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1 Einleitung

1.1 Das Magenkarzinom

Zu den malignen Neoplasien des Magens gehéren neben den Karzinomen auch zahlreiche
weitere Tumorentitdten, wie beispielsweise Sarkome, Lymphome oder Karzinoide. Bei den
epithelialen Tumoren handelt es sich meist um Adenokarzinome, welche mit 90% am
haufigsten unter den Malignomen des Magens vertreten sind [1,2].

Gegenstand der vorliegenden Untersuchungen sind ausschliellich Adenokarzinome des
Magens und des gastrodsophagealen Ubergangs. Aktuelle Studien, z. B. durch The Cancer
Genome Atlas (TCGA) Research Network, haben signifikante genetische Uberlappungen der
Adenokarzinome des Magens und des gastrodsophagealen Ubergangs aufgezeigt, sodass in
dieser Studie keine Differenzierung unternommen wurde [3,4]. Im Folgenden werden die
Begriffe ,Adenokarzinom des Magens bzw. gastrodsophagealen Ubergangs” und
»Magenkarzinom” synonym verwendet. Fiir die bessere Lesbarkeit wurde u. a. bei der
Verwendung des Plurals das generische Maskulinum verwendet und bezieht sowohl weibliche

Patientinnen als auch mannliche Patienten mit ein.

1.1.1 Epidemiologie

Weltweit ist Magenkrebs nach Lungenkrebs, Brustkrebs und dem kolorektalen Karzinom die
vierthaufigste Krebserkrankung und die zweithaufigste Ursache fir ein krebsbedingtes
Versterben [5-7]. Manner erkranken etwa doppelt so haufig wie Frauen an Magenkrebs. In
Deutschland lag im Jahre 2016 die Inzidenz bei 5840 neuerkrankten Frauen und 9300
neuerkrankten Mannern; die Mortalitat lag bei 3829 verstorbenen Frauen und 5429
verstorbenen Mannern [1,5,8]. Das Erkrankungsrisiko steigt mit dem Alter. Im Durchschnitt
erkranken Manner mit 72 Lebensjahren und Frauen mit 76 Lebensjahren. Die Fiinf-Jahres-
Uberlebensrate liegt fiir beide Geschlechter bei knapp tiber 30% [1].

Bei der Inzidenz des Magenkarzinoms lassen sich geographische Unterschiede
erkennen [5,9]. Magenkrebs tritt haufiger in Sidamerika, Osteuropa und Ostasien, seltener in
Neuseeland, Stidasien, Afrika und Nordamerika auf [5,10,11]. Insgesamt zeigen sich die
Erkrankungs- und Sterberaten weltweit riicklaufig [5,12]. In Westeuropa und den USA ist ein

relativer Anstieg der Adenokarzinome des gastrodsophagealen Ubergangs zu beobachten [5].



1.1.2 Pathogenese

Die Karzinogenese von Magenkrebs scheint die Konsequenz einer komplexen Interaktion
zwischen individuellen und umweltlichen Faktoren zu sein [5]. Im Modell der Kanzerogenese
des sporadisch auftretenden Magenkarzinoms nach Correa et al. fihrt die chronisch
atrophisierende Gastritis mit der Zeit zu einer intestinalen Metaplasie, im Verlauf zu einer
prakanzerdsen Epitheldysplasie und schlieRlich zum Magenkarzinom [13,14]. Eine chronische
Entziindung (z. B. Typ-A-, Typ-B- und Typ-C-Gastritis) fihrt zu einem erhéhten Umsatz an
Gewebe. Mit der gesteigerten Proliferationsrate erhéht sich die Wahrscheinlichkeit flir Fehler
in der Mitose. Im Rahmen von chronischen Entziindungen entstehen vermehrt reaktive
Sauerstoff- und Stickstoffradikale, welche direkt die genomische und mitochondriale DNA
schadigen kénnen [15,16]. Der Grofteil an Magenkarzinomen tritt spontan auf, nur etwa 5-

10% treten familiar gehauft oder im Rahmen von Keimbahnmutationen auf [17].

1.1.3 Atiologie

Als multifaktoriell bedingte Erkrankung sind fiir die Entstehung des Magenkarzinoms
zahlreiche Risikofaktoren bekannt. Infektionen mit bakteriellen und viralen Erregern kénnen
die Entstehung von Magenkrebs férdern. Eine bedeutsame Rolle kommt einer Infektion mit
dem spiralformigen Bakterium Helicobacter pylori (H. pylori) zu, welches die
Magenschleimhaut des Menschen besiedelt. H. pylori-Infektionen betreffen etwa 50% der
Weltbevolkerung und sind atiologisch mit Duodenalulzera, Lymphomen und
Magenkarzinomen assoziiert [11,18]. Etwa 10% der Magenkarzinome weltweit sind mit dem
Epstein-Barr-Virus (EBV) vergesellschaftet [3,15,19]. EBV ist ein allgegenwartiges Herpesvirus,
welches mit vielen Malignomen im Zusammenhang steht, beispielsweise Lymphomen,
nasopharyngealen Karzinomen und dem Magenkarzinom [15]. Zu den exogenen
Risikofaktoren fiir ein sporadisches Auftreten einer Magenkrebserkrankung zdéhlen neben
Infektionen auch Lebensstilfaktoren, die mit einem niedrigen soziodkonomischen Status
assoziiert sind [14]. Hierzu gehoren u. a. die Erndhrung, insbesondere die vermehrte Einnahme
von Salz und Nitraten durch gepdkelte und gerdaucherte Kost, sowie ein geringer Verzehr von
Frischobst und -gemiise [20]. Rauchen und Alkoholkonsum sind weitere wichtige
Risikofaktoren fiir die Entstehung von Magenkrebs [7,21]. Ubergewicht und die
gastroosophageale Refluxkrankheit erhéhen insbesondere das Risiko fiir ein Karzinom des

