGF-I und IGF-IIR sowie die IR-Hybridrezeptoren initiieren (ber
nachgeschaltete  Signalkaskaden  Zellwachstum, Proliferation, Uberleben und
Metastasierung [61, 67]. Flir die vorliegende Arbeit stand jedoch der Mechanismus bei
Ligandenbindung an den IR im Vordergrund, auf welchen im Folgenden eingegangen wird.
Im Falle der Besetzung der extrazellular gelegenen a-Untereinheit mit einem passenden
Liganden steigt die intrinsische Aktivitat der Proteinkinase der Transmembrandomane und
es kommt zur Autophosphorylierung konservierter Tyrosinreste der [B-Untereinheit.
Intramolekulare Konformationsanderungen aktivieren nachgeschaltete Adapterproteine,
die Insulin Rezeptorsubstrat-Proteine (IRS) [70]. Die Ubermittlung des extrazelluldren
Signals in einen intrazelluldaren Stoffwechselvorgang erfolgt anschlieBend entweder (iber

die PI3K/Akt- oder die MAPK-Signalkaskade.

PI3K/Akt-Signalweg

Bei dem nach der Phosphoinositid 3-Kinase (P13K) benannten Signalweg dockt an der Src
homology 2 (SH2) Bindestelle des IRS-Proteins das SH2-haltige Enzym PI3K an [70]. Durch
die Bindung kommt es zur Konformationsanderung und damit zur Aktivierung des Enzyms.
PI3K phosphoryliert alsdann Membranlipide zu Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat
(PIP3). Anschliefend wird durch das Syntheseprodukt die Pyruvat Dehydrogenase Kinase 1
(PDK-1) mittels Phosphorylierung aktiviert, welche die Serin-/Threonin-Kinase Akt
stimuliert [71]. Uber diese Serin-/Threonin-Kinase werden transkriptorische Signale bis in
den Zellkern weitergeleitet. Uber das Phosphatase und Tensin Homolog (PTEN)-Protein
wird der PI3KSignalweg im Sinne einer negativen Riickkopplung reguliert [65]. PTEN ist das
zweithaufigste in Karzinomen mutierte Tumorsuppressorgen. Ein Verlust der Aktivitat von
PTEN geht mit vermehrter Expression des IGF-Il und Stimulation des tumorrelevanten IGF-

IR einher [72].

MAPK-Signalweg

Die mehrstufige Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) - Signalkaskade stellt eine
weitere Moglichkeit zur Transduktion des extrazelluldaren Stimulus dar. An die intrazellular
gelegene phosphorylierte Bindungsstelle des IR bindet das Wachstumsfaktorgebundene

Protein 2 (Grb2), womit infolge sterischer Anderungen das Protein Son of sevenless (SOS)
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eine Verbindung eingeht. Es folgt eine Phosphorylierungskaskade, die die Adapterproteine
Ras, Raf (MAPK-3), Mek (MAPK-2) und ERK (MAPK-1) hintereinander gezielt aktiviert [73].
An dieser Stelle ist zudem erwahnenswert, dass das Ras-Protein auch von der PI3K
gebunden werden kann und damit eine interkonnektive Verbindung beider Signalwege
besteht [74]. Die MAPK ist eine selektive Serin-/Threonin-Kinase, welche
Transkriptionsfaktoren phosphoryliert und aktiviert. Diese werden in den Zellkern
importiert, binden an spezifische DNA-Rezeptoren und fihren zur Transkription von

Zielgenen [73].

Abb. 4: Insulinrezeptor-Netzwerk. Die Ligandenbindung an den IR fiihrt zur Autophosphorylierung
und kreiert Bindungsstellen fiir die Adaptermolekiile IRS1 oder Shc. Daran schlielen sich die
PI3K/Akt- und Ras/Raf/MAPK-Signalwege an, welche auf nukledrer Ebene Proliferations-,

Migrations- und Uberlebens-Signale induzieren. Abbildung modifiziert nach Simpson et al. (2017).
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1.3 Involvierung des IR/IGF-IR-Netzwerks in die Karzinogenese
Beziiglich der Resultate bei IR- bzw. IGF-IR-Aktivierung ist zwischen der Stimulierung der

Rezeptoren unter benignen und malignen Bedingungen zu differenzieren.

23



Physiologischerweise vermittelt der IR, vorzugsweise bei Stimulation durch Insulin, Gber die
Aktivierung des  PI3K-Signalwegs  zellulare  Stoffwechselvorgiange und die
Glukosehomoostase. Diese Prozesse umfassen unter anderem eine gesteigerte
Glukoneogenese, Proteinsynthese und Lipogenese bei insgesamt anaboler
Stoffwechsellage. Binden hingegen IGFs an den IGFIR und initiieren die nachgeschaltete
MAPK-Signalkaskade, werden zellulare Wachstumssignale generiert. Somit weisen unter
physiologischen Bedingungen der IR und der IGF-IR voneinander distinkte Funktionen auf
[61].

Nach Malaguarnera et al. werden jene Signalwege in Karzinomen nicht mehr spezifisch
angesteuert. Die Dysbalance der IR/IGF-Achse in Tumoren erfolgt zugunsten des MAPK-

Signalweges und geht mit enthemmter Generierung pro-mitogener Signale einher [61].

Abb. 5: Schematische Darstellung der Signaltransduktion bei Aktivierung des IR, IGF-IR und
Hybridrezeptors. Nach Ligandenbindung an den IR, den IGF-IR oder einen Hybridrezeptor kommt
es zur Autophosphorylierung (P) und Aktivierung. Dies resultiert in einer Phosphorylierung der IRS
mit Aktivierung zweier intrinsischer Zellwege: den MAPK- und PI3K-Signalweg. Uber ersteren
werden zelluldre Wachstumssignale generiert. Der PI3K-Weg reguliert Giber Akt die metabolische
Homoostase und induziert Gber die Kinase mTOR Wachstumssignale. Das Tumorsuppressorgen
PTEN reguliert die zellulare und metabolische Antwort auf den Stimulus. In Anlehnung an

Malaguarnera et al. (2011).
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1.3.1 Stellenwert des IR-A

Die Annahme, dass der IR eine zentrale Rolle in der Karzinogenese einzunehmen scheint,
ergibt sich aus der Beobachtung, dass der Rezeptor in einer Vielzahl von Tumorentitdten
Uberexprimiert wird [63]. Interessanterweise zeigt sich die IR-A/IR-B-Ratio in Karzinomen
wie dem Mamma-, Lungen-, Leber-, Prostata-, Harnblasen- und Kolonkarzinom sowie bei
diversen (kindlichen) Knochentumoren zugunsten des IR-A erh6ht [68, 75-79].

Die Isorezeptoren IR-A und IR-B unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Bindungsstarke zu dem
Liganden Insulin nicht wesentlich. Von besonderer Bedeutung ist jedoch, dass lediglich der
IRA hochaffin die IGFs, allen voran IGF-II, bindet, wahrend der IR-B als spezifischer Rezeptor
fir Insulin gilt [61, 63]. Jener Unterschied ist relevant hinsichtlich der Bedeutung des IR-A
fiir die Karzinogenese, da Tumoren durch auto- bzw. parakrin sezernierte IGFs die Fahigkeit
zur Autostimulation besitzen. Damit wirkt IGF-II als Stimulanz fir das Tumorwachstum.
Grundsatzlich wird der Ligand IGF-Il dahnlich potent von dem IR-A wie von dem IGF-IR
umgesetzt. Vor dem Hintergrund, dass in Tumoren die IR-A/IGF-IR-Ratio zugunsten des IR-
A Uiberwiegt, erfolgt die Stimulation des IR-A in Karzinomen vornehmlich durch IGF-II [61].
Das enthemmte Zellwachstum wird zudem durch einen autokrine Verbindung zwischen
dem IR-A und IGF-Il geférdert [68, 75-78]. Studien haben herausgearbeitet, dass die
biologischen Effekte der IR-A-Aktivierung abhdngig von den extrazelluldar bindenden
Liganden sind. Demnach wiesen Malaguarnera et al. nach, dass IGF-Il im Vergleich zu Insulin
am IR-A ein wesentlich potenterer Ligand fiir die zelluldre Migration und Proliferation ist
[61]. Darliber hinaus weisen Karzinome eine vermehrte Expression von Hybridrezeptoren
auf. Dies bedeutet, dass die Liganden IGF-I und IGF-Il ebenfalls (iber die Heterodimere
verstoffwechselt werden und zur Amplifikation des Wachstumssignals beitragen.
Schlielich induzieren auch pathologisch erhéhte Insulinkonzentrationen, wie

beispielsweise bei Hyperinsulindmie, die permanente Aktivierung des IR [61].

Zusammenfassend miinden all jene genannten Prozesse in einer chronischen Aktivierung
des IR in Karzinomen. Dabei rickt die physiologische Funktion des IR in den Hintergrund
und es kommt zur Amplifikation des MAPK-Signalwegs mit exzessiver Stimulation pro-
mitogener Signale. Somit tragt der IR-A durch seine pleiotropen Effekte nachweislich zur
Karzinogenese bei [80]. Im Folgenden soll die Funktion des IR an Endothelien und Epithelien

unter benignen und malignen Bedingungen dargelegt werden.
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1.3.2 Pathophysiologische Effekte des IR auf Endothelien und Epithelien
Physiologische Funktionen des vaskuladr exprimierten Insulinrezeptors (VIR)

Der von Endothelien exprimierte IR ist in mindestens vier Prozesse der Angiogenese
involviert: (1) die Kommunikation zwischen Endothelzellen und Perizyten ((ber
transzelluldren Insulintransport, (2) die Migration und Proliferation von Endothelzellen, (3)
als Transkriptionsfaktor vasoaktiver Metabolite wie Stickstoffmonoxid (NO), zyklisches
Guanosinmonophosphat (cGMP), Vascular endothelial growth factor (VEGF) und
Angiopoetin sowie (4) fir die Gewebshomdostase. Der IR wird sowohl auf Endothelien als
auch auf umgebenden Stiitzzellen exprimiert und reguliert in Abhadngigkeit des Liganden
Insulin die GefdlRaussprossung und Proliferation [81]. In diesem Zusammenhang gilt Insulin
als einer der starksten Initiatoren der Angiogenese und ist bedeutsam fir die
Zellregeneration und Reoxygenierung ischdamischer Gewebe. Aus der Aktivierung des IR in
Endothelien resultiert eine Vasorelaxation, welche die Aufnahme von Aminosauren fordert.
Damit wirkt sich der IR positiv auf das Uberleben der Endothelzellen aus mit

einhergehenden vaskulo- und kardioprotektiven Effekten [82, 83].

Abb. 6: Insulin-vermittelte Interaktion zwischen Perizyten und Endothelzellen im Zuge der
Angiogenese. Insulin wird para- oder transzelluldr durch die Endothelzelle geschleust und stimuliert
innerhalb des Perizyten die VEGF-Ausschittung. VEGF wiederrum kann an VEGF-Rezeptoren auf der
Oberflache von Endothelzellen binden. Der IR bewirkt die Differenzierung maturer Progenitorzellen

(PC) und Uberlebens- und Proliferationseffekte. In Anlehnung an Escudero et al. (2017).
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Pathologische Effekte des IR auf Epithelien und Endothelien

Eine Storung des IR-Netzwerks ist mit einem enthemmten GefaBwachstum assoziiert und
in die Genese von Erkrankungen wie Adipositas, Hyperinsulindmie, Diabetes mellitus und
Karzinomen involviert [81]. Die Hypothese, dass der IR einen potenten Wachstumsfaktor
zur Expansion der Tumormasse darstellt, gilt fir einige Tumorentitaten als gesichert. Wie
Heidegger et al. bei dem Prostatakarzinom bestatigten, war die Isoform IR-A mit
vermehrtem Tumorwachstum und Vaskularisierung in vivo assoziiert. Darliber hinaus
stimulierte der IR die Proliferation, Differenzierung, Migration, Invasion und das Uberleben
der Tumorzellen in vitro [84]. Zu dhnlichen Erkenntnissen kamen auch Roudnicky et al. in
einer 2017 veroffentlichten Studie zum invasiven Harnblasenkarzinom. Die Gruppe konnte
zeigen, dass der von Tumorepithelien vorrangig exprimierte IR-A die endotheliale Migration
und dartber hinaus auch die Metastasierung forderte. Eine ausgepragte vaskulare IR-
Expression war bei dem Harnblasenkarzinom mit einer infausten Patientenprognose

assoziiert [85].

Zusammenfassend inkorporiert der IR sowohl pro-mitogene als auch pro-angiogenetische
Eigenschaften. Damit ist dieser Rezeptor zum einen von Bedeutung fir die Wundheilung und
Regeneration ischamischen Gewebes. Bei Dysfunktion hingegen tragt der IR
pathologischerweise zur Karzinogenese bei und stimuliert bei bereits vorhandenem

Karzinom die Tumorexpansion [84, 85].

1.4 Moglichkeiten und Limitationen der IR-Inhibition

Fur die Hemmung der IR/IGF-Achse bestehen derzeit drei wesentlichen Konzepte.

Da der IR zur Familie der RTK gehort, ist es moglich, Gber Liganden von extrazellular
(Antikorper) oder intrazellular (small molecules, RTK-Inhibitoren) den Rezeptor zu
antagonisieren. Als weitere antitumorale Strategie kann eine Hemmung des IR-A durch die
Elimination des hauptsachlich stimulatorisch wirkenden Liganden IGF-1l erreicht werden. Die
letzte Option, die spezifische IR-A-Inhibition, ist nach dem Stand der heutigen Wissenschaft

noch nicht realisierbar.
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Monoklonale Antikorper

Ob ein Karzinom von den bisherig entwickelten Antikérpern zur IR- bzw. IGF-IR-Inhibition
wirksam therapiert werden kann, hangt insbesondere von dessen IR/IGF-IR-Ratio ab. Nach
Malaguarnera et al. sind bei Tumoren mit niedrigem IR/IGF-IR-Verhéltnis insbesondere
diejenigen IGF-IR-Antikorper von Vorteil, welche zusatzlich die Hybridrezeptoren
blockieren [61]. Dalotuzumab stellt bislang den einzigen IGF-IR-Antikdrper mit additiver
IR/IGF-IR Hemmung dar und kann bei Karzinomen, in welchen der IR vorwiegend in
Hybridrezeptoren gebunden ist, die IR-Aktivitdt wirksam reduzieren [86, 87]. Klinisch zeigte
zudem auch die Kombination zweier IGF-IR-Antikdrper anti-neoplastische Wirksamkeit, mit
potenterer IGF-1I-Blockade als die Applikation eines alleinigen Antikorpers [88].

Weist das Karzinom hingegen ein erhohtes IR/IGF-Verhaltnis auf, so wird die Wirksamkeit
der Antikorpertherapie erhoht, indem additiv zu dem IGF-IR-Antagonist ein IGF-II-
Antikorper verwendet wird. Im Falle des dualen IGF-I und IGF-II-Antikérpers MEDI 573
konnten Gao et al. zeigen, dass in Kombinationstherapie mit IGF-IR-Antikdrpern das

Tumorwachstum eingeddmmt werden konnte [89].

RTK-Inhibitoren

Antagonisten der RTK verfliigen (Uber zytostatische, antiproliferative und anti-
angiogenetische Eigenschaften und sind u.a. in der Behandlung gastrointestinaler
Karzinome und weiterer Malignome etabliert [90]. Fir Antikorpertherapien gegen den
VEGFR und EGFR wurde bereits eine wirksame Reduktion der Tumormasse fiir einige
Entitdten nachgewiesen [54, 91]. Beispielhaft ist ebenso der RTK-Hemmer des KIT-
Rezeptors zu nennen, der bei der Behandlung gastrointestinaler Stromatumoren groRe
Erfolge erzielen konnte [92].