gastrodsophagealen Ubergangs [22]. Metaanalysen haben gezeigt, dass metabolische



Faktoren, wie ein erhohter Niichternblutzucker, Gesamt-Cholesterin, LDL-Cholesterol und das
metabolische Syndrom mit Dysplasien der Magenschleimhaut assoziiert sind [5,23]. Der Trend
der weltweit sinkenden Inzidenz erklart sich u. a. mit der Moglichkeit H. pylori-Infektionen zu
behandeln, oder Nahrungsmittel durch Kihlung anstelle von Salz haltbarer zu machen. Ein
relativer Anstieg ist dagegen bei den Kardia-Karzinomen zu beobachten, zu deren
Risikofaktoren v. a. Ubergewicht zahlt [5].

Zu den endogenen Risikofaktoren zdhlen vor allem Entziindungen, wie die Typ-A-
Gastritis oder die Riesenfaltengastritis. Darliber hinaus sind ein chronisches Ulkus-Leiden, der
Zustand nach Magenteilresektion und adenomatdse Magenpolypen mit dem Magenkarzinom
assoziiert [24,25]. Beobachtungen haben gezeigt, dass bei einer familiagren Haufung von
Magenkrebs das Risiko fir eine Magenkrebserkrankung erhéht sein kann. Beispielsweise
haben bestimmte genetische Polymorphismen Einfluss auf die Saureproduktion und
Entziindungsreaktionen im Zusammenspiel mit einer H. pylori-Infektion. Je nach individuellen
genetischen Faktoren entwickeln einige Patienten mit einer H. pylori-Infektion eine
Magenkrebs-Erkrankung und bei anderen Patienten manifestiert sich die Erkrankung nicht
[5,18,26,27]. Auch sind Menschen mit der Blutgruppe A zu ca. 20% haufiger vom

Magenkarzinom betroffen [28].

Es sind zahlreiche familiare und hereditare Krebserkrankungen des Gastrointestinaltrakts
(GIT) bekannt, beispielsweise die FAP (engl. familial adenomatous polyposis) oder das Lynch-
Syndrom. Auch kann es u. a. im Rahmen des HNPCCs (engl. hereditary non-polyposis colorectal
cancer) oder des Peutz-Jeghers-Syndroms zur Entwicklung eines Magenkarzinoms kommen
[29]. Das autosomal-dominant vererbbare hereditdre diffuse Magenkarzinom (HDGC, engl.
hereditary diffuse gastric cancer) ist mit knapp 2% unter den Magenkrebserkrankungen
vertreten und wird durch Keimbahn-Mutationen im CDHI1-Gen verursacht [30]. Ebenso
autosomal-dominant wird das GAPPS (engl. gastric adenocarcinoma and proximal polyposis

of the stomach) vererbt [31].



1.1.4 Diagnostik

Die Symptome bei Magenkrebs sind haufig unspezifisch und duRern sich beispielsweise durch
B-Symptomatik, gastrointestinale Blutungen oder Andmie. Dyspepsie, Dysphagie und
Vollegefiihl, sowie eine Abneigung gegen Fleisch werden haufig als ungefahrlich verkannt.
Diagnostische  Verfahren, wie  Haemoccult®Test und Blutbild, radiologische
Bildgebungsverfahren und letztlich die Gastroskopie mit Biopsie fiihren oftmals erst in
fortgeschrittenen Stadien zur Diagnose Magenkrebs. Bei etwa einem Drittel der Falle ist die
Erkrankung bei Diagnosestellung bereits metastasiert [1,32]. Die Metastasierung des
Magenkarzinoms erfolgt vor allem lymphogen und per continuitatem. Typisch ist das
Auftreten eines verharteten supraklavikularen Virchow-Lymphknotens [33]. In
fortgeschrittenen und inoperablen Stadien treten Fernmetastasen, wie beispielsweise im
Rahmen einer Peritonealkarzinose auf [34]. Eine besondere Metastasierung ist der

Krukenberg-Tumor, welcher eine Abtropf-Metastase in die Ovarien bezeichnet [35].

1.1.5 Therapie und Prognose

Allgemein kommt der Eradikation von H. pylori und der Lebensstilintervention bei der
Pravention von Magenkrebs eine grolRe Bedeutung zu. Sobald jedoch irreversible
histologische Veranderungen aufgetreten sind, ist die engmaschige endoskopische
Uberwachung unerlésslich, um eine neu entstandene Magenkrebserkrankung friihzeitig zu
erkennen und eine chirurgische Sanierung moglich zu machen [5]. Staging-Untersuchungen
bilden die Grundlage der Therapieplanung, wobei der Therapieansatz kurativ, potenziell
kurativ und palliativ sein kann. Die kurative Therapie fir das Magenkarzinom ist die
vollstandige Malignomresektion. Frithe Karzinome kdnnen endoskopisch entfernt werden. Die
Malignomentfernung bei fortgeschrittenen Karzinomen erfolgt durch eine totale
Gastrektomie oder Teil-Gastrektomie mit 5 cm Sicherheitsabstand (8 cm beim diffusen Typ)
mit Entfernung von Omentum majus und minus, Lymphadenektomie und ggf. Splenektomie
[36,37]. Eine (neo-) adjuvante Strahlen- und/oder Chemotherapie kann indiziert sein.
Standardmalig besteht die perioperative Chemotherapie aus jeweils vier Zyklen vor und nach
der Operation, beispielsweise nach dem FLOT-Schema (Docetaxel, Oxaliplatin und 5-FU)
[38,39]. In der palliativen Therapie kommen zusatzlich Antikérper wie beispielsweise
Trastuzumab bei einer HER2 (engl. human epidermal growth factor receptor 2, auch

Her2/neu)-Uberexpression in Betracht [36]. Bei Patienten mit dem erblichen Risiko eine



Magenkrebserkrankung zu entwickeln, wie z. B. beim HDGC, wird eine prophylaktische
Gastrektomie empfohlen [40].

Ca. 70% der Betroffenen versterben innerhalb der ersten fiinf Jahre nach
Diagnosestellung [17]. Die 5-Jahres-Uberlebensrate bei Magenkrebs hingt stark davon ab, in
welchem Stadium die Erkrankung erkannt wird [41]. Wichtiger Faktor fiir die Prognose des
Magenkarzinoms ist die lymphogene Metastasierung [42]. Zur Verlaufs- und Rezidivkontrolle
dient nach einer Chemotherapie und/oder operativen Eingriffen die Bestimmung der

Tumormarker CEA und CA 19-9 [36].

1.1.6 Klassifikationssysteme

Zur Therapieplanung beim Magenkarzinom und zur Uberpriifung des Erkrankungsverlaufs
wird im klinischen Alltag klassischerweise die TNM-Klassifikation, bzw. die UICC-
Stadieneinteilung genutzt. Die Tumor-Nodus-Metastasen-Klassifikation (TNM-Klassifikation)
betrachtet dabei u. a. die Invasionstiefe des Primartumors (T), Lymphknotenmetastasen (N)
und Fernmetastasen (M) [43]. Die UICC-Stadieneinteilung (frz. Union international contre le
cancer) basiert auf der TMN-Klassifikation und kann zu prognostischen Aussagen und zur
Therapieplanung herangezogen werden (Tabellen 1 und 2) [43].

Die Adenokarzinome des gastrodsophagealen Ubergangs werden seit der 7. Auflage der TNM-
Klassifikation, bzw. der abgeleiteten UICC-Klassifikation den Osophaguskarzinomen

zugeordnet und nach der Siewert-Klassifikation eingeteilt [43].

Tabelle 1: TNM-Klassifikation [43].

TNM Ausdehnung

Tis Carcinoma in situ

Tl T1a: begrenzt auf die Mukosa, T1b: begrenzt auf die Submukosa

T2 Infiltration der Muscularis propria

T3 Infiltration der Subserosa

T4 Uberschreitung der Serosa (T4a) mit Infiltration benachbarter Strukturen (T4b)
N1 1-2 regionare Lymphknoten

N2 3-6 regionare Lymphknoten

N3 >7 regiondre Lymphknoten (N3a: 7-15 Lymphknoten, N3b: >15 Lymphknoten)
M1 Fernmetastasen, Peritonealkarzinose




Tabelle 2: UICC-Stadieneinteilung [43].

UICC-Stadium | TNM-Klassifikation

Stadium 0 Tis

Stadium IA T1 NO MO

Stadium IB T1 N1 MO, T2 NO MO

Stadium II T1 N2 MO, T2 N1 MO0, T3 NO MO

Stadium II1A T2 N2 MO, T3 N1 MO, T4 NO MO

Stadium IIIB T3 N2 MO

Stadium IV T1-T3 N3 MO, T4 N1-N3 MO, Tx Nx M1 (jede Fernmetastasierung)

Klinisch kann das Magenkarzinom in ein friihes und ein fortgeschrittenes Stadium eingeteilt
werden [44]. Fir die Magenfrihkarzinome wird zur Beurteilung einer endoskopischen
Resektabilitdt die japanische Klassifikation herangezogen [33]. Fir die fortgeschrittenen
Karzinome (T2-T4) erfolgt die makroskopische Einteilung nach Borrmann in vier Typen: Typ |
(polypOses Wachstum), Typ Il (schiisselformiges und begrenztes Wachstum), Typ Il (unscharf

begrenztes Ulcus) und Typ IV (diffus infiltrierendes, szirrhdses Wachstum) [45].

Eine Moglichkeit der Einteilung des Magenkarzinoms in Subgruppen besteht in der
Differenzierung nach histomorphologischen Gesichtspunkten.

In der Laurén-Klassifikation von 1965 wird das Magenkarzinom histomorphologisch
nach dem Wachstumsmuster in einen intestinalen (ca. 50%), einen diffusen (ca. 40%) und
einen gemischten/unbestimmbaren (ca. 10%) Subtyp eingeteilt [46].

Die WHO-Klassifikation teilt die Magenkarzinome ebenfalls nach
histomorphologischen Kriterien ein [47]. 90% aller Karzinome des Magens sind
Adenokarzinome, welche dem papillaren, tubuldren, muzinésen, gering kohdasiven (z. B.
Siegelringkarzinome) und gemischten Adenokarzinomen zugeordnet werden kénnen. Zu den
selteneren Karzinomen des Magens gehdren das adenosquamadse Karzinom, das Karzinom mit
lymphoidem Stroma, das hepatoide Karzinom, das Plattenepithelkarzinom und das

undifferenzierte Karzinom [47,48].