Unspezifische RTK-Hemmer des IGF-IR haben den Vorteil, dass sie aufgrund der hohen
Strukturhomologie dieser Rezeptoren auch zu einem gewissen Grad den IR hemmen [93].
Nachteilig ist jedoch, dass neben dem IR weitere RTK unspezifisch blockiert werden, was
die Toxizitat des Medikaments erhdht. Dahingegen zeigt die Applikation praziser IGF-IR-
Antagonisten den Vorzug, dass IR-assoziierte Nebenwirkungen vermieden werden. Jedoch
weisen diese Medikamente keine genilgende Potenz gegen das in Karzinomen

hochregulierte IR/IGF-Netzwerk mitsamt Hybridrezeptoren auf [61].
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Zusammenfassend zeigen aktuell verfiigbare RTK-Inhibitoren des IR anti-tumorale und anti-
angiogenetische Wirksamkeit, sind jedoch bislang nicht Isoformen-spezifisch wirksam.

Das small molecule Sunitinib dient ebenfalls zur Therapie gastrointestinaler Stromatumoren
[90]. Jene niedermolekularen Proteine werden in der zielgerichteten onkologischen
Medizin dahingehend konfiguriert, dass sie intrazellulair an die intrinsische
Tyrosinkinasedomane binden. Linsitinib, wirksam gegen den IR und IGF-IR, zeigte in einer
Vielzahl abgeschlossener Studien in vivo Wirksamkeit gegen gastrointestinale Tumoren.
Eine klinische Testung am Magenkarzinom steht bislang aus. Die dualen RTK-Inhibitoren
KW-2450 und Bl 885578 hemmen zugleich den IR und den IGF-IR und wiesen eine
antitumorale Wirkung bei akzeptabler Toxizitat auf [63].

Bezliglich der Potenz der small molecules in der onkologischen Therapie gastrointestinaler
Tumoren besteht zurzeit kein einheitliches Bild. Wie Belfiore et al. darlegten, kann die duale
IR/IGF-Inhibition vielversprechende Resultate erzielen [63], jedoch bleibt der Erfolg der

Anwendung von small molecules umstritten.

IGF-1I-Neutralisation

Konzepte zur Reduktion frei im Blutkreislauf verfligbarer IGF-lII-Molekiile sehen vor,
entweder den Liganden spezifisch zu binden oder kompetitiv dessen Rezeptoren zu
besetzen. Vorteilig ist dabei, dass dieser Therapieansatz die metabolisch-regulatorischen
Effekte des IR nicht beeintrachtigt. Nachteilig ist jedoch, dass dabei nicht die ebenso zur
Karzinogenese beitragenden hohen Insulinspiegel korrigiert werden [63]. MEDI-573 ist ein
humaner monoklonaler Antikérper zur Neutralisation von IGF-I und IGF-1I. Das Medikament
zeigte in Phase 1 der klinischen Testung eine potente Wirksamkeit bei guter Vertraglichkeit
[89]. Einen dhnlichen Wirkmechanismus besitzt die aus dem IGF-IIR extrahierte Domdéne 11.
Diese ist 16slich im Serum und eliminiert hocheffizient frei flottierendes IGF-Il [94]. Fir
gastrointestinale Tumoren wie das Magenkarzinom, bei denen eine autogene IGF-II
Produktion zur Uberstimulation des IR-A fiihrt, kann eine effektive Senkung der IGF-II-

Spiegel durch Somatostatin-Inhibitoren bzw. Dopamin-Antagonisten erreicht werden [95].
Spezifische IR-A-Antagonisten
Nach Uberlegungen von Belfiore et al. [63] liegt der in Karzinomen regelmiRig erhdhten

IRA/IR-B-Ratio eine genetische Alteration zugrunde, die wahrend der Phase des
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alternativen Spleilens das Gleichgewicht zugunsten des pro-onkogenen IR-A verschiebt.
Geldange es, jene Mutation zu detektieren, kdonnte vermutlich die Dysbalance der
Isorezeptoren aufgehoben und damit die Karzinogenese bzw. der Progress von Tumoren
gehemmt werden. Bislang wurde trotz anhaltender Bemihungen keine derartige
Schlisselmutation nachgewiesen, sodass entsprechende therapeutische Moglichkeiten

vorerst hypothetisch sind.

1.4.1 Nebenwirkungen der IR-Inhibition

Vor dem Hintergrund, dass die derzeitigen IR-Antagonisten unspezifisch wirken, fihrt die
IR-Inhibition zu einer Beeintrachtigung sowohl des IR-A als auch des IR-B [63]. Wahrend
Studien durch die Anwendung von IR-A-Inhibitoren von einer Reduktion der Tumormasse
berichten, resultiert aus der unbeabsichtigten IR-B-Blockade ein Verlust der glykdmischen
Kontrolle. Aufgrund schwerwiegender glykdamischer Entgleisungen mussten Studien zu IR-
Antikorpern in praklinischen Phasen der Testung abgebrochen werden. Reversible
Hyperglykdamien gehéren zu den Dosis-limitierenden Nebenwirkungen der unselektiven IR-
Hemmer, sind jedoch ohne Einfluss auf die klinische Wirksamkeit [61].

Andere Nebenwirkungen, die auch bei anti-angiogenetisch wirksamen Antikérpern
auftraten, spiegeln toxische Effekte auf hamatopoetische Zellen wider.
Angiogenesehemmer fihren vielfach zu Wundheilungsstérungen, gastrointestinalen
Hamorrhagien, Beeintrachtigung der Nierenfunktion und Leuko- bzw. Neutropenie [96].
Gelange eine gezielte Inhibition des ubiquitdr in Tumoren exprimierten IR, kdnnten
hamostaseologische Nebenwirkungen minimiert und anti-neoplastische Effekte tGber das
Magenkarzinom hinaus erzielt werden [97].

Deshalb gilt der IR weiterhin als pharmakotherapeutisch attraktive Zielstruktur.

1.4.2 Resistenzmechanismen bei Inhibition der IR/IGF-Achse

Der Mechanismus, welcher der erworbenen Resistenz von Magenkarzinomen gegeniliber
dem RTK-Hemmer des human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) zugrunde liegt, ist
am Mammakarzinom verstanden worden [61, 63, 98, 99].

Trotz initialer Response verlieren IGF-IR-Inhibitoren langfristig ihre Wirksamkeit, da

Tumorzellen Gber nachfolgende Resistenzmechanismen verfiigen:
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(a) die Erhohung der Sensitivitat der Epithelien gegeniber Insulin, (b) die vermehrte Bildung
von IR/IGF-IR-Heterodimeren, (c) die Hochregulation des IR-A und des Liganden IGF-Il und
(d) die Erhohung des Insulinspiegels als Reaktion auf den Wegfall der negativen
Riickkopplung durch IGF-1 [100102]. Vor diesem Hintergrund wird deutlich, dass die IGF-IR-
Hemmung zur Stimulation und Hochregulation des IR fiihrt und dadurch therapeutisch
initiierte Signale auf den Tumor abgeschwacht bzw. gdnzlich aufgehoben werden kénnen.
Nach Zhang et al. gilt die IR-Uberexpression als eine mogliche Erklarung fiir die Resistenz
fortgeschrittener Magenkarzinome gegen HER2-Inhibitoren. Durch die IR-Stimulation wird
der MAPK-Signalweg reaktiviert und die pro-apoptotischen Signale von RTK-Inhibitoren
gedampft [103]. Darliber hinaus sind interkonnektive Verkntipfungen des IR/IGF-Systems

verantwortlich flr eine Vielzahl von Misserfolgen in klinischen Studien [75, 104-106].

1.5 Tumormetabolismus

Hanahan und Weinberg beschrieben im Jahre 2000 mit den ,Hallmarks of Cancer”
wesentliche Eigenschaften maligner ~ Tumoren. Dazu zahlen die (1)
Wachstumssignalautonomie, (2) Resistenz gegeniiber wachstumshemmenden Signalen, (3)
Umgehung der Apoptose, (4) Immortalisation, (5) Fahigkeit der Angiogenese und schliefRlich
(6) das Potential zur Invasion und Metastasierung [107]. Elf Jahre spater ergdnzten Hanahan
und Weinberg ihre ,hallmarks“ um eine Reihe weiterer wichtiger Eigenschaften maligner
Tumoren, namlich die (7) Immunevasion, (8) tumorférdernde Entziindung, (9) genomische

Instabilitdat und (10) aerobe Glykolyse (,,metabolic switch®) [108].

1.5.1 ,,Metabolic switch” — Energiestoffwechsel in Tumoren

Grundsatzlich sind humane Stoffwechselvorgdnge darauf ausgelegt, unter gegebenen
Konditionen mit grofRtmoglicher Effizienz Glukose zu verwerten. Den Zellen wird hierbei
Energie in Form von Adenosintriphosphat (ATP) bereitgestellt. Intrazelluldr aufgenommen,
erfolgt die Verwertung von einem Mol Glukose zu zwei Mol Pyruvat, dabei entstehen zwei
ATP-Aquivalente. Die Weiterverwertung des Pyruvats ist von dem Oxygenierungsgrad des
Gewebes abhangig: Unter aeroben Bedingungen erfolgt die oxidative Decarboxylierung zu
Acetyl-CoA im Mitochondrium. In der Atmungskette entstehen schliefSlich durch
mehrstufige Oxidationsschritte zu CO, und H,O insgesamt 32Mol ATP. Die anaerobe

Glykolyse hingegen bleibt auf das Zytosol beschrankt. Dort wird Pyruvat zu 2Mol Laktat
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umgewandelt. Insgesamt fallt die Energiebilanz mit der Synthese von 2Mol ATP pro Mol

Glukose im Vergleich zur aeroben Glykolyse 16x geringer aus [109].

Warburg-Stoffwechsel

Nach Otto Warburg passen Tumorzellen ihren Stoffwechsel dahingehend an, dass selbst
unter aeroben Bedingungen Ulberwiegend Glukose zu Laktat abgebaut wird [110]. Er
benannte dieses Phdanomen ,aerobe Glykolyse” [111-113]. Resultat des sog. ,,Warburg-
Effektes” ist eine Stoffwechselumstellung, die mit einem gesteigertem Glukoseumsatz,
vermehrter Glykolyse und Akkumulation von Laktat einhergeht [109, 110]. Daran
anknipfend berichteten Hanahan et al., dass sich im Zuge jenes ,metabolic switch”
intratumoral zwei Subpopulationen ausbilden: hypoxische, zentrale Tumorzellen betreiben
»aerobe Glykolyse” und anfallendes Laktat wird von oxygenierten Zellen in der Peripherie
des Tumorareals in den Zitratzyklus eingeschleust [114, 115]. Das durch lokal erhohte
Laktatspiegel entstehende saure Milieu fordert wiederrum die Angiogenese und stimuliert

die Induktion von Enzymen der Glykolyse in den Tumorzellen [116].

Abb. 7: Vergleich von physiologischem Energiemetabolismus mit dem Tumorstoffwechsel. Unter
normoxischen Bedingungen verwertet die Zelle 1Mol Glukose zu 2Mol Pyruvat, aus welchen in der
Atmungskette 36Mol ATP entstehen (oxidative Phosphorylierung). Bei O,-Mangel wird Pyruvat im
Zytosol zu Laktat reduziert unter Generierung von 2Mol ATP (anaerobe Glykolyse). Tumorzellen
bedienen sich des ,,Warburg-Stoffwechsels“, bei dem unter (an-)aeroben Bedingungen ein Grofteil

des Pyruvats zu Laktat verstoffwechselt wird. In Anlehnung an Zhang et al. (2015).
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Restimierend stellt sich die Frage, warum der Tumormetabolismus modifiziert wird, um
trotz erhohter Glukose-Aufnahme bei anaboler Stoffwechsellage eine niedrigere
Energiebilanz und scheinbar ineffektive Verwertung zelluldrer Energieressourcen zu
erreichen?

Die ,aerobe Glykolyse” wird durch den quantitativen Uberschuss an Intermediaten als
vorteilig flir den Tumor angesehen. Die aus katabolen Prozessen gewonnenen Proteine,

III

Fette und Nukleinsduren werden in dem sog. ,Biosynthese-Modell” fiir anabole Zwecke
genutzt [117]. Dieser Ansatz geht auf eine Schlussfolgerung zuriick, die Potter bereits im
Jahre 1958 aufgestellt hatte [118] und die nun eine Renaissance erfahren hat: Der von
Tumoren betriebene Kohlenhydratabbau dient dazu, Syntheseprodukte zu generieren und
in Biosynthesewege einzuschleusen, die nicht mehr allein der Energiegewinnung dienen.

Demzufolge verschafft sich der Tumor durch die kontinuierliche Bereitstellung von

Mikromolekdilen einen evolutiondren Vorteil [117].

1.5.2 ,Angiogenic switch” - Angiogenese und Tumorexpansion
Anknilipfend an Hanahan und Weinbergs Erkenntnisse stellt die Untersuchung der

Angiogenese im Magenkarzinom einen Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit dar.
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Grundlagen

Allgemein wird zwischen der Vaskulogenese (de novo Bildung von Blutbahnen aus mitotisch
aktiven Angioblasten im Zuge der Embryogenese), der Angiogenese (Formation von
Kollateralen aus bereits bestehenden GefdfRen), Invagination (Teilung eines praexistenten
Gefalles) und vaskuldren Mimikry (Tumor-assoziierte Gefalle) unterschieden [81]. In der
Adoleszenz sind die GefaRRe von einem nicht-proliferativen Monolayer aus Endothelzellen
ausgekleidet. Eine konstitutionelle Aktivierung erfolgt lediglich im Zuge des weiblichen
Menstruationszyklus oder der Wundheilung [81, 119].

Folkmann stellte 1971 die Hypothese auf, dass das Tumorwachstum in Abhangigkeit zur
Angiogenese stehe [120]. Dem sei so, weil die natirliche Wachstumsgrenze von Neoplasien
bei 1-2mm?3 Durchmesser liege und durch die Diffusionskapazitit des jeweiligen Gewebes
(100-500um) limitiert sei [121]. Aufgrund dessen ist die Bildung Tumor-assoziierter GefaRe
zur Expansion der Tumormasse notwendig [120]. Der Anschluss an das Gefdlsystem
unterhalt das Karzinom durch die Zufuhr lebensnotwendiger Nahrstoffe und dient der
Entsorgung von anfallenden Abbauprodukten [108]. Bei zunehmender Proliferation des
Karzinoms tritt ein Zustand der relativen Hypoxie ein, der nur durch Angiogenese (vgl.
Abbildung 8) berwunden werden kann. Zur Kompensation des Sauerstoffmangels schiittet
das hochproliferative Gewebe die Hypoxie-induzierten Faktoren (HIF) aus, welche
wiederrum den Vascular endothelial growth factor (VEGF)-Spiegel im Serum erhéhen [122].
Sobald pro-angiogenetisch wirksame Faktoren wie VEGF, Angiopoetin-2, Fibroblast growth
factor (FGF), Chemokine und Zytokine tGber endokrine Wege an die Endothelzelle gelangen
(A), wird sie zur Teilung angeregt. Durch enzymatische Auflésung der Basalmembran I6sen
sich umgebende Perizyten (B). Jene und GefaR-assoziierte Zellen sezernieren Matrix-
degranulierende Enzyme, welche pro-mitogen auf die Endothelien wirken und die
Basalmembran (post)-kapillarer Venolen lysieren [119, 123]. Damit I6sen sich die
Endothelzellen aus dem bestehenden Verbund und ordnen sich an einer aus
Proteinextravasat geformten provisorischen Extrazellularmatrix (C). Unter den
migrierenden Endothelzellen formieren sich sogenannte ,tip-cells“ und ihnen
untergeordnete ,stack cells” [81]. Die fihrenden Endothelzellen wachsen auf die Stimuli
zu, verandern ihre Morphologie und formen eine hamodynamisch stabile Réhre (D), welche

als ausgereiftes Gefall einem permanenten pulsatilen Blutfluss standhélt (E).
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Abb. 8: Prozess der Angiogenese. Abbildung modifiziert nach Escudero et al. (2017).
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Tumor-assoziierte Angiogenese

Innerhalb eines Tumors gelegene Blutbahnen weisen bedeutende Unterschiede zu im
Gesunden entstandenen GefdRen auf. Kennzeichnend sind frihzeitiges Aussprossen
unreifer Kapillaren, Mikrohdamorrhagien und verminderter Perizytenbesatz [81]. Die
Perizyten regulieren die Durchldssigkeit der Lumina, den kapillaren Blutfluss und die
Differenzierung der Endothelzellen. Bei Dysregulation werden Hdmangiosis carcinomatosa
und die Fernmetastasierung beglinstigt [124] sowie die Proliferation der Endothelien
stimuliert [81].