Um individualisierte Therapien zu entwickeln und anzuwenden, sind Klassifikationssysteme
unabdingbar, welche die genetischen und molekularen Eigenschaften des Magenkarzinoms
abbilden [49,50]. Zahlreiche Studien haben mittels genetischer Analysen des Magenkarzinoms
die Komplexitat molekularbiologischer Veranderungen dieser malignen Erkrankung aufgezeigt
[3,49,51,52]. Lei et al. haben 2013 das Magenkarzinom in drei Subtypen eingeteilt: das
mesenchymale, das proliferative und das metabolische Magenkarzinom [49]. In ihrer Studie
zeigten die Subtypen in vitro ein unterschiedlich starkes Therapieansprechen auf

verschiedene Medikamente [5,49].

Umfassende molekularbiologische Untersuchungen des Magenkarzinoms durch The
Cancer Genome Atlas (TCGA) Research Network haben 2014 zu einer Einteilung in vier
Subtypen geflihrt: das Epstein-Barr-Virus positive (EBV+), das mikrosatteliteninstabile (MSI),
das genomisch stabile (GS) und das chromosomal instabile (CIN) Magenkarzinom [3]. Wahrend
die EBV+ und MSI Magenkarzinome recht einfach erkannt werden kdnnen, z. B. mithilfe von
EBER (engl. Epstein-Barr virus encoded small RNA) -in-situ-Hybridisierung und MSI-Analysen,
ist die Identifizierung von CIN und GS Magenkarzinomen aufwendiger. TCGA unterschied CIN
von GS Magenkarzinomen auf dem Boden von somatischen Kopienzahl-Aberrationen (SCNA,
engl. somatic copy number aberrations) [3].

Ahnlich wie TCGA teilt auch The Asian Cancer Research Group (ACRG) das Magenkarzinom
basierend auf Sequenzierungen und Gen-Expressionsanalysen in vier Gruppen ein: MSI,

MSS/EMT (engl. epithelial-to-mesenchymal transition), MSS/TP53+ und MSS/TP53- [53,53].

Viele Arbeitsgruppen haben sich in den Folgejahren an diesen molekularbiologischen
Erkenntnissen orientiert und &ahnliche Einteilungen des Magenkarzinoms u. a. mittels
immunhistochemischer Verfahren gegen das Tumorsuppressorprotein p53 vorgeschlagen.
Gonzalez et al. teilen das Magenkarzinom beispielsweise in vier Subtypen ein: EBV+ (EBER+),
MSI (MLH-), CIN (aberrante p53-IHC) und GS [51]. Nach Setia et al. erfolgt die Einteilung des
Magenkarzinoms in finf Subgruppen: EBV-positive GC (engl. gastric cancer), Microsatellite-
instable GC, GC with aberrant E-cadherin expression, GC with aberrant p53 expression und GC
with normal p53 expression [52]. Weiterhin erfolgt nach Setia et al. eine Einteilung der p53-
aberranten Magenkarzinome basierend auf der Expression von MUC2, MUC6, MUC5AC und
CD10 [52].



1.2 p53 —der ,,Wachter des Genoms*“

1.2.1 Die Karzinogenese: Onkogene und Tumorsuppressorgene

Typische Anzeichen tumordsen Wachstums sind eine hohere Teilungsrate, ein invasives
Eindringen in Gewebe, die Induktion und Steuerung der Angiogenese oder die Ausschaltung
der Apoptose [54]. Mit den Fortschritten der molekulargenetischen Forschung wird deutlich,
dass die Karzinogenese ein mehrschrittiger Prozess ist, dem eine Vielzahl an genetischen
Veranderungen voraus gehen, z. B. Punktmutationen, Rekombinationen, Amplifikationen,
Deletionen, aber auch epigenetische Modifikationen [15]. Zellen entarten, wenn es zu
Mutationen von Onkogenen und Anti-Onkogenen/Tumorsuppressorgenen kommt. Die
Aktivierung von Onkogenen fiihrt zu einer ungerichteten Forderung der Zellteilung. Dieser
Effekt tritt bereits durch die Veranderung des Onkogens auf einem Allel auf, die Wirkung der
Genprodukte ist dominant [55]. Bei den Tumorsuppressorgenen bewirken inaktivierende
Mutationen eine unzureichende Regulierung oder Hemmung der Zellteilung. Dieser Effekt ist
meist rezessiv, es bedarf entsprechend der ,2-Treffer-Hypothese” nach Knudson also einer
Veranderung auf beiden Allelen, da eine intakte Genkopie ausreichen kann, um die
physiologischen Funktionen des Genprodukts aufrecht zu erhalten [56].

TP53 ist mit einer Rate von Uber 50% das am haufigsten in menschlichen Krebszellen
mutierte Gen [57]. Die meisten menschlichen Tumoren weisen eine Malfunktion im p53-
Signalweg auf, entweder durch eine TP53-Mutation oder durch ein funktionsunfihiges Protein
im p53-Signalweg [58,59]. Das Protein p53 wird aufgrund seiner primaren Funktion als
Tumorsuppressor allgemein auch als ,, Wachter des Genoms“ bezeichnet [60]. Die Struktur von
p53 weist eine Besonderheit auf: Vier gleiche Untereinheiten bilden ein funktionsfahiges
Tetramer. Der Einbau bereits einer mutierten Untereinheit in das Tetramer kann ausreichen,
um die Funktion vollstindig zu kompromittieren. Ist das Genprodukt eines Allels defekt,
beinhaltet ein zusammengesetztes Protein p53 in 15 von 16 modglichen Kombinationen
mindestens eine mutierte Untereinheit. Dieses Phanomen wird als dominant-negativer Effekt
bezeichnet [61]. Fallt die p53-Funktion weg, weisen Zellen Resistenzen gegeniiber Strahlung,
Chemotherapie, dem Mangel an Wachstumsfaktoren, Hypoxie etc. auf [55].

Die besondere Bedeutung des ,Wachters des Genoms” zeigt sich eindrucksvoll bei
Patienten mit einer hereditdren TP53-Mutation in Form des Li-Fraumeni-Syndroms. Die
unzureichende Wachterfunktion von p53 fihrt zur Akkumulation von Mutationen durch

Weitergabe defekten Erbmaterials an die Tochterzellen und zu einer Instabilitdt deren



Genoms. Das Risiko der Zellentartung erhoht sich und es kommt friihzeitig zu multiplen
Tumoren, vor allem Sarkomen [55]. Die herausragende Stellung von p53 wird auch am Beispiel
der Infektion mit dem Humanen Papillomavirus (HPV) deutlich. Die Infektion mit den
Hochrisiko-HPV-Typen 16 und 18 ist beispielsweise der Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung
des Zervixkarzinoms. Hier ist nicht das Gen TP53 verandert, sondern das HPV-Protein E6-

Protein induziert einen rascheren Abbau des Proteins p53 [55].

1.2.2 Das Gen TP53
TP53 befindet sich auf dem kurzen Arm des Chromosoms 17 (17p13.1), hat eine Lange von ca.
20 Kilobasen und beinhaltet 11 Exons [62,63]. TP53 kodiert fiir Proteine, die DNA binden

konnen und als Transkriptionsfaktoren fungieren [55].

1.2.3 Das Protein p53

Alle Protein-lsoformen, die dem Gen TP53 abstammen, werden als p53 bezeichnet. Den
Namen p53 erhielt das prolinreiche Protein im Jahre 1979, nachdem in einer SDS-PAGE-
Analyse eine Masse von 53 kDa festgestellt wurde, je nach Isoform variiert die molekulare
Masse jedoch mitunter deutlich [64]. P53 hat eine typische Domanenstruktur, mit DNA-
Bindungs- und Aktivierungsdomanen sowie einer Oligomerisierungsdomane. Typischerweise
finden sich vier p53-Untereinheiten zu einem funktionsfahigen Protein p53 zusammen. Es sind
mehr als 10 Isoformen von p53 bekannt [57,65]. Je nach Gewebe werden unterschiedliche
Isoformen exprimiert [66]. Die Funktionen der Isoformen und die Interaktionen untereinander

sind komplex und nicht vollstandig verstanden [65—-68].

1.2.4 Die Funktionen von p53

P53 fungiert in seiner Rolle als Tumorsuppressor u. a. als transkriptioneller Regulator. Bei
DNA-Schaden, z. B. durch ionisierende Strahlung, wird der Abbau von p53 unterbunden und
das Protein akkumuliert in der Zelle. Konzentrationsabhangig fiihrt dies primar zu einem
Arrest des Zellzyklus, bei Irreparabilitit des DNA-Schadens kann die Apoptose eingeleitet
werden (Abbildung 2) [55]. Weitere Mechanismen, bei denen p53 eine Rolle spielt, z. B. die

Inhibierung der Angiogenese [69], werden im Folgenden nicht naher beleuchtet.



1.2.4.1 P53 vermittelt den Zellzyklusarrest

Unabdingbar fiir das Entstehen neuer, gesunder Zellen ist die Sicherstellung einer fehlerfreien
Duplizierung des Genoms, der regelrechten Trennung der Chromosomen und gleichmaBigen
Verteilung auf die Tochterzellen. Der Zellzyklus kann in verschiedene Phasen eingeteilt
werden [55]. In der Gap-1-Phase (G1-Phase) werden Proteine synthetisiert und die Zelle
wachst. In der Synthese-Phase (S-Phase) kommt es zur DNA-Replikation. In der Gap-2-Phase
(G2-Phase) bereitet sich die Zelle auf die anstehende Teilungsphase vor. In der Mitose-Phase
(M-Phase) kommt es zur Zytokinese, der Trennung der Chromosomen und Teilung der Zellen.
Die Zytokinese selbst teilt sich in die Prophase, Metaphase, Anaphase und Telophase [55]. Die
G1-, S- und G2-Phase werden zur sogenannten Interphase zusammengefasst. Nach der Mitose
tritt die Zelle wieder in die G1-Phase ein und der Zellzyklus wiederholt sich. Wenn eine Zelle
in einen Zustand gerat, in dem sie sich nicht teilen wird, kann sie nach der Mitosephase auch
dauerhaft in der Interphase verbleiben. Dieses Stadium wird dann als Gap-0-Phase (GO-Phase)
bezeichnet (Abbildung 1). Zellen, die typischerweise im Stadium der zelluldren Quieszenz
verbleiben, sind beispielsweise Neurone [55].