Der sogenannte ,angiogenic switch” ist ein komplexer Stoffwechselprozess, der das
pathologisch hochregulierte GefaBwachstum beschreibt [108] und sowohl in benignen
Lasionen, wie z.B. uterinen Zysten oder GefiaBmalformationen, als auch in Tumoren
stattfindet. Dabei ist das ansonsten physiologischerweise limitierte GefaRwachstum
kontinuierlich aktiviert [119]. Der ,angiogenic switch” ist bereits in friihen Stadien
pramaligner Lasionen von Bedeutung [107, 121]. Tragende Rolle spielt hierbei das VEGF-
Molekiil, das in hohen Blutkonzentrationen vorliegt, wahrend anti-angiogenetische

Proteine wie Thrombospondin-1 herunterreguliert werden [125]. Zudem wird der
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unmittelbaren Umgebung des Karzinoms vermehrt Bedeutung zugemessen: Karzinom-
assoziierte Fibroblasten (KAFs) sezernieren pro-angiogenetische Faktoren, Tumor-

assoziierte Makrophagen (TAMs) synthetisieren VEGF [119].

1.5.3 Bedeutung der Angiogenese fiir die Metastasierung

Der Begriff Metastasierung wurde von Joseph-Claude-Anthelme Récamier im Jahre 1829 als
,Transfer von Zellen zu einem anderen Ort im Korper” definiert und 2010 von Talmadge et
al. in das Verstindnis der heutigen Zeit integriert [126]. Talmadge entwickelte ein
allgemeingiiltiges Modell zum Prozess der Metastasierung (vgl. Abbildung 9).

Ausgehend von einer maligne transformierten Zellpopulation mit 1-2mm Durchmesser (1)
erfolgt deren Anschluss an versorgende Blutbahnen (2) und die lokale Invasion der
Mikrozirkulation und LymphgefaRe (3). Intraluminal kommt es durch Wechselwirkungen
der abgesiedelten Zellen mit humoralen und hdmatopoetischen Faktoren zur Bildung eines
Aggregates (4), welches im Flussigkeitsstrom weitergetragen wird (5). Dabei werden
zirkulierende Bestandteile der Immunabwehr und der intravasale Scherstress bis hin zu
einem Kapillarbett umgangen (6). Dort kommt es im Zuge der Extravasation zur
Rekapitulation der Prozesse der Intravasation. Nach Anheftung der Tumorzellen an das
Endothel (7) werden samtliche Zelllagen inklusive der Basalmembran durchwandert (8). Im
Parenchym erfolgt die Einnistung der abgesiedelten Tumorzellen, welche durch
Zellwachstum (9) und Angiogenese schlieRlich zur manifesten Metastase auswachst. Bei
erfolgreicher Aussaat und proliferativem Fortbestand innerhalb der fremden Matrix
wiederholt sich die Invasions-Metastasierungs-Kaskade (10) [126]. Metastasierte Tumoren
besitzen die Fahigkeit, Fernmetastasen zu bilden oder zum Ort des Primarius

zurlickzukehren [127].
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Abb. 9: Modell der Metastasierung. Abbildung modifiziert nach Talmadge et al. (2010).
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1.6 Fragestellung
Die vorliegende Arbeit prift die folgenden Hypothesen: Magenkarzinome exprimieren (1)
den IR auf Tumorzellen und Endothelien; die Expression des IR (2) ist im Magenkarzinom

heterogen und von (3) tumorbiologischer sowie (4) prognostischer Relevanz.

Ausgangspunkt der Arbeit waren Daten des Cancer Genome Atlas, die eine Uberexpression
des IR in einer Vielzahl von Tumorentitdten und auch in gastrointestinalen Tumoren
beschrieben [63]. Da eine Dysregulation bzw. Dysfunktion des IR mit schwerwiegenden
Krankheitsbildern wie Diabetes mellitus, neurodegenerativen Erkrankungen und der
Entstehung von Karzinomen assoziiert ist [63, 81, 128], wurde die Hypothese abgeleitet,
dass der IR auch fiir das Magenkarzinom relevant ist.

Heidegger et al. hatten beim Prostatakarzinom gezeigt, dass der IR als Wachstumsfaktor
vielschichtig in die Tumorzellbiologie eingebunden ist, indem er die Zellproliferation, die
zelluldare Migration sowie das invasive Wachstumsverhalten der Tumorzellen fordert [84].
Demzufolge wurde in dieser Arbeit die IR-Expression auf den Tumorzellen des
Magenkarzinoms evaluiert.

Roudnicky et al. wiesen nach, dass fiir die Tumorbiologie nicht nur die Expression des IR auf
den Tumorzellen, sondern auch in Endothelien tumorbiologisch relevant war [85]. Daher
wurde in der vorliegenden Arbeit zusatzlich die IR-Expression in den Gefdalendothelien

begutachtet.
Zur Uberpriifung der Hypothesen wurde zusammenfassend die Expression des IR auf den

Tumorzellen und den Endothelien der TumorgefiBe mit einer Vielzahl an

klinischpathologischen Patientencharakteristika verglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Ethikantrag
Die Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt hat im Rahmen des Antrages ,Pradiktive
Biomarker des Magenkarzinoms” vom 29. 09. 2010 die Untersuchung potenzieller

pradiktiver Biomarker beim Magenkarzinom genehmigt (Referenznummer: D 453/10).

2.1.2 Studienkollektiv

Aus dem Archiv des Instituts fir Pathologie des UKSH Kiel wurden Falle mit
histopathologisch gesichertem Magenkarzinom herausgesucht. Sdmtliche Falle wurden im
Zeitraum von 1997 bis 2009 im Rahmen eines diagnostischen bzw. therapeutischen
Eingriffes gewonnen. Einschlusskriterien waren (i) eine histopathologisch gesicherte
Diagnose eines Adenokarzinoms des Magens bzw. ésophagogastralen Uberganges und (ii)
vollstindig erfasste Uberlebens- wie Sterbedaten. Ausschlusskriterien waren Patienten mit
(i) einem differenten histologischen Subtyp des Magenkarzinoms, (ii) einer praemptiven
Billroth-II-Magenresektion, (iii) einer perioperativ bzw. neoadjuvant angewandten
Chemotherapie, mit (iiii) einer unvollstindigen Datenlage zum Uberleben und Versterben
wurden zu jedem Patienten vollstandig erhoben: Chirurgisches Verfahren, Patientenalter
bei Erstdiagnose, Geschlecht, Tumortyp nach Laurén, TumorgrofRe und -lokalisation,
Invasionstiefe, Anzahl resezierter Lymphknoten sowie Anzahl der
Lymphknotenmetastasen. Fiir Patienten, die nach Abschluss der Studie lebten, liegen
Follow-Up-Daten betreuender Arztinnen und Arzte vor. Die Daten verstorbener Patienten
wurden im Krebsregister des Bundeslandes Schleswig-Holstein dokumentiert. Hierbei
wurde zwischen dem Versterben an einem Magenkarzinom und dem Tod durch andere
Ursachen differenziert.

Nach Aufnahme in die Studie wurden samtliche Patientendaten pseudonymisiert.

2.1.3 Histologische Aufbereitung und TNM-Klassifikation
Zur postoperativen Verarbeitung wurde das Material mit 10% neutralgepuffertem Formalin

fixiert, in einem Gewebeeinbettautomaten entwassert und in Paraffin eingebettet.
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AnschlieBend wurden 2um diinne Paraffinschnitte hergestellt, auf Leica Bond™ Plus Slides
(Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) aufgezogen und lber Nacht bei 54°C im
Brutschrank getrocknet. Zur histopathologischen Begutachtung und Diagnosesicherung
wurden die Objekttrager entparaffiniert und mit Hdmatoxylin und Eosin (Dr. K. Hollborn &
Séhne GmbH & Co KG, Leipzig, Deutschland) angefarbt. Samtliche Praparate waren von
Facharzten fir Pathologie begutachtet worden. Dabei erfolgte die Klassifikation der
Tumoren anhand der Laurén Klassifikation [129]. Auf alle Patientenfille wurde nachtraglich

die aktuelle pTNM-Klassifikation angewandt (8. Auflage) [45].

2.1.4 Gerate

Es wurden die folgenden Gerdte verwendet: Dampfdrucktopf Pascal (Dako Cytomation,
Hamburg, Deutschland), Eindeckautomat Promounter RCM 2000 (Medite GmbH, Burgdorf,
Deutschland), Farbeautomat Bond™ Max (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland), Inkubator Classic.Line B28 (Binder, Tuttlingen, Deutschland), Kippschuttler
See-Saw Rocker SSL4 (Stuart, Staffordshire, England), Kihlgerat LKexv 3910 Mediline
(Liebherr, weltweit), Labor-Kiihlschrank Super 720 (Kirsch GmbH, Willstadt-Sand,
Deutschland), Mikroskop DM 1000 (Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland), Pipetten
(Eppendorf Research AG, Hamburg, Deutschland), Reagenzglasschittler Lab dancer vario
(IKA-Werke GmbH, Mannheim, Deutschland), Rotationsmikrotom RM?2245 (Leica
Microsystems, Wetzlar, Deutschland), Scanner LeicaSCN400 Client (Leica Microsystems,
Wetzlar, Deutschland), Waage PBS/PBJ (Kern, Balingen, Deutschland), , Wasserbad TFB 45
(MEDITE Group, Burgdorf, Deutschland).

2.1.5 Chemikalien und Reagenzien

Die folgenden Reagenzien und Chemikalien wurden verwendet: Antibody Diluent (Zytomed
Systems GmbH, Berlin, Deutschland), Athanol absolut und Xylol (Th. Geyer GmbH & Co.KG,
Renningen, Deutschland), deionisiertes Typ 2 Wasser aus hausinternem
Wasseraufbereitungssystem Elixa Essential 10 (Merck, Darmstadt, Deutschland),
Eindeckmedium Pertex™ (Biosystems Switzerland AG, Muttenz, Deutschland),
Hamalaunlosung sauer nach Mayer und Eosin G-Losung 0,5% (beide Carl Roth GmbH und

Co. KG, Karlsruhe, Deutschland), PAP PEN MKP-1/MKP-2 (Kisker BioTech, Steinfurt,
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Deutschland), Peroxidase-Hemmer Hydrogen Peroxide Block (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA), Proteinblock Ultra V Bloc. (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA),
Trizma base (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim), Zitronensdure Monohydrat (Carl
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland).

Die Tris-gepufferte Salzlésung (TBS) wurde nach dem folgenden Rezept angesetzt: 60,57g
Trizma base (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) und 87,66g Natriumchlorid wurden in 1 Liter
deionisiertem Wasser geldst und mittels einer HCl-Lésung auf den pH = 7,4 titriert. Zur
Herstellung der EDTA- Losung wurden 0,375g EDTA (Carl Roth GmbH & Co. KG) mit 1,21g
TBS in 100 ml deionisiertem Wasser in Losung gebracht und mit Natronlauge auf den pH =
9,0 titriert. Anschliefend wurde die so hergestellte EDTA-L6sung mit deionisiertem Wasser

auf eine Gesamtmenge von 1 Liter im Verhaltnis von 1:10 verdinnt.

Antikorper und Kitsysteme

Beide Isoformen des IR wurden immunhistochemisch durch einen aus dem Kaninchen
gewonnenen monoklonalen Antikorper (1:50; Klon 4B8, Cell Signaling Technologies
Frankfurt, Deutschland) nachgewiesen. Die Blockierung der endogenen Peroxidase erfolgte
unter Verwendung des Hydrogen Peroxide Block und des Ultra V Block. Das anschlieBRend
verwendete Kitsystem enthielt den Sekundarantikérper ImmPRESS HRP Universal Antibody
und den Farbstoff ImmPact NovaRed™ Peroxidase Substrate (beide Vector Laboratories
Inc., Burlingame, CA, USA). Zudem wurde ein monoklonaler muriner CD31-Antikorper
(1:100; JC70, Cell Marque, Kalifornien, USA) verwendet. Das Polymer Refine Red Detection
Kit (Menarini Diagnostics, Berlin, Deutschland) diente der Visualisierung der

automatisierten CD31-Farbung.

2.1.6 Verbrauchsmaterialien

Die folgenden Verbrauchsmaterialien fanden Verwendung: Deckglaser 24x60mm (Gerhard
Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland), Objekttrager Leica Bond™ Plus Slides (Leica
Microsystems, Wetzlar, Deutschland), Pipettenspitzen Eppendorf e.p. T.I.P.S (Eppendorf
AG, Hamburg, Deutschland), Zentrifugenréhrchen Corning CentriStar™ Cap 15ml (Corning,

New York, USA).
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2.1.7 Software

Die Datenanalyse erfolgte unter Verwendung der Programme Microsoft Office 2016, Office
365 Abonnement (Microsoft Deutschland GmbH, UnterschleiRheim, Deutschland) und
PASW Statistics 24.0 (SPSS) fir Mac (IBM Corporation, New York, USA). Die
Literaturrecherche und Anlage einer Online-Bibliothek wurde mittels Endnote X8 (Bilaney

Consultants GmbH, Dusseldorf, Deutschland) vorgenommen.

2.2 Methoden
2.2.1 Tissue Microarrays (TMAs)

Der experimentelle Ansatz der vorliegenden Arbeit sah vor, dass neben den in der
histopathologischen Begutachtung tblichen groRflachigen Schnittpraparaten (WTS) zudem
Tissue Microarrays (TMAs) zentral aus dem Gewebe der 467 Tumorpraparate angefertigt
wurden.

Dabei wurden von den in Formalin fixierten und in Paraffin konservierten ,Spender”-
Blocken Schnitte angefertigt und diese Objekttrager mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt.
Unter dem Mikroskop wurden fiinf morphologisch reprasentative Areale bestimmt. Es
folgte die Ausstanzung von flinf Gewebezylindern aus den definierten Arealen
(Durchmesser jeweils 0,6um) und die Ubertragung in die im Voraus hergestellten
Vertiefungen des Paraffin- ,,Empfanger“-Blocks. Zur Verbindung des Stanzzylinders mit dem
LEmpfanger“-Paraffinblock erfolgte eine Erwarmung auf 54°C fiir 5 Minuten. Daraufhin
wurden 2um dinne Schnitte angefertigt und diese auf Objekttrager aufgezogen, bei 54°C
Uber Nacht getrocknet und in Polystyrene Boxen bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.
Diese TMAs wurden im Vorfeld von Mitarbeitern der Arbeitsgemeinschaft Rocken

angefertigt und der Doktorandin fiir die beschriebene Arbeit zur Verfiigung gestellt.

2.2.2 Immunhistochemie

Von jedem Magenkarzinom des Kollektivs wurden insgesamt vier Schnittpraparate
angefertigt. Aus dem Tumorblock desselben Patienten wurden zwei Objekttrager mit TMAs
und zwei groRflachige Schnittprdaparate (WTS) gewonnen. Zwei Schnitte (jeweils ein TMA

und ein WTS) wurden mit einem gegen CD31 gerichteten Antikorper gefarbt. Analog dazu
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wurden zwei weitere Objekttrager mit einem gegen den IR gerichteten Antikérper

versehen.

Immunhistochemischer Nachweis von CD31

Das Protein Cluster of differentiation 31 (CD31) wird auch Thrombozyten-Endothelzellen-
Adhasionsmolekil (PECAM-1) bezeichnet und diente dem Nachweis von GefaBendothelien
[130]. In der folgenden Arbeit waren insbesondere intratumoral gelegene GefdalRe von
Belang. Dabei wurden Kapillaren, Arteriolen und Venolen, sofern sie von Tumorzellen
umgeben waren, als Tumor-assoziierte Gefalle definiert.

Die Paraffinschnitte wurden mithilfe des automatisierten Farbesystems Bond™ Max und
des Polymer Refine Red Detection Kit gemaB Herstellerangaben gefarbt. Die
AntigenDemaskierung erfolgte unter Verwendung der Epitope Retrieval Solution 2
Novocastra (pH = 9,0; Leica-Menarini, Berlin, Deutschland) fir 20min. Dabei wurde der
monoklonale murine CD31-Antikdrper in einer Verdinnung von 1:100 appliziert. Nach
Dehydrierung der Proben in einer aufsteigenden Alkoholreihe wurden die Praparate mit
dem xylolbasierten Eindeckmedium Pertex™ und Deckgldsern (26 x 76mm; Medite,

Burgdorf, Deutschland) durch den Objekttrager-Glas-Eindeckautomaten versehen.