An drei wichtigen Kontrollpunkten (engl. Checkpoints) kann die Zelle den Zellzyklus
Uberwachen [55]. Der Checkpoint 1 liegt am Ende der G1-Phase. Hier Uiberprift die Zelle ihre
GroRe, etwaige DNA-Schaden und mitotische Signale. Der zweite Checkpoint liegt am Ende
der G2-Phase. Hier wird kontrolliert, ob die Replikation fehlerfrei war oder Fehler in der DNA
vorliegen. Bei DNA-Fehlern kann die Zelle den Zellzyklus anhalten, um die Schaden zu
reparieren oder bei Irreparabilitdt die Apoptose einzuleiten. Der dritte Checkpoint liegt am
Ende der Mitose-Phase. Hier wird kontrolliert, ob die Chromosomen in der Mitosespindel
korrekt aufgereiht sind. Erst danach erfolgt die Zytokinese (Abbildung 1) [55].

Die molekularbiologischen Vorgange des eukaryotischen Zellzyklus sind komplex. Die
entscheidende Rolle spielen Cycline und cyclinkinaseabhdngige Kinasen (CDK, engl. cyclin-
dependent kinase) [55]. Eine gesicherte Funktion im Zellzyklus besitzen die Cycline A, B, D und
E, sowie die CDKs 1, 2, 4 und 6 [55]. AulRerdem gibt es CDK-aktivierende Kinasen (CAK), die
aber nicht zellzyklusabhangig sind. Die Cycline und CDKs haben ihren Namen erhalten, da sie
Zyklen von Aktivitdt und Inaktivitdt durchlaufen. Aktive Komplexe aus Cyclinen und CDKs
dominieren zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Zellzyklus. Eine Ausnahme bildet das Paar

Cyclin H und CDK1, da es in mehreren Zellzyklusphasen aktiv ist (Abbildung 1) [55,70].
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Mitose M: Metaphase
A: Anaphase
T: Telophase

1: Cyclin-D-CDK4/CDK6-Komplex
2: Cyclin-E-CDK2-Komplex
3: Cyclin-A-CDK2/CDK1-Komplex
4: Cyclin-B-CDK1-Komplex
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Abbildung 1: Der Zellzyklus. Die nummerierten Linien 1-4 stellen die Konzentrationsspiegel unterschiedlicher Cyclin-CDK-
Komplexe zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Zellzyklus dar. Informationen nach [55].

Der G1-Kontrollpunkt liegt im G1-S-Ubergang. Die Hauptakteure am G1/S-Ubergang sind
Cyclin D und CDK4/CDK®6 [55,71]. Substrat des Cyclin-D-CDK4/CDK6-Komplexes ist das Protein
des Retinoblastom-Gens (Rb-Protein). Das Rb-Protein bindet und inaktiviert im
Normalzustand Transkriptionsfaktoren, welche die Expression von Genen des Zellzyklus und
der DNA-Replikation steuern. Im G1/S-Ubergang phosphoryliert der aktivierte Cyclin-D-CDK4-
Komplex das Rb-Protein und entfernt es aus der Bindung mit E2F. E2F-gesteuerte Gene
werden somit zur Transkription freigegeben, beispielsweise Cyclin E. CDK2 und Cyclin E
konnen einen Komplex bilden und das Rb-Protein phosphorylieren, sodass dieses vollstandig
inaktiviert wird. Jetzt kann die Zelle endgiiltig in die S-Phase eintreten [55]. CDK-Inhibitoren
(CKl) sind beispielsweise p16 (kann CKD4 und CDK6 hemmen) oder p21 (kann CDK2 hemmen).
Wachstumsfaktoren steuern die Synthese von Cyclin D und den Ubergang in die S-Phase. Bei
einem Uberangebot von Wachstumsfaktoren kann der Checkpoint an G1/S verloren gehen
[55]. Kommt es beispielsweise (iber eine Mutation im TP53 zu einer Fehlfunktion des G1-S-
Kontrollpunktes, kann eine genomische Instabilitdt der Tochterzellen entstehen (Abbildung 2)
[72]. Im normalen Zellablauf wird p53 fortlaufend gebildet und parallel kontinuierlich durch
die E3-Ligase Mdm?2 ubiquitiniert und dem proteasomalen Abbau zugefiihrt. So wird der p53-
Spiegel gleichmaRig niedrig gehalten. Wenn ein DNA-Schaden detektiert wird, kann der p53-
Signalweg Uiber posttranslationale Modifikationen von p53 aktiviert werden [73].
Beispielsweise werden die Proteinkinasen ATM (engl. ataxia telangiectasia mutated) und
CHK2 (engl. Checkpoint kinase 2) aktiviert. Diese phosphorylieren p53, welches dann nicht

mehr durch Mdm2 markiert werden kann. Das stabilisierte p53 kann in seiner tetrameren



Form im Komplex mit dem Transkriptionsfaktor WT1 (Wilms-Tumorsuppressorgen) z. B. die
Expression von p21 hochregulieren. P21 inhibiert den Cyclin-E-CDK2-Komplex am G1/S-
Ubergang, sowie den Cyclin-D-CDK4-Komplex in der spiaten G1-Phase und unterbindet somit
die Phosphorylierung des Rb-Proteins. Dadurch bleibt die Rb-Protein-vermittelte Repression
von Genen der S-Phase bestehen, der Zellzyklus sistiert. Nun kdnnen Reparaturvorgange der
DNA vorgenommen werden (Abbildung 2) [55]. Analog zu seiner Funktion am G1-
Kontrollpunkt greift p53 in den Cyclin-B-CDK1-abh&ngigen Kontrollpunkt am Ubergang G2/M
ein [55].