Immunhistochemischer Nachweis des Insulinrezeptors

Der immunhistochemische Nachweis des IR auf Tumorzellen und Gefdllen des
Magenkarzinomkollektivs wurde manuell nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:
Zunachst wurden die Paraffinschnitte in Xylol und absteigenden Badern von reinem 99%
Athanol (ETOH) bis 50% ETOH entparaffiniert und rehydriert. Die deparaffinierten Schnitte
wurden mit EDTA-Puffer (pH = 9,0) versetzt und in einem mit 0,5 deionisierten Wasser
gefiillten Dampfdrucktopf demaskiert (1min; 125°C). Darauf folgte das stufenweise
Abkihlen mit Leitungswasser und eine Waschung mit TBS fur 3 x 5min. AnschlieBende
Malnahmen dienten der Blockade humaner Proteine und endogener Peroxidaseaktivitat.
Es erfolgte die Applikation von 2-3 Tropfen Hydrogen Peroxide Block fiir 15min, eine
erneute TBS-Waschung und das Auftragen von 2-3 Tropfen Ultra V Block mit 5min
Inkubationszeit. Danach folgte eine TBS-Splilung (3 x 5min). Die anschlieBende Verwendung
des PAP-PEN zur Umrandung des Gewebeumrisses diente der effizienten und Reagenzien-

sparenden Arbeit. Daraufhin wurde der gegen den IR gerichtete Primarantikérper (Klon
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4B8) auf eine Konzentration von 1:50 mit Antibody Diluent verdiinnt und appliziert. Auf eine
Vorinkubation fir 30min bei Raumtemperatur erfolgte die Inkubation liber Nacht bei 4-8°C
im Kdhlschrank.

Am darauffolgenden Tag wurde eine Splilung mit TBS-Puffer fiir 3 x 5min vorgenommen.
Zur Visualisierung der Immunreaktion wurde der Sekundarantikérper ImmPRESS HRP
Universal Antibody (30min Inkubation) aufgetragen, es folgte eine TBS-Waschung (3 x 5min)
und danach die Verwendung des Farbstoffs ImmPact NovaRed™ Peroxidase Substrate
(7min Inkubation). Eine Waschung mit deionisiertem Wasser beendete die Reaktion des
zugefligten Chromogens. Es folgte die Farbung der Zellkerne mittels Hamalaunldsung fiir
Imin und anschlieBender 10-minitiger Blauungszeit unter flieBendem warmen
Leitungswasser. AbschlieRend wurde die Dehydrierung in einer aufsteigenden Reihe von
70% bis 99% ETOH, ein zweimaliges Xylol-Bad (je 5min) und die maschinelle Eindeckelung
mit Objekttragern vorgenommen.

Im Zuge des Farbeprotokolls wurden kontinuierlich Negativkontrollen durch das Weglassen
des Primarantikorpers gewonnen. Als Positivkontrollen dienten Prdparate mit
physiologischer Endometriumschleimhaut in der Proliferationsphase aus dem hausinternen

Archiv.

2.2.3 Konzept zur Auswertung der IR-Antikorperfarbung

Um der intratumoralen Heterogenitat der Magentumoren Rechnung zu tragen, wurde zur
Auswertung der IR-Farbungen der Histo-Score (HScore) modifiziert. Dabei wurde die
Expression des IR in den Kategorien Epithel (Zytoplasma: cEIR; Zellmembran: mEIR) und
Endothel (VIR) untersucht. Der HScore wurde an samtlichen Prdparaten des
Magenkarzinomkollektivs wie folgt ermittelt: Als erster Parameter wurde die Intensitat der
Farbung von ,0“ = negativ, ,, 1+“= schwach bis ,2+“ = stark positiv eingeschatzt. Hierfir
wurde im Vorfelde das gesamte Kollektiv an Tumoren mehrmals begutachtet und vier
reprasentative Magenkarzinome der Intensitaten ,,0“, ,1+“, ,2+“ als Referenzen fir die
tiefergehende Analyse festgelegt (vgl. Abbildung 10). Als zweiter Parameter wurde die
prozentuale Verteilung (P) der drei Intensitatsstufen in Bezug auf die Gesamtheit eines
Tumorpraparates ermittelt. Dabei wurde der prozentuale Wert der drei Intensitatsstufen
innerhalb eines Tumorpraparats auf 100% addiert. Beispielhaft wurde ein Praparat ohne

jeglichen IR-Nachweis als 100% negativ (0), ein anderes Praparat mit halftig starker und
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halftig negativer IR-Farbung als 50% stark positiv (2+) und 50% negativ (0) gewertet.
Mithilfe des modifizierten HScores konnte die intratumorale Heterogenitit der

Magenkarzinome erfasst werden.

Zur Berechnung des HScores diente die folgende Formel: HScore = (0 x Prozentsatz
negativer Tumorzellen) + (1 x Prozentsatz schwach gefarbter Tumorzellen) + (2 x
Prozentsatz stark positiver Tumorzellen). Die gebildeten HScores erstreckten sich vom
Minimum 0 bis zum Maximum 200, was einem Magenkarzinom mit ganzlich stark positivem
IR-Nachweis entsprache: (0 x 0%) + (1 x 0%) + (2 x 100%) = 200. Innerhalb der Formel
beglinstigten die Multiplikatoren die Streuung des HScores, da Tumorprdparate mit
vorwiegend starkem IR-Nachweis von Fallen mit Uberwiegend schwacher IR-Farbung

separiert wurden.

In die statistische Analyse flossen sowohl die einzelnen Werte als auch der Gesamt-HScore
eines jeden Prdparates ein. Dabei wurde der Median (cEIR: HScore >90, mEIR: HScore >40,
VIR: HScore >115) als cut-off-Wert genutzt, um zwischen schwachem (IR-low) und starkem

(IR-high) Nachweis des IR zu unterscheiden.

2.3 Statistische Auswertung

Fir die Korrelation der IR-Expression mit nicht-ordinalen klinisch-pathologischen
Patientencharakteristika und Uberlebensdaten wurde der Fisher’s Exact Test verwendet.
Zur Uberpriifung linearer Zusammenhénge bei Parametern auf Ordinalskalenniveau (T- und
N-Kategorie, UICC-Klassifikation, Differenzierungsgrad) wurde der Kendall’s Tau Test
angewandt. Weiterhin wurden p-Werte durch zweiseitige-T-Tests berechnet, dabei galt
p=0,05 als signifikant und p=0,01 als hochsignifikant. Das mediane Uberleben innerhalb
des 95% Konfidenzintervalls wurde mit der Kaplan-Meier Methode bestimmt und graphisch
dargestellt. Die Unterschiede des medianen Gesamt- und tumorspezifischen Uberlebens
wurden mit dem Log-Rank-Verfahren ermittelt. Im Zuge der erweiterten
Uberlebensanalyse wurde das Cox-Regressions-Modell angewandt. Fiir die multivariate
Analyse kumulativer Einflussfaktoren auf das Patienteniiberleben galten alle p-Werte=0,05
als signifikant. Zur Aufdeckung etwaiger Falscherkennungsraten der Korrelationen wurde
der Benjamini-Hochberg Test genutzt. P-Werte mit Verlust der statistischen Signifikanz

werden angezeigt.
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Abb. 10: Referenzschnitte des immunhistochemischen IR-Nachweis an Tumorzellen und GefafRen
im Magenkarzinomkollektiv.

Bild A zeigt einen stark positiven vaskuldren IR-Nachweis (VIR-high, HScore >115; Pfeil) und IR-
negative Tumorzellen (cEIR- und mEIR-low). Magenkarzinom B weist stark IR-positives Zytoplasma
(cEIR-high; HScore >90) und stark positive Tumorgefalle (VIR-high, s.o.; Pfeile) bei schwach
positiven Tumorzellmembranen (mEIR-low; HScore <40) auf. Bild C zeigt stark IR-positive
Membranen (mEIR-high; HScore >40) mit schwach positivem Zytoplasma (cEIR-low; HScore <90).
Bild D ist gegensatzlich: Das Zytoplasma ist stark IR-positiv (cEIR-high, s.0.) bei schwach positiven

Tumorzellmembranen (mEIR/ow, s.0.).

VergroRerung A-D 1:400. Abbildung modifiziert nach Heckl et al. (2019).
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3  Ergebnisse

3.1 Explorative Untersuchung der IR-Expression anhand von TMAs
Zunadchst wurde eine Interim-Analyse der TMA-Objekttrager mit 101 Patientenfillen
durchgeflhrt. Die Intensitat der Farbung wurde abweichend von der spateren Auswertung
der WTS auf einer vierstufigen Skala von ,0“ (negativ), ,1+“ (schwach), ,,2+“ (mittelstark
positiv) bis ,3+“ (stark positiv) bewertet. Es wurden die Kategorien Epithel (EIR) und
Endothel (VIR) hinsichtlich ihrer IR-Expression untersucht. Dabei wurden in der
statistischen Analyse die Intensitaten 0-2 als IR-low und die Intensitat 3 als IR-high
zusammengefasst. In Analogie zu dem Gesamtkollektiv Gberwog in dieser 101 Patienten
umfassenden Kohorte der Anteil der mannlichen (56,4%) denen der weiblichen (43,6%)
Erkrankten. Das mediane Patientenalter lag bei 68 Jahren. Der intestinale Subtyp nach
Laurén war in Uber der Halfte der Féalle (54,5%) vertreten und wurde von dem diffusen
(27,7%), dem nicht klassifizierbaren (10,9%) und dem gemischten Tumortyp (6,9%) gefolgt.
Rund ein Drittel (32,0%) der Magenkarzinome der TMA-Kohorte lag proximal, zwei Drittel

der Tumore (67%) waren im distalen Magen lokalisiert.

Ergebnisse

Fir die Korrelation der epithelialen (EIR) und vaskuldaren (VIR) IR-Expression mit klinisch-
pathologischen Patientencharakteristika ergaben sich bei den TMAs keine signifikanten
Zusammenhadnge (vgl. Tabelle 4). Zum Ausschluss etwaiger Stichprobenfehler wurden aus
demselben Kollektiv 20 WTS ausgewahlt, manuell nach oben genannten Farbeprotokoll mit
dem IR-Antikérper versetzt und histologisch begutachtet. Es zeigte sich eine intratumorale
Heterogenitat der IR-Expression, die in den TMAs nicht reprasentativ abgebildet wurde.
Dieses Phanomen wurde von der Arbeitsgruppe fiir andere RTKs (HER2, MET) bereits
nachgewiesen [131, 132]. Auf Grundlage dessen wurde die Entscheidung getroffen, die
Untersuchungen an den GroRflachenschnitten des Magenkarzinomkollektivs

weiterzufiihren.
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Tab. 4: Resultate der Zwischenanalyse der Tumorstanzen (TMAs). Korrelation erhobener Werte

mit klinisch-pathologischen Daten.

48

Resultate TMAs VIR EIR
-low (0-2+) -high (3+) negativ positiv

n (%) n (%)| n (%) n (%)

Geschlecht p¥ | 101 0,547 | 101 1,0
mannlich 28 (49,1) 29 (50,9)| 1 (1,8) 56  (98,2)

weiblich 25 (56,8) 19 (432)| 1 (23) 43 (97,7)
Alter p® |99 1,099 1,0
<68 Jahre 26 (53,1) 23  (46,9)| 1 (2,0) 48  (98,0)

>68 Jahre 26 (52,00 24 (48,0)| 1 (2,00 49  (98,0)

Tumortyp nach Laurén p¥ | 101 0,072 | 101 1,0
intestinal 29 (52,7) 26 (47,3)| 1 (1,8) 54  (98,2)

diffus 17 (60,7) 11 (393)| 1 (36) 27  (96,4)

gemischt 5 (714) 2 (28,6)| O (0,00| 7 (100,0)

unklassifizierbar 2 (18,2) 9 (81,8)| O (0,00 11 (100,0)

Lokalisation p¥ | 97 1,0 | 97 1,0
proximal 16 (50,00 16 (50,0)| O (0,0) 32 (100,0)

distal 34 (52,3) 31 (47,7) (3,1) 63  (96,9)

pT - Kategorie p? | 101 0,6 | 101 0,266
Tla/Tib (60,00 4 (40,00 1 (20,00 9  (90,0)

T2 7 (50,0) (50,0 © (0,0) 14 (100,0)

T3 22 (55,00 18 (450)| 1 (2,5 39  (97,5)

T4a / T4b 18 (486) 19 (51,4)| O (0,0) 37 (100,0)

pN - Kategorie p? | 101 0,677 | 101 0,041
NO 18 (62,1) 11 (37,9)| O (0,00 29 (100,0)

N1 7 (389) 11 (61,1)| 2 (11,1) 16  (88,9)

N2 5 (455) 6 (545)| O (0,00 11 (100,0)

N3 23 (53,5) 20 (46,5)| O (0,0) 43 (100,0)

pN - gruppiert p¥ | 101 0,273 | 101 1,0
NO 18 (62,1) 11 (37,9)| O (0,00 29 (100,0)

N1/N2/N3/a/b 35 (486) 37 (51,4)| 2 (28 70 (902

M - Kategorie p¥ | 101 0,791 | 101 1,0
MO 44 (51,8) 41  (48,2) (2,4) 83  (97,6)

M1 9 (563) 7 (43,8)| O (0,00 16 (100,0)




Resultate TMAs VIR EIR
-low (0-2+) -high (3+) negativ positiv

n (%) | n (%)| n (%) n (%)

UICC - Stadium p? | 101 0,914 | 101 0,134
IA/IB 9 (60,00 6 (40,00 1 (6,7)| 14 (93,3)
A /1B 15 (50,0)| 15 (50,0)| 1 (3,3)| 29 (96,7)
A/ 1IB / 1IC 20 (50,0) 20 (50,00 O (0,0)| 40 (100,0)
v 9 (56,3)| 7 (43,8)| O (0,0)| 16 (100,0)
pL - Kategorie p¥ |93 0,3|93 0,201
LO 24 (57,1) 18 (42,9) (4,8)| 40 (95,2)
L1 23 (45,1) 28 (549)| O (0,0)| 51 (100,0)
pV - Kategorie p¥ |94 0,428 | 94 1,0
\ 41 (53,2)| 36 (46,8) (2,6)| 75 (97,4)
Vil 7 (41,2) 10 (58,8)| 0 (0,00 17 (100,0)
R - Kategorie p¥ | 95 0,307 | 95 1,0
RO 46 (53,5) 40  (46,5) (2,3) 84  (97,7)
R1/R2 3 (333) 6 (66,7)| O (0,00 9 (100,0)
Differenzierungsgrad p¥ | 100 0,167 | 100 0,439
Gl1/G2 10 (40,0)| 15 (60,0) 1 (4,0)| 24 (96,0)
G3/G4 43 (57,3) 32 (42,7)| 1 (1,3) 74 (98,7)

() Fisher's exact Test

2 kendall's tau Test

3.2 Auswertung der IR-GrofB3flaichenschnitte (WTS)

Das Studienkollektiv umfasste 467 Patientenfalle, davon waren 298 (63,8%) Manner und

169 (36,2%) Frauen. Das mediane Patientenalter betrug 68 Jahre (Range 28-92 Jahre). In

Analogie zu den TMAs stellte die Gruppe der intestinalen Magenkarzinome nach Laurén mit

52% den groRten Anteil aller untersuchten Tumoren dar, gefolgt von den diffusen (30,4%),

unklassifizierbaren (10,7%) und gemischten Tumoren (6,9%).

Immunhistochemie

Der IR liel8 sich in 98,3% der Falle in Endothelien und Tumorzellen nachweisen. Da die

visuelle Untersuchung von drei verschiedenen Intensitatsstufen (1+, 2+, 3+) der

Immunreaktion als wenig reproduzierbar gewertet wurde, erfolgte die Kategorisierung der
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Immunreaktion bei der Auswertung der WTS nur noch in schwach (1+) und stark positiv
(2+). Folgende Daten geben die Kumulation der insgesamt fiir das Magenkarzinomkollektiv
erhobenen prozentualen Anteile der einzelnen Farbeintensitaten wieder.

Eine schwache IR-Farbung des Zytoplasmas (cEIR 1+) zeigten 431 (92,3%) der Falle, eine
starke zytoplasmatische Farbung (cEIR 2+) wiesen 254 (54,4%) Praparate auf. Tumorzellen
mit immunnegativem Zytoplasma (cEIR 0) wurden in 364 (77,9%) Tumoren nachgewiesen,
dabei war der Anteil mit vollstandig negativem Zytoplasma (Intensitat 0 zu 100%) gering:
20 (4,3%) Falle. Zu 100% stark IR-positives Zytoplasma (cEIR 2+) wiesen 6 (1,3%) Tumoren
auf. 441 (94,4%) der Magenkarzinome zeigten eine variable Kombination von zwei bzw. drei
Farbeintensitdaten. Der Median fiir cEIR betrug HScore >90.

Bei den Tumorzellmembranen wiesen 343 (73,4%) Magenkarzinome schwach positive
Membranen (mEIR 1+) und 322 (69,0%) Falle stark positive Membranen (mEIR 2+) auf.
Tumorzellen mit immunnegativen Membranen (mEIR 0) kamen haufig vor: 457 (97,9%)
Praparate zeigten mEIR 0, davon wiesen 58 (12,4%) der Falle zu 100% IR-negative
Tumorzellmembranen auf. Lediglich zwei Magentumoren zeigten einen zu 100% stark
positiven IR-Nachweis (mEIR 2+) an den Membranen. Insgesamt waren bei 407 (87,2%)
Praparaten variable Kombinationen zweier oder dreier Intensitdtsstufen an den
Tumorzellmembranen festzustellen. Der Median fiir mEIR betrug HScore >40.

Wie durch die Immunreaktion mit dem gegen CD31 gerichteten Antikorper bestatigt wurde,
enthielten samtliche 467 Falle intratumorale GefdRBe. Dabei wurde eine vaskuldre IR-
Expression interessanterweise vorwiegend in den intratumoralen Gefdf3en und nicht in den
Gefdllen des umgebenden nicht-neoplastischen Gewebes nachgewiesen. Auffdllig war
zudem, dass der IR insbesondere in Kapillaren exprimiert wurde, wahrend in Arteriolen
oder Venolen der IR-Nachweis deutlich schwacher ausfiel. Ein schwach positiver vaskularer
IR-Nachweis (VIR 1+) kam bei 428 (91,6%) Magenkarzinomen und ein starker IR-Nachweis
(VIR 2+) bei 361 (77,3%) der Félle vor. Uberraschenderweise zeigten sich 14 (3,0%)
Praparate, bei denen trotz des CD31-geflihrten Nachweises von Gefaen keine endotheliale
IR-Expression vorlag. Der Median fiir cEIR betrug HScore >115.

Zusammenfassend konnte damit gezeigt werden, dass Magenkarzinome den IR sowohl in
Tumorzellen als auch in Endothelien der intratumoralen GefdaRe exprimieren. Die Streuung
des Histo-Scores verdeutlicht die intratumorale Heterogenitat der IR-Expression in den

Magenkarzinomen (vgl. Tabelle 5).
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Tab. 5: Absolute und relative Haufigkeiten der Farbeintensitaten innerhalb des WTS-Kollektivs.

Das Kollektiv umfasste 467 (=n-Gesamt) in die Auswertung miteinbezogene Magenkarzinome.

Intensitat
Kategorie n % | n %  n %
cEIR 364 78,0 | 431 92,3 254 54,4
mEIR 457 97,9 343 73,4 322 69,0
VIR 346 70,1 | 428 91,6 361 77,3

3.3 Vergleich der IR-Expression in Endothelien bei Tumor- und

Normalgewebe

Studien zur vaskuldren IR-Expression (VIR) des Prostata- [84], Harnblasen- [85] und
Kolonkarzinoms [79] berichteten ({ber eine charakteristische IR-Expression in
intratumoralen Endothelien. Ferner zeigten Roudnicky et al. [85], dass bei der Betrachtung
der extratumoralen Peripherie des invasiven Harnblasenkarzinoms immunhistochemisch
kein vaskuldr exprimierter IR nachgewiesen werden konnte. Diese Beobachtungen fiihrten
zu der Hypothese, dass es intratumoral moglicherweise einen speziellen Typ Tumor-
assoziierter GefaRRe gebe, der anhand der vaskuldaren IR-Expression zu identifizieren sei.
Diese Annahme bestdtigte sich auch fiir das Magenkarzinom, da von samtlichen 467
Tumoren lediglich 14 (3,0%) Falle keine VIR-Expression in den intratumoralen Endothelien

aufwiesen.

Des Weiteren wurde an den Tumorrandern eine vergleichende Betrachtung der intra- und
extratumoralen GefdBe durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass in Analogie zu den
Ergebnissen von Roudnicky et al. [85] die GefiaBendothelien des den Magentumor
umgebenden nichtneoplastischen Gewebes keine IR-Immunoreaktivitat aufwiesen (VIR=0;
vgl. Abbildung 11). Insgesamt bestatigen diese Ergebnisse, dass die Expression des IR auch
beim Magenkarzinom einen Marker fiir intratumorale Gefal3e darstellt und die Expression

des IR in Gefdllendothelien ein tumorspezifisches Phanomen ist.
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Abb. 11: Vergleich der VIR-Expression in intra- und extratumoralen Endothelien innerhalb eines
Magenkarzinoms. Die intratumoral gelegenen Endothelien (schwarze Pfeile) sind stark IR-positiv,

wahrend die GefdRe der unmittelbaren extratumoralen Peripherie IR-negativ sind (blaue Pfeile).

VergroRerung 1:15.

3.4 Korrelation epithelialer (EIR) und vaskuladrer (VIR) IR-Expression
In einem ersten Schritt wurde Uberprift, ob ein Zusammenhang zwischen der Expression
des IR in Tumorzellen und in Tumorgefallendothelien besteht. Dazu wurde die Expression
des IR jeweils am Median in cEIR-low und -high, mEIR-low und -high sowie VIR-low und -
high dichotomiert. Der Fisher's Exact-Test zeigte, dass die VIR-, cEIR- und mEIR-Expression
im Magenkarzinom positiv miteinander assoziiert sind. Eine VIR-high Expression korrelierte
signifikant mit einer starken IR-Expression in den Tumorzellen, namlich mit cEIR-high in
62,0% (p<0,001) und mit mEIR-high in 55,3% der Falle (p=0,005). Zudem korrelierte eine
starke zytoplasmatische Expression des IR (cEIR-high) mit einer starken membranaren

Expression (mEIR-high) in 57,0% der Falle (p<0,001).
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3.5 Korrelation der IR-Expression auf Tumorzellen (EIR) mit klinisch-

pathologischen Charakteristika

Zur Uberpriifung einer méglichen tumorbiologischen Relevanz des IR im Magenkarzinom
wurde dessen  Expression (cEIR und mEIR) mit klinisch-pathologischen
Patienteneigenschaften verglichen. Es fanden sich signifikante Korrelationen zwischen der
cEIR-Expression und den folgenden klinisch-pathologischen Patientencharakteristika (vgl.
Tabelle 6): Patientenalter, Tumortyp nach Laurén, Tumorlokalisation, Differenzierungsgrad
und Lymphknotenratio (Anzahl befallener Lymphknoten dividiert durch Anzahl
untersuchter Lymphknoten). Patienten mit Magenkarzinomen, die cEIR-high aufwiesen,
waren signifikant alter (=68 Jahre; p=0,005) und litten besonders haufig an proximal
lokalisierten Tumoren (p=0,015). Diese waren mehrheitlich vom intestinalen oder
differenzierten Typ nach Laurén (p<0,001) und wiesen in dem Gesamtresektat weniger
Lymphknotenmetastasen auf (LK-Ratio; p=0,033). Zudem war die cEIR-Expression mit dem
Differenzierungsgrad assoziiert: gut (G1) und mittelgradig (G2) differenzierte Tumoren
wiesen zu etwa 2/3 cEIR-high und zu /3 cEIR-low auf. Dahingegen Uberwogen unter den
gering differenzierten Magenkarzinomen (G3 oder G4) die cEIR-low- (54,5%) die cEIR-high-
Magentumoren (45,6%; p<0,001). Somit war cEIR mit der Tumordignitat assoziiert, ohne

sich dabei signifikant auf das Patientenilberleben auszuwirken.

Bei der statistischen Auswertung beziglich der membranaren IR-Expression (mEIR) konnte
eine Korrelation mit dem Phanotyp nach Laurén nachgewiesen werden. Magenkarzinome
mit mEIR-high waren besonders haufig intestinal differenziert, wahrend jene, die mEIR-low
aufwiesen, mehrheitlich dem diffusen Typ entsprachen (p=0,043). Weitere Ergebnisse fir
die mEIR- und cEIR-Expression erreichten beziiglich des lokalen Tumorwachstums (T-
Kategorie), der lokalen Metastasierung (N-Kategorie) und der Fernmetastasierung (M-

Kategorie) sowie weiteren untersuchten Parametern keine Signifikanz (vgl. Tabelle 6).
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3.6 Korrelation der IR-Expression in Endothelien (VIR) mit klinisch-

pathologischen Charakteristika

AnschlieBend wurde die Expression des IR in den TumorgefaRRendothelien mit den klinisch-
pathologischen Patientencharakteristika korreliert. Die vaskulare IR-Expression (VIR) war
signifikant mit dem Uberleben, dem Geschlecht, dem Tumortyp nach Laurén, der
Tumorlokalisation, der T-Kategorie, der N-Kategorie, der V-Kategorie und dem UICC-
Stadium assoziiert (vgl. Tabelle 6).

Magenkarzinome mit VIR-high kamen liberwiegend bei Mannern vor (p=0,027) und waren
mehrheitlich im proximalen Magen lokalisiert (62,9% der Falle; p=0,001). Darliber hinaus
konnte nachgewiesen werden, dass bei VIR-high Karzinomen mit zunehmender lokaler
Tumorexpansion (T-Kategorie) auch die endotheliale IR-Expression graduell zunahm
(p=0,002). In Analogie dazu wiesen Magenkarzinome bei steigender Anzahl lokaler
Lymphknotenmetastasen vermehrt VIR-high auf (p=0,017). Gleiches galt fir die
Gefalinfiltration (V-Kategorie): signifikant mehr VIR-high fand sich bei fortgeschrittenen
Tumoren mit Hdmangiosis carcinomatosa im Vergleich zu solchen ohne GefalRinfiltration

(p=0,005).

Abb. 12: Korrelation des VIR-Status mit der T-Kategorie. Die VIR-Expression steigt graduell mit dem

AusmaR der lokalen Infiltration (T-Kategorie) des Magenkarzinomes.

VIR: T-Kategorie

p = 0,002
100%
80%
60%
40%
20%
0%

Tla/b T2 T3 T4
B IRS<115: VIR-low H IRS2115: VIR-high
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Abb. 13: Korrelation des VIR-Status mit der N-Kategorie. Bei positivem Nodalstatus (N1) kann ein
deutlicher Anstieg der VIR-Expression nachgewiesen werden. Zudem zeigen die Magentumoren bei
fortschreitender Metastasierung in die lokoregionaren Lymphknoten eine kontinuierliche Zunahme

der VIR-high-Expression.

VIR: N-Kategorie

p =0,032
100%
80%
60%
40%
20%
0%

NO N1 N2 N3a/N3b

B IRS<115: VIR-low  m IRS2115: VIR-high

Abb. 14: Korrelation des VIR-Status mit der V-Kategorie. Mit dem Tumoreinbruch in die

BlutgefaRe (V1) kann ein sprunghafter Anstieg der vaskuldren IR-Expression verzeichnet werden.

VIR: V-Kategorie

p = 0,005
100%
80%
60%
40%
20%
0%

VO V1

B IRS<115: VIR-low B IRS2115: VIR-high

An die obigen Resultate ankniipfend konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
UICC-Stadium und der VIR-Expression nachgewiesen werden: Die Mehrzahl der
Magenkarzinome in friheren Stadien IA/IB (70,9%) zeigten VIR-low. Dahingegen wiesen die

meisten Karzinome in héheren Tumorstadien hochsignifikant VIR-high auf (p=0,006).
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Abb. 15: Korrelation des VIR-Status mit dem UICC-Stadium. Mit Zunahme des Tumorstadiums kann
eine graduell vermehrte vaskulare IR-Expression nachgewiesen werden. Das fortgeschrittene

Magenkarzinom weist mehrheitlich eine VIR-high-Expression auf.

VIR: UICC-Stadium

p = 0,006
100%
80%
60%
40%
20%
0%

IA/IB A/ 11B A /1B /1C v

B IRS<115: VIR-low B IRS2115: VIR-high

Bezliglich des Differenzierungsgrades und der Fernmetastasierung (M-Kategorie) des

Magenkarzinoms ergab die Auswertung zur VIR-Expression keine signifikanten Ergebnisse.

3.7 Korrelation der IR-Expression mit dem histologischen Tumortyp
Weiterhin korrelierte der IR-Status des Tumors mit dem histologischen Typ nach Laurén:
VIR-high (p<0,001), cEIR-high (p<0,001) und mEIR-high (p=0,032) wurden allesamt
vermehrt beim intestinalen Magenkarzinom nach Laurén nachgewiesen. Zwei Drittel der
Magenkarzinome vom intestinalen Typ waren cEIR-high (p<0,001) bzw. in Gber der Halfte
der Falle VIR-high (p<0,001). Im Gegensatz dazu wiesen 81,0% bzw. 70,4% der diffusen

Magenkarzinome cEIR-low und VIR-low auf (jeweils p<0,001).

Abb. 16: IR-Expression nach dem Phanotyp. Der immunhistochemische IR-Nachweis beim
intestinalen Magenkarzinom U(iberwiegt im Vergleich zum diffusen Typ in allen untersuchten

Kategorien cEIR, mEIR und VIR.
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IR-Expression und Phanotyp nach Laurén
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3.8 Analyse der Uberlebensdaten

Das mediane Gesamtiiberleben (OS) des Magenkarzinomkollektivs lag bei 14,1 Monaten.
Das tumorspezifische Uberleben (TSS) betrug 15,5 Monate. Die Auswertung ergab, dass die
Prognose eines Patienten signifikant vom Phanotyp nach Laurén, der T-, N-, M-, L-, V- und
R-Kategorie, dem UICC-Stadium, der Lymphknotenratio sowie dem mEIR- und VIR-Status
abhing (vgl. Abbildung 17 und 18 sowie Tabelle 6).

Magenkarzinome der mEIR-high Gruppe waren zu solchen der mEIR-low Gruppe mit einer
signifikant verkiirzten Uberlebenszeit assoziiert: Das OS betrug 12,5 vs. 17,3 Monate (A 4,8
Monate; p=0,026) und das TSS 12,8 vs. 20,3 Monate (A 7,5 Monate; p=0,01).

Somit zeigten Patienten mit mEIR-high Magentumoren eine zum Median 34% kiirzere
Gesamtiberlebenszeit bzw. zum Median um 48% verkirzte tumorspezifische
Uberlebenszeit. Der Zusammenhang zwischen der mEIR-Expression der Tumorzellen im
Magenkarzinom und einem kirzeren Patienteniiberleben blieb im multiplen Test nach
Benjamini-Hochberg signifikant.