1.2.4.2 P53 vermittelt die Apoptose
Soll eine Zelle aus dem Organismus entfernt werden, weil sie fir das Individuum eine Gefahr
darstellt, beispielsweise durch irreparabel defektes Erbgut oder durch eine Infektion, konnen
Kaskaden von Enzymreaktionen den programmierten Zelltod (Apoptose, griech. Apoptdsis:
das Abfallen, der Wegfall) auslosen. Die Apoptose kann (iber einen intrinsischen oder
extrinsischen Weg initiiert werden [55]. Der intrinsische Weg der Apoptose wird durch
Proteine der Bcl (engl. B-cell lymphoma)-Familie reguliert, welche pro- und antiapoptotische
Funktionen haben. Zusammen mit WT1 reguliert p53 in hoher Konzentration die Expression
von Faktoren hoch, z. B. von PUMA (engl. p53 upregulated modulator of apoptosis) und NOXA
(lat. Schaden). Diese wirken hemmend auf den antiapoptotischen Faktor Bcl2. Dadurch
entfallt die inhibierende Wirkung des Bcl2 auf den proapoptotischen Faktor BAX (eng. Bcl-2-
associated X protein). P53 induziert dariiber hinaus die Expression des bax-Gens. BAX und BAK
(engl. Bcl-2 homologous antagonist/killer) sind Proteine, welche in der mitochondrialen
Membran Poren bilden, sodass Cytochrom c aus dem Intermembranraum der Mitochondrien
ins Cytosol freigesetzt wird. Im Cytosol aktiviert Cytochrom c Enzyme der Gruppe der
Caspasen (Abbildung 2) [55]. Beim extrinsischen Weg binden geeignete Liganden an
Rezeptoren, z. B. Fas-Ligand an Fas-Rezeptor. Die Bindung des Fas-Liganden fiihrt zu einer
Oligomerisierung des Fas-Rezeptors und liber eine Kaskadenreaktion ebenfalls zur Aktivierung
von Caspasen [55].

Die Effektorcaspasen haben verschiedene Angriffsziele. Es kommt zur Spaltung von
Strukturproteinen sowie zur Proteolyse von DNA-Reparaturenzymen und Spleienzymen und
ihren Cofaktoren. CAD (Caspase-aktivierte DNase) schneidet DNA an den Schaltstiicken

zwischen den Nukleosomen. Die Caspasen spalten auch andere Proteine des Zellzyklus, z. B.



Rb-Protein, p21, p27 [55]. Ein friihes Zeichen der Apoptose ist der Verlust der Zellasymmetrie:
Das aus den Mitochondrien freigesetzte Cytochrom ¢ transloziert an die innere
Plasmamembran und bewirkt den Wechsel von Phosphatidylserin von der inneren in die
duBere Lipidschicht. Nach dieser duRerlichen Zellmarkierung konnen extrazellulare Proteine
(z. B. Annexin V) binden. Die fokale Adhdsionskinase |0st die apoptotische Zelle aus ihrer

Zellmatrix heraus [55].
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Abbildung 2: p53 zwischen Zellteilung und Apoptose. Vereinfachte Ubersicht der p53-abhingigen biochemischen Prozesse
im Falle eines DNA-Schadens. Im Normalfall wird p53 fortlaufend durch Mdm2 ubiquitiniert und dem proteasomalen Abbau
zugefiihrt. Kommt es jedoch zu einem DNA-Schaden, kann p53 konzentrationsabhangig den Zellzyklusarrest oder die
Apoptose vermitteln. Abkirzungen siehe Text, P: Phosphat. Informationen nach [55].



1.3 P53 und chromosomale Instabilitat

1.3.1 Formen der genomischen Instabilitat
Unliberbriickbare Stérungen bei Zellwachstum und -teilung flihren normalerweise zur
Aktivierung der Apoptose. Wenn die Kontrollmechanismen durch Akkumulation von
Mutationen versagen, kann es jedoch in seltenen Fallen zu einer ungehemmten Zellteilung
kommen. Somatische Mutationen flihren haufig zu einer Aneuploidie, d. h. zu einem Karyotyp
mit ungewodhnlicher Chromosomenzahl [55]. Die Unterscheidung zwischen genetischer
Stabilitdat und Instabilitat in einer Tumorzelle geschieht nicht anhand des Mutationsstatus,
sondern bezieht sich auf die Mutationsrate [3,74,75]. Auch eine Tumorzelle mit einer
Aneuploidie kann genetisch stabil sein [17,76]. Unter dem Begriff der genomischen Instabilitat
wird neben der Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI) auch die chromosomale Instabilitat (CIN)
zusammengefasst [74].

Mikrosatelliten (MS) sind einfache repetitive DNA-Sequenzen von 1-6 Basenpaaren an
DNA, welche im gesamten menschlichen Genom zu finden sind [77]. Die Lange der
Mikrosatelliten unterscheidet sich interindividuell und nach Gewebe. Die héaufigste sich
wiederholende Sequenz ist (CA)n [74]. Bei Fehlern in der Mikrosatelliten-DNA greifen
normalerweise Mismatch-Reparaturmechanismen, wie beispielsweise MSH2 und MLH1. Sind
diese jedoch defekt, kommt es zu Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) [74].