Die zytoplasmatische IR-Expression auf Tumorzellen (cEIR) des Magenkarzinoms korrelierte

nicht mit dem Patiententiberleben (vgl. Tabelle 6).
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Die statistische Auswertung zur VIR-Expression zeigte dhnliche Ergebnisse. Die Expression
des IR in Tumorgefdflen war mit einem signifikant schlechteren Patienteniliberleben
verknlpft: Das OS und das TSS der VIR-high- zur VIR-low Gruppe betrug 12,1 vs. 16,7
Monate bzw. 13,4 vs. 19,9 Monate. Dies bedeutet eine Verklirzung des OS um 4,6 Monate
(p=0,044) bzw. des TSS um ca. 6,5 Monate (p=0,045) bei VIR-high Magenkarzinomen.
Anders gesagt ist das Uberleben der VIR-high Gruppe im Vergleich zum medianen OS um
ca. 33% bzw. zum medianen TSS um ca. 42% verkirzt. Dieser Zusammenhang verlor im
Benjamini-Hochberg-Test seine statistische Signifikanz (vgl. Tabelle 6). Jedoch konnte die
VIR-Expression in der multivariaten Analyse als unabhangiger prognostischer Parameter fir
das Patienteniberleben und die -prognose bestéatigt werden (OS: p=0,010; Hazard Ratio =
1,355; TSS: p=0,006; Hazard Ratio = 1,429; vgl. Tabelle 7).
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Abb. 17: Uberlebensanalyse mittels Kaplan-Meyer Schitzer. Gesamtiiberleben (OS) und

tumorspezifisches Uberleben (TSS) nach IR-Expression an Tumorzellmembranen (mEIR):

Patienten der mEIR-high Gruppe (griin) zeigten im Vergleich zur mEIR-low Gruppe (blau) ein

signifikant verkiirztes OS (A 4,8 Monate; p=0,026) und TSS (A 7,5 Monate; p=0,01).
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Abb. 18: Uberlebensanalyse mittels Kaplan-Meyer Schitzer. Gesamtiiberleben (0OS) und

tumorspezifisches Uberleben (TSS) nach IR-Expression an Endothelien (VIR). Patienten der VIR-high

Gruppe (grun) zeigten im Vergleich zur VIR-low Gruppe (blau) ein signifikant verkiirztes OS (A 4,6

Monate; p=0,044) und TSS (A 6,5 Monate; p=0,045).
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Tab. 6: Resultate der Analyse der Tumor-GroRflachenschnitte (WTS). Korrelation der IR-Expression

auf Endothelien (VIR) und Epithelien (EIR) des Magenkarzinoms mit klinisch-pathologischen

Charakteristika. Dichotomierung des Kollektivs in eine IR-low- und -high Gruppe am Median.

Total Vaskulare IR- Zytoplasmatische IR- Membranare
Expression (VIR) Expression (cEIR) IR-Expression (mEIR)
low: high: low: high: low: high:
Resultate HS-Score HS-Score HS-Score HS-Score HS-Score HS-Score
WTS <115 >115 <90 >90 <40 >40

n % n % n % n % n % n % n %
Geschlecht
n ptt) 4

467 467 0,027'| 467 0,848 | 467 0,335
weiblich 169 36,2 95 56,2 74 43,8 85 50,3 84 49,7 81 47,9 88 52,1
mannlich 298 63,8 135 45,3 163 54,7 147 49,3 151 50,7 158 53,0 140 47,0
Alter
n ptt) od

461 461 0,352 461 0,005 461 0,136
< 68 Jahre 231 50,1 119 51,5 112 48,5 129 55,8 102 44,2 126 54,5 105 45,5
> 68 Jahre 230 49,9 108 47,0 122 53,0 98 42,6 132 57,4 109 47,4 121 52,6
Laurén-Typ
n p(l) ** * ¥k *

467 467 <0,001 " | 467 <0,001 " | 467 0,043
intestinal 243 52,0 101 41,6 142 58,4 84 34,6 159 65,4 110 45,3 133 54,7
diffus 142 30,4 100 70,4 42 29,6 115 81,0 27 19,0 79 55,6 63 444
gemischt 32 6,9 16 50,0 16 50,0 16 50,0 16 50,0 18 56,3 14 43,8
unklassifiziert 50 10,7 13 26,0 37 74,0 17 34,0 33 66,0 32 64,0 18 36,0
Lokalisation

454 454 0,001+ | 454 0,015 | 454 0,839
proximal 140 30,8 52 37,1 88 62,9 57 40,7 83 59,3 72 51,4 68 48,6
distal 314 69,2 171 54,5 143 45,5 168 53,5 146 46,5 157 50,0 157 50,0
pT-Kategorie
n pf o

466 466 0,002° | 466 0,146 | 466 0,074
Tla/Tib 55 11,8 42 76,4 13 23,6 24 43,6 31 56,4 30 54,5 25 45,5
T2 54 11,6 28 51,9 26 48,1 19 35,2 35 64,8 29 53,7 25 46,3
T3 185 39,7 83 44,9 102 55,1 100 54,1 85 45,9 102 55,1 83 449
T4a [/ T4b 172 36,9 76 44,2 96 55,8 88 51,2 84 48,8 77 44,8 95 55,2
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pN-Kategorie

n @ )
£ 465 465 0,017 | 465 0,191 | 465 0,504
NO 131 28,2 79 60,3 52 39,7 61 46,6 70 53,4 69 52,7 62 47,3
Total Vaskulare IR- Zytoplasmatische IR- Membranare
Expression (VIR) Expression (cEIR) IR-Expression (mEIR)
low: high: low: high: low: high:
Resultate HS-Score HS-Score HS-Score HS-Score HS-Score HS-Score
WTS <115 2115 <90 290 <40 >40
n % n % n % n % n % n % n %
N1 62 13,3 27 43,5 35 56,5 27 43,5 35 56,5 31 50,0 31 50,0
N2 85 18,3 40 47,1 45 529 44 51,8 41 48,2 46 54,1 39 45,9
N3a/N3b 187 40,2 84 44,9 103 55,1 99 529 88 471 91 48,7 96 51,3
M-Kategorie
467 467 0,563 | 467 0,298 | 467 0,419
MO 374 80,1| 187 50,0 187 50,0 181 484 193 51,6 195 52,1 179 479
M1 93 19,9 43 46,2 50 53,8 51 54,8 42 452 44 47,3 49 52,7
UICC Stadium
465 465 0,006+ | 465 0,116 | 465 0,318
IA/ 1B 75 16,1 53 70,7 22 29,3 31 41,3 44 58,7 41 54,7 34 453
1A/ 1IB 101 21,7 46 45,5 55 545 50 49,5 51 50,5 53 52,5 48 475
HA/IB/IC 198 42,6 90 45,5 108 54,5 99 50,0 99 50,0 100 50,5 98 49,5
\Y) 91 19,6 41 45,1 50 54,9 50 549 41 451 43 47,3 48 52,7
Lymphknoten-
Ratio
464 464 0,193 | 464 0,033" | 464 0,781
<0.189 223 48,1 | 118 52,9 105 471 99 44,4 124 55,6 115 51,6 108 48,4
>0.189 241 51,9| 112 46,5 129 53,5 131 54,4 110 45,6 121 50,2 120 49,8
pL-Kategorie
432 432 0,067 | 432 0,442 | 432 0,178
LO 209 48,4 | 111 53,1 98 46,9 97 46,4 112 53,6 112 53,6 97 46,4
L1 223 51,6 98 43,9 125 56,1 112 50,2 111 49,8 104 46,6 119 534
pV-Kategorie
431 431 0,005+ | 431 0,359 | 431 0,361
VO 383 88,9| 196 51,2 187 488 189 49,3 194 50,7 196 51,2 187 48,8
Vi 48 11,1 14 29,2 34 70,8 20 41,7 28 58,3 21 43,8 27 56,3
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Differenzierungsgrad

463 463 0,272 | 463 <0,001"" | 463 0,187
niedrig (G1/G2) 108 23,3 48 44,4 60 55,6 37 34,3 71 65,7 49 45,4 59 54,6
hoch (G3/G4) 355 76,7 181 51,0 174 49,0 193 54,4 162 45,6 188 53,0 167 47,0
Total Vaskulare IR- Zytoplasmatische IR- Membranare
Expression (VIR) Expression (cEIR) IR-Expression (mEIR)
low: high: low: high: low: high:
Resultate HS-Score HS-Score HS-Score  HS-Score HS-Score HS-Score
WTS <115 >115 <90 >90 <40 >40
n % n % % n % n % n % n %
Resektionsgrad
448 448 448 448
0,889 0,166 0,209
RO 389 86,8 19149,1 198 50,9 [186 47,8203 52,2 201 51,7 188 48,3
R1/R2 59 13,2 28 47,5 31 52,5 34 57,6 25 42,4 25 42,4 34 57,6
Gesamtiiberleben
p®
D] 0,044’ 0,214 0,026
Gesamt/Events 222/177
[Zensiert 448/352/96| 216/160/56  232/192/40 /45 226/175/51 | 228/168/60 220/184/36
Median 141 16,7 12,1 15,5 13,5 17,3 12,5
95% Konfidenz-
Intervall
12,1-16,1| 11,7-21,6 9,5-14,8 12,7-18,3 10,8-16,3 12,6-21,9 10,1-14,9
Tumor- spezifisches
Uberleben p®
[Monate]
0,01+
0,045* 0,135
Gesamt/Events 421/290 208/149
/Zensiert /131 199/128/71 222/162/60 /59 213/141/72 | 218/136/82 203/154/49
Median 15,5 19,9 13,4 16,0 14,9 20,3 12,8
95% Konfidenz-
intervall
12,7-18,3 | 14,3-25,6 98-17,1 11,8-20,2 10,9-18,9 14,8-25,8 10,1-15,6
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Legende:

* = relevante Korrelation, dabei gilt p < 0,05 als signifikant und p < 0,01 als hochsignifikant.

p' Fisher's exact-Test; p'? Kendall's tau-Test; p'® Log-rank-Test

P-Werte mit einem Verlust der statistischen Signifikanz bei der multiplen Testung nach Benjamini-

Hochberg wurden unterstrichen.

Tab. 7: Ergebnisse der multivariaten Analyse (Cox-Regression) zu den Einflussfaktoren auf das

Gesamt- und tumorspezifische Uberleben beim Magenkarzinom.

Hazard Ratio 95% Konfidenzintervall P - Wert

Gesamtiiberleben

N - Kategorie 0,005
N1 vs. NO 2,100 1,355-3, 257 0,001
N2 vs. NO 1,707 1,022 -2, 851 0,041
N3 vs. NO 2,071 1,150 - 3,729 0,015
M - Kategorie: M1 vs. MO 1,671 1,242 - 2,249 0,001
LK - Ratio: high vs. low 1,757 1,068 — 2,891 0,026
V-Kategorie: V1 vs. VO 1,526 1,086 -2,143 0,015
R-Status: R1/R2 vs. RO 2,005 1,439-2,793 0,000
VIR-Status: VIR-low vs. VIR-high 1,355 1,074 -1,709 0,010

Tumorspezifisches Uberleben

N - Kategorie 0,000
N1 vs. NO 2,430 1,451 - 4,069 0,001
N2 vs. NO 2,949 1,870 — 4,649 0,000
N3 vs. NO 4,381 2,865-6,701 0,000
M - Kategorie: M1 vs. MO 1,529 1,113 -2,100 0,009
V-Kategorie: V1 vs. VO 1,642 1,147 - 2,350 0,007
R-Status: R1/R2 vs. RO 2,298 1,634 — 3,232 0,000
VIR-Status: VIR-low vs. VIR-high 1,429 1,106 — 1,847 0,006
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4 Diskussion

4.1 Methodische Diskussion

4.1.1 Immunhistochemie

Der experimentelle Ansatz der vorliegenden Arbeit sah vor, den IR in Endothelien und
Epithelien des Magenkarzinoms nachzuweisen. Daflir wurde ein Farbeprotokoll genutzt,
das von unserer Arbeitsgruppe fir vorangegangene Projekte zum Themenkomplex
gastrointestinaler Tumoren entwickelt wurde. Die initiale Funktionsprifung sowie
Etablierung des verwendeten IR-Antikdrpers gelang den Mitarbeitern der Arbeitsgruppe an
Praparaten von Kolonkarzinomen im Vorfelde [79]. Flir das Magenkarzinom filihrte die
Verdiinnung des IR-Antikorpers von 1:50 zu zufriedenstellenden immunhistochemischen
Ergebnissen. Durch das Weglassen des Primdrantikdrpers wurden im laufenden
Farbeprozess kontinuierlich Negativkontrollen zur internen Qualitatskontrolle mitgefihrt.
Die vorliegende Studie weist hinsichtlich ihrer experimentellen Gestaltung einen hohen
Grad der Homologie zu den Arbeiten von Roudnicky et al. [85] Uber das
Harnblasenkarzinom und Heckl et al. [79] Uber das Kolonkarzinom auf. Wahrend Roudnicky
et al. in ihrer Arbeit den Einfluss von VIR auf das Harnblasenkarzinom untersuchten,
analysierten Heckl et al. die Bedeutung von EIR und VIR beim Kolonkarzinom unter
Verwendung des gleichen gegen den Insulinrezeptor gerichteten Antikorpers. Vergleichbar
mit unserer Vorgehensweise nutzen beide Arbeitsgruppen ebenfalls TMAs. Dariber hinaus
nahmen Heckl et al. die Einschatzung der VIR-Expression mittels eines &hnlichen
mehrstufigen Immunreaktivitdtsscores vor (,,0“: keine, ,, 1+“: schwache, ,2+“: maRige und
,3+“ stark positive IR-Expression). In Analogie zur vorliegenden Arbeit wurde die EIR-
Expression in zytoplasmatisch (cEIR) und membranar (mEIR) unterteilt [79]. Zudem
dichotomierten sowohl die unsrige als auch beide genannten Arbeitsgruppen die
ermittelten Daten zur VIR- bzw. EIR-Expression in eine IR-low und -high Gruppe. Ferner
korrelierten sowohl Roudnicky et al. [85] als auch Heckl et al. [79] die erhobenen Werte
ebenfalls mit bekannten klinisch-pathologischen Patienten- und Uberlebensdaten. Dabei
legt die immunhistochemische und statistisch-analytische Aquivalenz mit den vorliegenden
Daten die Grundlage fiir die Ubertragung unserer Hypothesen und Ergebnisse auf die

Resultate von Heckl. und Roudnicky et al.
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4.2 Diskussion und Interpretation der Ergebnisse

4.2.1 TMAs und Tumorheterogenitat

In der methodischen Aufbereitung der TMAs wie den WTS wurde auf groRtmogliche
Aquivalenz geachtet. Die TMAs waren von derselben Patientenkohorte und wurden aus
denselben Paraffinblocken gewonnen. Das Farbeprotokoll sowie die Reagenzien wurden
einheitlich angewandt und es wurde in beiden Fallen eine Dichotomierung am Median in
eine IR-low- und -high Gruppe vorgenommen. Lediglich der Auswertungsalgorithmus der
TMAs war vierstufig, sodass zwischen den Kategorien ,0“ ,1+“ ,2+“ und ,3+"
unterschieden wurde, wahrend die Immunoreaktivitat der WTS auf drei Stufen ,0%, ,, 1+
und ,2+“ eingeteilt wurde. Die Korrelation erhobener Befunde zur differentiellen IR-
Expression mit den bekannten Patientencharakteristika erbrachte interessanterweise bei
den TMAs keine Ergebnisse (vgl. Tabelle 4). Dahingegen ergaben sich bei den

Gesamttumorprdparaten eine Vielzahl signifikanter Zusammenhange (vgl. Tabelle 6).

Die inter- und intratumorale Heterogenitat ist ein bekanntes Phanomen maligner Tumoren
und gilt in besonderem Male auch fiir das Magenkarzinom. Wie Gullo et al. [133]
konkretisierten, finden sich bei Magentumoren Unterschiede zwischen verschiedenen
Patienten (intertumorale Heterogenitdt) und auch innerhalb eines Magenkarzinoms
(intratumorale Heterogenitdt), sowohl auf rdaumlicher als auch auf ,zeitlicher” Ebene
(Progression vom Primarius zum metastasierten Magenkarzinom). Dabei gilt die
intratumorale Heterogenitat als eine der groBten Herausforderungen auf dem Weg von
praziser zu personalisierter Medizin beim Magenkarzinom [134]. In der vorliegenden Studie
erfasste der modifizierte HScore die intratumorale Heterogenitat des Magenkarzinoms:
Einige Falle wiesen eine ,,Grauskalierung” der IR-Expression im Tumorgewebe auf, d.h. das
gesamte Spektrum der Farbintensitaten (,,0%, ,, 1+, ,,2+“) lag gemischt nebeneinander vor.
Davon waren Tumoren zu unterscheiden, die z.B. zwei Farbstufen (,,0“ und ,,2+“) in raumlich
klar voneinander unterscheidbaren Arealen aufwiesen. Dasselbe Magenkarzinomkollektiv
wurde im Vorfeld bereits fir die Expressionsanalyse weiterer RTK und Proteine genutzt. Bei
der Auswertung zur Expression des Wachstumsfaktors MET sowie des PIK3CA-Status in den
Magentumoren kamen Metzger et al. [131] und Boger et al. [135] zu Ubereinstimmenden
Ergebnissen: Es wurden intratumorale Inhomogenitdten hinsichtlich der genomischen

Alterationen und der Protein-Expression festgestellt. Ein dhnliches Resultat zeigte die
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Arbeitsgruppe auch bei der Untersuchung der HER2-Expression: Warneke et al. [132]
wiesen nach, dass Tumorstanzen bei der Bewertung des HER2-Status dem Risiko eines
Stichprobenfehlers unterliegen. Boger et al. [135] duRerten in ihrer Arbeit zudem, dass das
Magenkarzinom aufgrund seiner ausgepragten intratumoralen Heterogenitat bevorzugt als
grof¥flachiges Schnittpraparat untersucht werden sollte. Diese Aussage wird von Alsino et
al. [134] gestitzt.

All diese Erkenntnisse fiihren zu dem Schluss, dass Magenkarzinome in ihrer Struktur
hochkomplex sind und demzufolge die vorliegenden Resultate der TMA-Analyse einem
Stichprobenfehler unterlagen. Da mehrheitlich tiber heterogene Expressionslevel von RTK
innerhalb desselben Kollektivs berichtet wurde [131, 132, 135], erklart sich die inhomogene
Expression des IR in den Magenkarzinomen vermutlich durch seine Zugehdorigkeit zu den
RTK. Um der intratumoralen Heterogenitat der Magenkarzinome gerecht zu werden, wurde
der modifizierte HScore angewandt, welcher eine Dichotomierung in Karzinome mit hoher
und geringer IR-Expression auf Tumorzellen und Endothelien ermdglichte. Unter der
Annahme, dass dominante Krebszellen in inhomogenen Karzinomen die
Tumoreigenschaften und das Patientenschicksal determinieren, konnte somit die Gruppe

der IR-high Magenkarzinome prazise charakterisiert werden.

4.2.2 Expressionsanalyse des Insulinrezeptors

Zur Evaluation der Relevanz der IR-Expression im Magenkarzinom wurde ein umfassendes
Kollektiv von 467 primdren Magentumoren untersucht. Der IR liefl§ sich in 95,7% der Falle
im Zytoplasma (cEIR), bei 87,6% der Falle an Tumorzellmembranen (mEIR) und bei 97,0%
der Falle in intratumoralen Endothelien (VIR) nachweisen (HScore >0). Somit ist durch die
vorliegende Arbeit erstmalig der Nachweis erbracht worden, dass sowohl die Epithelien als
auch die Endothelien des Magenkarzinoms den IR beinahe ubiquitdr und gegeniiber
nichtneoplastischem Gewebe verstarkt exprimieren.

Dabei ergab die statistische Auswertung, dass cEIR-, mEIR- und VIR-high beim
fortgeschrittenen Magenkarzinom signifikant miteinander korrelieren. Dieses Phanomen
lasst sich durch die Beobachtung von Morcavallo et al. erklaren, die nachwiesen, dass eine
Stimulation durch die Liganden Insulin bzw. IGF-II die Internalisierung des IR induziert.

Demnach geht die zytoplasmatische Aufnahme des IR mit einer prolongierten Aktivierung
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einher [136]. Unter Annahme dessen kdnnten vermutlich besonders stoffwechselaktive
Karzinome ein simultanes Vorkommen von cEIR-high und mEIR-high gezeigt haben.

Darliber hinaus zeigte sich die |IR-Expression im Zytoplasma und an den
Tumorzellmembranen inhomogen. In Bezug auf die intratumorale Heterogenitit der
Magenkarzinome koénnte die CcEIR- und mEIR-high-Expression Hinweise auf die

divergierende Stoffwechselaktivitat spezifischer Areale geben.

Da die Bildung des IR/IGF-IR unmittelbar von der Quantitat vorhandener Liganden abhangt
[66], kann durch die nachgewiesene hochfrequente IR-Expression angenommen werden,
dass jene Hybridrezeptoren im untersuchten Magenkarzinomkollektiv ebenso exprimiert
wurden. Der experimentell verwendete IR-Antikdrper war hochaffin (nicht Isoformen-
spezifisch) fir den IR, dabei wurde jedoch nicht der im Hybridrezeptor heterodimerisiert
vorliegende Anteil des IR nachgewiesen. Die Existenz des IR/IGF-IR ist fiir einige
Tumorentitdten bekannt und wird durch den Wechsel vom IR zu IGF-I als stimulierenden
Liganden (tumor-)biologisch relevant. Die Isoformen des IR bilden differente
Hybridrezeptoren, wobei insbesondere der IR-A/IGF-IR die Zellmigration und -proliferation
steigert und in diesem Sinne die Kanzerogenese beeinflusst [66, 67]. Daher sollten kiinftige
Studien zur Entschlisselung der molekularen Mechanismen des Magenkarzinoms neben
dem immunhistochemischen Nachweis des Rezeptors auch eine Genanalyse der IR-

Hybridrezeptoren anstreben.

4.2.3 Bedeutung der epithelialen (EIR) und vaskularen IR-Expression (VIR) im
Zusammenhang mit dem Phanotyp

Interessanterweise bestanden hochsignifikante Ergebnisse sowohl fiir die cEIR- und mEIR-
Expression (p<0,001), als auch fiir die EIR- und VIR-Expression (p=0,005) zugleich
ausschlieRBlich fir den Phanotypen nach Laurén (vgl. Abbildung 16). Dass die IR-Expression
insbesondere beim intestinalen Magenkarzinom hochfrequent nachgewiesen wurde,
konnte durch Beobachtungen von Tan et al. [137] erklart werden. Diese formulierten im
Jahr 2011 die These, dass beim intestinalen und diffusen Magenkarzinom neben
morphologischen Diversitaten auch Unterschiede hinsichtlich der metabolischen Signatur
bestiinden. Demnach wiesen Tan et al. [137] nach, dass abhdngig von dem Phanotyp des

Magentumors bestimmte Gene der Proteinbiosynthese hochreguliert sind: Beim
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intestinalen Typ betrifft dies die Gene des Kohlenhydrat- und Proteinstoffwechsels, zu
denen auch der IR gehort. Beim diffusen Magenkarzinom hingegen werden einige Gene des
Zellwachstums und des Fettsdurekatabolismus (iberexprimiert. Tans Hypothese der
intrinsischen Subtypen konnte bestdtigt werden durch die Entschlisselung der
proliferativen  Gensignatur und Erkenntnissen zum Energiestoffwechsel des
Magenkarzinoms. Nach Lei et al. [138] gibt es einen proliferativen Subtyp des
Magenkarzinoms, dessen Eigenschaften mit Charakteristika der EIR-high Magenkarzinome
wie niedrigeren Differenzierungsgraden und hoéheres Patientenalter Ubereinstimmen.
Demzufolge konnten der differentiellen EIR-Expression im Magenkarzinom genetisch
determinierte metabolische Subtypen zugrunde liegen.

Dariber hinaus scheint die differentielle IR-Expression im Magenkarzinom mit den eingangs
beschriebenen molekularen Subtypen des Magenkarzinoms (vgl. Tabelle 1)
zusammenzuhdngen. Insbesondere ist das CIN-Magenkarzinom anzufiihren, welches haufig
alterierte und heterogen exprimierte RTKs, u.a. MET und HER2, aufweist und mit einer
intestinalen Differenzierung assoziiert ist [35]. In diesem Zusammenhang sind die Resultate
der vorliegenden Arbeit von Heckl et al. [139] interessant. An demselben Kollektiv wurde
die Expression des IR mit der von HER2 korreliert. Beide Rezeptoren gehéren zur
Ubergeordneten Familie der RTK. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Expression
beider RTK miteinander korreliert: Magenkarzinome mit starker IR-Expression am Epithel
(cEIR-high und mEIR-high) und Endothel (VIR-high) waren liberwiegend HER2 positiv (in
76,5% der Falle bei cEIR-high-, in 64,7% der Falle bei mEIR-high- und in 58,8% der Falle bei
VIR-high-Karzinomen).

Tab. 8: Korrelation des HER2-Status (positiv oder negativ) mit dem IR-Status (-low/-high) im

Magenkarzinomkollektiv. Daten nach Heckl et al. (2019).

HER2 negativ HER2 positiv p-Wert
n % n %
cEIR-/low 200 (51,4) 8 (23,5) 0,002

cEIR-high 189 (48,6) 26 (76,5)
mEIR-low 203 (52,2) 12 (35,3) 0,073
mEIR-high 186  (47,8) 22 (64,7)
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VIR-low 187 (48,1) 14 (41,2) 0,478

VIR-high 201 (51,9) 222  (58,8)

Abb. 19: HER2-Status (negativ/positiv) und IR-Status (-low/-high) in den untersuchten Kategorien
Tumorepithel (cEIR und mEIR) sowie Endothel (VIR). Es besteht eine signifikante
Haufigkeitsassoziation zwischen der Expression der zur Familie der RTK gehérenden IR und HER2 im

Magenkarzinom. Daten nach Heckl et al. (2019).
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Da der IR innerhalb des Kollektivs heterogen exprimiert wurde und zu den RTK gehort, flgt
sich die IR-Uberexpression beim intestinalen Magenkarzinom schliissig in dieses Bild ein.
Daraus ergibt sich die Schlussfolgerung, dass die EIR-Expression beim intestinalen Phanotyp
sehr gut zum Genotyp des CIN-Magenkarzinoms passt. Die fehlenden Korrelationen der IR-
Expression im Magenkarzinom mit dem lokalen Tumorwachstum (T-Kategorie) und den
Metastasierungseigenschaften (N-, M-Kategorie) begriinden die Erkenntnis, dass die
Expression des IR auf der Tumorzelle fiir diese Prozesse eine untergeordnete Bedeutung

hat.
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Vor dem Hintergrund dessen kdnnte die positive Korrelation der cEIR-Expression mit der
Tumordignitdt durch die prognostisch glinstigen Eigenschaften des intestinal
differenzierten Magenkarzinoms verstanden werden. Der Zusammenhang zwischen mEIR-
high beim intestinalen Karzinom und einem verkiirzten Patientenlberleben steht jedoch
dazu im Widerspruch, da intestinale Magenkarzinome a priori bessere Uberlebenschancen
aufweisen [37, 140]. Unserer Studie nach zeigten allerdings auch 44,4% der diffusen
Tumoren mEIR-high, wobei die Assoziation des diffusen Magenkarzinoms mit einer
schlechteren Prognose mit den vorliegenden Uberlebensdaten {ibereinstimmt. An dieser
Stelle ist hervorzuheben, dass die phdnotypische Einteilung der Magenkarzinome ein
subjektiv ermitteltes Kriterium darstellt, wobei keine absolute Kongruenz zwischen der
Morphologie und dem Genotyp besteht [137]. Durch die Inter-Observer-Variabilitat,
Erfahrung des Pathologen und die klonale Vielfalt des Magenkarzinoms ergeben sich
Diskrepanzen bzw. mdgliche Stichprobenfehler bei der Einteilung nach Laurén. Zudem
sollte festgehalten werden, dass in der Cox-Regression die mEIR-Expression nicht als
prognostisch unabhdngiger Faktor bestdtigt werden konnte und somit ein unsicheres
Kriterium flr die Patientenprognose darstellt. Weiterhin stellen aktuelle Studien die
gdngige Assoziation einzelner Phanotypen mit Prognosevorteilen in Frage, so konnten
Bringeland et al. [140] keine Differenz des Patientenoutcomes beim intestinalen, diffusen
oder Siegelringzellkarzinom feststellen. Zusammenfassend liefert die vorliegende Arbeit
Anhaltspunkte daflir, dass die molekularen Subtypen des Magenkarzinoms zur
Risikostratifizierung niitzlich sein kdnnten, wobei tiefergehende Studien die Anwendung in

der klinischen Praxis erst noch priifen missen.

Bei der vaskuldren IR-Expression exprimierten diffuse Magenkarzinome im Vergleich zum
intestinalen Typ seltener VIR-high (29,6% vs. 58,4%). Dies deckt sich mit den Ergebnissen
von Satoh et al. [141], welcher in Perfusions-CT-Aufnahmen eine signifikant verminderte
Durchblutung des diffusen Karzinoms nachwies. Zudem war der Blutfluss (ml/min/100g) in
Abhangigkeit zur Stromadichte und beim fortgeschrittenen Magenkarzinom reduziert
[141]. Diffuse Magenkarzinome weisen somit scheinbar eine andere Durchblutung als
intestinal differenzierte Magenkarzinome auf, was sich in der VIR-Expression widerspiegeln
konnte. Da aufgrund des verstreuten und tiefeninfiltrativen Wuchsmusters die

Einschatzung des AusmaBes eines diffusen Magenkarzinoms oftmals Schwierigkeiten
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bereitet [142], kdnnte nach Satoh et al. [141] ein praoperatives Perfusions-CT zur Klarung
des Phdnotyps herangezogen werden. Eine umfangreiche Metaanalyse zur
MikrogefaRdichte (MVD) bei Gber 4000 Magenkarzinomen zeigte jedoch, dass der diffuse
Phanotyp im Vergleich zum intestinalen Magenkarzinom sogar eine erhohte MVD aufwies
[142]. Dies widerspricht den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, zumal Satoh et al. [141]
keine Korrelation zwischen der MVD und dem Blutfluss herstellen konnten. Eine Ursache
fiir die inkongruenten Ergebnisse konnten die angewandten Untersuchungsmethoden,
unterschiedliche mikroskopische VergroBerungen, die Studienpopulationen und deren

Umfang sowie unvollstindige Patientendaten sein [142].

4.2.4 Bedeutung der endothelialen IR-Expression (VIR)

Primar zeigte die vorliegende Arbeit, dass die VIR-Expression ein Identifikationsmerkmal
Tumor-assoziierter GefdlRe darstellte. Der IR wurde nahezu exklusiv in intratumoralen
Endothelien exprimiert, mit zum Teil scharfer Begrenzung zum umliegenden
nichtneoplastischen Gewebe (vgl. Abbildung 11). Das beinahe ubiquitdre Vorkommen des
IR auf Tumor-assoziierten Endothelien (VIR) wurde durch unsere Arbeitsgruppe erstmals in

derart bestandiger Weise fiir das Magenkarzinom nachgewiesen.

Die Bedeutung der Expression des IR in Tumor-assoziierten Endothelien wird durch die
zahlreichen signifikanten Korrelationen der VIR-Expression mit diversen klinisch-
pathologischen Daten hervorgehoben (vgl. Tabelle 6). Im Gegensatz zur EIR-Expression
zeigte sich die VIR-Expression nicht von genetisch determinierten Subtypen des
Magenkarzinoms beeinflusst: Die Fahigkeit zur Angiogenese ist eine generelle Eigenschaft
maligner Tumoren [143] und somit als unabhangig vom molekularen Subtyp zu verstehen.
Die VIR-Expression korrelierte mit der Infiltrationstiefe des Magenkarzinoms (T-Kategorie),
dem Nodalstatus (N-Kategorie), der GefaRinvasion (V-Kategorie), dem Phanotyp (s.0.), dem
UICC-Stadium und dem Uberleben (vgl. Tabelle 6). Diese Ergebnisse lassen sich vor dem
Hintergrund der pleiotropen pathophysiologischen Effekte des IR auf den

Tumormetabolismus und die Neoangiogenese deuten.
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Insulin ist ein pro-angiogenetisch wirksames Molekil, welches Ulber den vaskuldr
exprimierten IR die Differenzierung, Maturation und Migration von Endothelzellen
stimuliert [81, 144]. Fiur die Proliferation eines Tumors ist laut Folkman et al. [121] die
Neoangiogenese unabdinglich. Dabei regt neben loslichen Faktoren wie der HIF und VEGF
wahrscheinlich auch der IR die Bildung Tumor-assoziierter GefalRe an [145]. Bei Expansion
eines Karzinoms entsteht ein Sauerstoffmangel, den u.a. der GLUT1-Rezeptor anzeigt: Im
Harnblasenkarzinom flihrte eine Gewebshypoxie zur vermehrten Expression von GLUT1
und auch dem IR [85]. Dieses Phanomen kdnnte auf das Magenkarzinom Ubertragbar sein,
da Magentumoren ebenfalls eine gesteigerte GLUT1-Transporter-Expression an der
Oberflache zur Erh6hung des Kohlenhydrat-Influx in das Zytoplasma aufweisen [110, 146].
Zudem unterliegen expandierende Magenkarzinome einer Stoffwechselsteigerung:
Positronen-Emissions-Tomographie (PET)-Untersuchungen zeigten eine verstarkte
intrazelluldre Glukoseaufnahme [147, 148] und Genanalysen wiesen die Uberexpression
samtlicher Enzyme der Glykolyse in Magentumoren nach [149]. In der Zusammenschau
ergibt sich, dass der IR vermutlich durch Hypoxie und lésliche Faktoren wie z.B. den GLUT1
getriggert wird und an Tumor-assoziierten Endothelien des Magenkarzinoms
moglicherweise als Proliferationsfaktor wirkt. Dabei ist der IR ein Surrogatmarker fir das
lokale Wachstum und beeinflusst den Metabolismus des Magenkarzinoms. Unter Annahme
dieser Hypothese erklart sich die graduell mit dem lokalen Wachstum (T-Kategorie)
steigende vaskuldare IR-Expression (vgl. Abbildung 12). Zudem steht damit auch die
Metastasierungstendenz der VIR-high Magenkarzinome im Zusammenhang. In der
vorliegenden Untersuchung prasentierten sich die VIR-high Magenkarzinome vorwiegend
als fortgeschrittene Tumoren (pT3: 55,1%, pT4: 55,8%) mit zum Teil ausgedehntem
Lymphknotenbefall (pN1: 56,5%, pN2: 52,9%, pN3: 55,1%). Das VIR-high beim
fortgeschrittenen Magenkarzinom vermehrt nachweisbar war, liegt zum einen an der
guantitativ erhéhten Tumormasse, welche zur Nutrition und Proliferation per se eine hohe
Gefdlldichte bendtigt. Die bei Hdmangiosis carcinomatosa und Lymphknoteninfiltration
sprunghaft erhohte VIR-Expression (vgl. Abbildung 14) kann ebenso durch die spaten
Tumorstadien erklart werden, da eine (lokale) Metastasierung nach Hanahan et al. [108]
die Fahigkeit eines fortgeschrittenen Karzinoms darstellt. Zum anderen kann
geschlussfolgert werden, dass der IR an Tumor-assoziierten Endothelien die Permeabilitat

beeinflusst und vermutlich die Invasivitit des Magenkarzinoms beglinstigt. Dieser
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Hypothese liegt die bereits bekannte Dysfunktion Tumor-assoziierter GefdaRe durch
aberrante luminale und longitudinale Formation zugrunde [150]. Eine erhohte
Permeabilitat geht mit erniedrigter Resistenz der GefaBwand einher und beglinstigt die
luminale Intravasation sowie die Extravasation von Tumorzellen [124]. Wie Deryugina et al.
[124] rekapitulierten, gelingt den Tumorzellen die aktive Penetration der GefaBwand an
Insuffizienzen, wobei dass irregular vergrofRerte Lumen die Aggregation und Dissemination
von Metastasen ermdglicht. Im Sinne des Patienten ist der positive Nodalstatus als
zentrales Geschehen seiner Erkrankungshistorie zu werten, da anhand dessen der
Fortschritt des Tumors reflektiert und beim fortgeschrittenen Magenkarzinom die
Prognose maligeblich beeinflusst wird [151]. Mit steigender Zahl lokoregionarer
Metastasen nimmt die Uberlebenszeit beim Magenkarzinom sukzessive ab [152]. Dies
stimmt Uberein mit der gehduften Lymphknotenmetastasierung (N-Kategorie) und der

drastisch verkiirzten Uberlebenszeit im Magenkarzinomkollektiv bei VIR-high Tumoren.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die (tumor-)biologische Bedeutung des IR im
Magenkarzinom von dessen differentieller Expression auf Tumorzellen und Endothelien
abhangig zu sein scheint. Da sich insbesondere ein Zusammenhang zwischen dem lokalen
Tumorwachstum (T-Kategorie) und der VIR-Expression ergab, kann geschlussfolgert
werden, dass der IR in die Neoangiogenese des Magenkarzinoms involviert ist. Damit wirkt
sich die VIR-Expression auf das Wachstum und die Metastasierungstendenz des
Magenkarzinoms aus. Es bleibt jedoch offen, ob die VIR-Expression auch fir die
Fernmetastasierung (M-Kategorie) relevant ist. An dieser Stelle beglnstigt die
Zusammensetzung der Patientenkohorte einen Stichprobenfehler: 80,1% der Falle sind
nicht fernmetastasiert (M0), wohingegen 19,9% der Karzinome Fernmetastasen (M1)
zeigen. Daher sollten nachfolgende Studien hierzu ein noch umfangreicheres Kollektiv
analysieren. VIR-high stellt ein Charakteristikum vor allem fortgeschrittener
Magenkarzinome dar, geht mit einer signifikant schlechteren Prognose einher und wurde
statistisch als unabhangiger Pradiktor flir das Patienteniliberleben bestatigt (vgl. Tabelle 7).
Nach unseren Erkenntnissen konnten daher vor allem Patienten jener putativen

Hochrisikogruppe von einer gegen den IR gerichteten molekularen Therapie profitieren.
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Zudem sollten zukiinftige Studien prifen, ob sich der VIR-Status als prognostischer
Biomarker eignet und im Zuge einer innovativen Bildgebung zur Ermittlung der wahren

Ausdehnung eines Magenkarzinoms genutzt werden kann.

4.2.5 Die Expression des Insulinrezeptors bei malignen Tumoren

Die bisherige Datenlage zum Einfluss des IR auf die allgemeine Tumorbiologie unterstitzt
die Ergebnisse vorliegender Arbeit. Es konnte gezeigt werden, dass Magenkarzinome mit
IR-Uberexpression auf Endothelien und Tumorzellmembranen einen protrusen
Krankheitsverlauf mit vorzeitigem Patientenversterben aufwiesen. Roudnicky et al. [85]
bemerkten ebenfalls einen fortschreitenden Progress sowie die Verkiirzung des
Fortschrittsfreien- und Gesamtiberleben bei VIR-high Harnblasenkarzinomen. Dabei
erlauben die homologen experimentellen Bedingungen dieser und der unsrigen Arbeit eine
Gewichtung der Ubereinstimmenden Ergebnisse. Heidegger et al. [84] bestatigten die pro-
tumoralen Eigenschaften von EIR in vitro und in vivo: Der IR auf Tumorzellen des
Prostatakarzinoms erhohte das Zellwachstum, die Proliferation, Migration, Invasion und
Resistenz gegeniiber Apoptosemechanismen. In Analogie dazu ist die EIR-Expression zudem

mit schlechteren Uberlebensraten beim invasiven Lungenkarzinom assoziiert [153].

Jedoch existieren auch gegensatzliche Ergebnisse zu denen der vorliegenden Studie. Beim
Mammakarzinom wurde die EIR-Expression je nach Studienlage mit verbessertem [154]
bzw. verschlechtertem [155] Patienteniliberleben in  Verbindung gebracht.
Interessanterweise bestand beim Kolonkarzinom ein zum Magenkarzinom inverser
Zusammenhang zwischen der EIR-Expression, dem Tumorprogress und dem
Patientenliberleben: Bei Dickdarmtumoren wies EIR-high auf differenzierte Tumoren hin,
wohingegen sich EIR-low als prognostisch ungiinstig auf die Uberlebenszeit auswirkte.
Jedoch konnten Heckl et al. die Resultate der vorliegenden Arbeit dahingehend bestatigen,
als dass im Kolonkarzinom die VIR-Expression das lokale Tumorwachstum stimulierte [79].
Fasst man diese Daten zusammen, so muss offenbar fiir jede einzelne Tumorentitat und
den jeweiligen Tumorsubtyp individuell die Bedeutung der EIR-Expression uberprift
werden. Demnach sind Verallgemeinerungen des Effekts der EIR-Expression in Karzinomen
nur sehr begrenzt moglich. Fur die VIR-Expression fligen sich die vorliegenden Ergebnisse

in den wissenschaftlichen Kontext ein, sodass die signifikanten Zusammenhange mit
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klinisch-pathologischen Patientenmerkmalen die pro-tumorale Wirkung des vaskular

exprimierten IR beim Magenkarzinom unterstreichen.

Die Untersuchung weiterer signifikanter Ergebnisse wie cEIR mit dem Patientenalter, cEIR
und VIR mit der Lokalisation des Magenkarzinoms und VIR mit dem Geschlecht ware in
zukUnftigen Studien anzustreben. Soziodemographische Daten bezliglich der IR-Expression
im Magenkarzinom kénnten zur Aufklarung des Zusammenhangs zwischen chronischen
Stoffwechselerkrankungen, allen voran Diabetes mellitus Typ 2 (DMT2), und der
Entstehung des Magenkarzinoms, beitragen [61]. Das Lebenszeitrisiko einer an DMT2
erkrankten Person fir ein Karzinom des Magens ist um etwa 20% erhoht [156]. Da ca. 12%
bis 14% der Erwachsenen der westlichen Welt von dieser Stoffwechselerkrankung
betroffen sind, weist dementsprechend ein umfangreicher Anteil der Bevdlkerung
moglicherweise ein erhdhtes Magenkarzinomrisiko auf [157]. Zudem stimulieren
hyperinsulinamische Konditionen tber den IR nachweislich das Tumorwachstum [158].

Als bislang einziges Antidiabetikum zeigte Metformin antitumorale Effekte, vornehmlich
durch die Erniedrigung der Insulinkonzentration und Unterdrickung IR-vermittelter
Signalkaskaden [61, 156]. In der praklinischen Testung war die Anwendung von Metformin
zugleich praventiv und therapeutisch wirksam: Bei Patienten mit manifestem Diabetes
mellitus konnte ein reduziertes Risiko fir einen Magentumor [159, 160] und ein

verlidngertes Uberleben mit geringeren Rezidivraten [161] erzielt werden.

Wie in der vorliegenden Studie herausgearbeitet wurde, kdnnten Magenkarzinompatienten
von einer gezielt gegen den IR gerichteten Therapie profitieren. Zudem legen vorlaufige
Erkenntnisse die Vermutung nahe, dass es bei Patienten mit (pra-)diabetischer
Stoffwechsellage sogar einen tumorpraventiven Therapieeffekt mit Metformin geben

kbnnte.
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5. Zusammenfassung

Eine Umstrukturierung des Stoffwechsels (,metabolic switch”) beim Magenkarzinom
umfasst neben einem veranderten Glukosemetabolismus (u.a. Warburg-Stoffwechsel) auch
die Expression des Insulinrezeptors (IR) auf Tumorzellen und Endothelien. Die vorliegende
Arbeit diente der Uberpriifung folgender Hypothesen: (1) Tumorzellepithelien und
Endothelien des Magenkarzinoms exprimieren den IR, (2) die Expression des IR ist, typisch
far Tyrosinkinaserezeptoren, intratumoral heterogen und (3) von tumorbiologischer sowie
(4) prognostischer Relevanz.

Zur Uberprifung dieser Arbeitshypothesen wurden 467 primdre Magenkarzinome auf
GroRflachenschnitten immunhistochemisch mit einem gegen den IR-gerichteten
Antikorper gefarbt. Zudem wurde mittels des Gefdalmarkers CD31 sichergestellt, dass
samtliche Praparate Endothelien enthielten. Die immunhistochemische Reaktion wurde
mittels eines dreistufigen Histo-Scores (HScore) von 0 = negativ, ,1+“ = schwach und ,, 2+
= stark positiv bewertet und der HScore gleichermaRen fiir das Zytoplasma (cEIR) und die
Membranen (mEIR) der Tumorzellen (Gesamt: EIR) sowie die Endothelien (VIR)
angewandt. Danach wurde der jeweilige prozentuale Anteil (P) der drei Intensitdtsstufen
am Gesamtpraparat bestimmt. AbschlieRend wurde der HScore kalkuliert: HScore = (0 x
Prozentsatz negativer Tumorzellen) + (1 x Prozentsatz schwach gefarbter Tumorzellen) +
(2 x Prozentsatz stark positiver Tumorzellen). Er erstreckte sich von Werten zwischen 0 bis
maximal 200. Die Ergebnisse der betrachteten Kategorien cEIR, mEIR und VIR wurden
jeweils am Median in eine IR-high und -low Gruppe dichotomiert und mit klinisch-

pathologischen Patientencharakteristika korreliert.

Die Auswertung des 467 Tumoren umfassenden Kollektivs ergab, dass cEIR, mEIR und VIR
haufig im Magenkarzinom exprimiert wurden (in 95,7%, 87,6% und 97,0% der Falle). Dabei
korrelierte ein simultanes Auftreten von EIR-high und VIR-high signifikant miteinander.
Hinsichtlich des Phanotyps der Karzinome zeigte sich, dass eine IR-Expression auf
Tumorzellen und Endothelien mit dem intestinalen Typ nach Laurén assoziiert war. Die
cEIR-Expression korrelierte weiterhin mit dem Patientenalter, der Tumorlokalisation, der
Lymphknoten-Ratio und dem Differenzierungsgrad. Einige jener Tumorcharakteristika
stimmen mit Eigenschaften des intrinsischen proliferativen Subtyps des Magenkarzinoms

Uberein, welcher mit dem intestinalen Phdnotyp assoziiert ist. Da das intestinale
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Magenkarzinom mit dem Genotyp des chromosomal instabilen Magenkarzinoms korreliert,
bestehen insgesamt starke Hinweise darauf, dass die differentielle EIR-Expression im
Magenkarzinom von dessen genetischem Subtyp abhangt. Hinsichtlich der mEIR-Expression
bestanden keine weiteren signifikanten Ergebnisse mit den klinisch-pathologischen
Patientencharakteristika. Eine Korrelation zum Patientenuberleben verlor in der
multivariaten Analyse seine Signifikanz. Die VIR-Expression im Magenkarzinom hingegen
war vom genetischen Subtyp der Tumoren unabhangig und korrelierte mit zahlreichen
klinisch-pathologischen Eigenschaften wie Geschlecht, Tumortyp nach Laurén,
Tumorlokalisation, T-, N-, V-Kategorie, dem UICC-Stadium und dem Uberleben. Wie die
multivariate Analyse bestatigte, ist die VIR-Expression ein unabhangiger prognostischer
Pradiktor des Patienteniberlebens. Dabei liegt die infauste Prognose von VIR-high
Magenkarzinomen vermutlich in den pleiotropen Effekten des IR begriindet, welcher durch
pro-angiogenetische und pro-mitotische Signale den Tumorprogress sowie die

Lokalinvasion fordert.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der IR beinahe ubiquitdr und dabei
gleichermalien auf Tumorzellen wie Tumor-assoziierten Endothelien im Magenkarzinom
exprimiert wurde. Hinausgehend Uber die traditionelle Assoziation mit der glykdamischen
Homoostase erscheint der IR moéglicherweise zentraler in die Biologie des Magenkarzinoms
eingebunden zu sein als angenommen. Bisherige Bemiihungen zur IR-Inhibition belegen die
antitumorale Wirkung von Antidiabetika wie Metformin. Limitierend fiir den Einsatz von
Hemmstoffen gegen den IR ist die bislang nur unspezifische Wirkweise an beiden Isoformen
des IR. Vor dem Hintergrund des Zusammenhangs zwischen chronischen
Stoffwechselerkrankungen und der Tumorgenese des Magenkarzinoms kénnte sich die
Indikation spezifischer IR-Inhibitoren neben Tumorpatienten auch auf nicht-onkologische

Patienten mit Diabetes mellitus im Sinne einer Tumorpravention ausdehnen.
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