Chromosomale Instabilitdat (CIN) ist das Bild einer genomischen Instabilitdt mit einer
hohen Rate an Mutationen auf chromosomaler Ebene und geht mit der numerischen
und/oder strukturellen Abweichung vom reguldren diploiden Chromosomensatz (2n) einher,
entweder durch Zugewinne oder Verluste chromosomaler Bruchstliicke oder ganzer
Chromosomen [17,78]. CIN fiihrt in der Krebsentwicklung rasch zu einer intratumoralen
Heterogenitat und fordert die Selektion neuer Krebszellpopulationen im tumorumgebenden
Milieu. CIN Krebszellen zeigen haufig eine heterogene karyotypische, molekulare und
histologische Tumorstruktur auf [17,79]. Somit wird eine Resistenzentwicklung,
beispielsweise gegen Chemotherapien der Krebszellen, begiinstigt [80]. CIN Magenkarzinome
treten typischerweise gehiuft in der Kardia und im gastrodsophagealen Ubergang auf, zeigen
haufig einen intestinalen Phanotyp und sind Uberzufdllig haufig mit TP53-Mutationen
assoziiert [3]. Auch die Uberexpression von HER2 und Rezeptortyrosinkinasen, wie MET

(Hepatozyten-Wachstumsfaktor-Rezeptor), zeigen sich haufig im CIN Magenkarzinom [48].



1.3.2 Mechanismen chromosomaler Instabilitat

Die Ursachen chromosomaler Instabilitdt sind vielfaltig. Eine fehlerhafte Trennung und
Aufteilung der Chromosomen wahrend der Zellteilung, Telomerdysfunktionen oder Zellzyklus-
Dysregulationen konnen in CIN resultieren [17].

Grund fir eine fehlerhafte Chromosomen-Segregation kann eine abnorme Interaktion
zwischen Kinetochor und Spindelapparat sein [17]. Kinetochore sind Proteinstrukturen an der
Zentromerregion der Chromosomen, welche mit den Mikrotubuli des Spindelapparates
interagieren. Wahrend des Spindle Assembly Checkpoints (SAC) in der Mitose wird diese
Interaktion Uberprift [81]. Bei der funktionsfahigen Zelle wird Gber eine Signalkette der
Proteinkomplex APC/C (engl. anaphase-promoting complex/cyclosome) inhibiert, welcher die
Transition der Zelle aus der Metaphase in die Anaphase vermittelt. Beim Defekt einer
Komponente des SAC kann die Funktion verloren gehen [17]. Die Zentromere enthalten das
Protein CENP-A (engl. centromere protein A), welches wichtig fiir die Determinierung der
Zentromerregion ist. Bei einer Uberexpression von CENP-A kann dieses in einer nicht-
zentromeren Region inkorporiert werden, sodass die Kinetochore sich an einer falschen Stelle
bilden und konsekutiv durch den Spindelapparat Chromosomenbriiche verursacht werden
[17,82]. Kommt es zu der Bildung multipler Zentrosomen, werden die Chromosomen ungleich
auf die Tochterzellen verteilt. Auch kénnen fehlerhafte Kinetochor-Anheftungen entstehen
(amphitelisch, monotelisch, syntelisch und merotelisch), sodass aneuploide Tochterzellen
entstehen. [17].

Eine weitere mogliche Ursache fir die Entstehung von CIN ist die Telomerdysfunktion
[17]. Telomere sind die physiologischen Chromosomenenden mit Wiederholungen des
Sequenzmotivs (T2AGs)n [83]. Sie schiitzen die DNA vor Degradierung und verhindern eine
Ringbildung von DNA, chromosomale Fusionen und Rekombinationen [84,85]. In
menschlichen Chromosomen umfassen die Telomere ca. 5-15kb. Bei einer DNA-Replikation
konnen die DNA-Enden nicht vollstandig verdoppelt werden, sodass jede Zellteilung mit einer
Verkiirzung der Telomere einhergeht; nach einer gewissen Anzahl von Teilungen erreichen sie
das finale Stadium, wenn das genetische Material sich bis zum sogenannten Hayflick-Limit
verkirzt hat [86]. Viele Tumorzellen weisen eine Aktivitat von Telomerase auf, welche de novo
Telomere bilden und zum unendlichen Teilungspotenzial von Krebszellen beitragen kann [87].
Vor allem bei Telomerase- und p53-defizienten Krebszellen ist das Risiko fliir Chromosomen-

Rearrangements erhoht [88].



CIN kann aulRerdem Folge einer Zellzyklus-Dysregulation sein [17]. Es sind mehrere
DNA-Reparatursysteme in menschlichen Zellen bekannt, welche bei unterschiedlichen
Schadigungen der DNA aktiviert werden. Die gestorte Zellzykluskontrolle, beispielsweise an
den Zellzyklus-Kontrollpunkten G1/S, S/G2 und G2/M, tragt dazu bei, dass genetische Defekte
ungehindert an die Tochterzellen weitergegeben werden kénnen. Zum Beispiel kann Uber die
Amplifikation von CDK4 eine Duplikation von Zentrosomen initiiert werden [89]. Auch die

Hochregulierung von Cyclin E kann in CIN resultieren [70].

Es lasst sich also zusammenfassen, dass die Veranderungen in chromosomal instabilen Zellen
normalerweise in die Apoptose filhren missten. Dies kann umgangen werden, wenn
Kontrollmechanismen ausfallen, beispielsweise der p53-Signalweg (Abbildung 3) [90]. In der
Literatur sind einige Hinweise auf den Zusammenhang von CIN und p53-Defizienz zu finden.
Beispielsweise kann die Uberexpression von MET die Bildung multipler Zentrosomen
induzieren, vor allem in TP53-defizienten Zellen [91]. Passend zu diesen Ergebnissen hat TCGA
TP53-Mutationen und den Funktionsverlust des p53-Signalwegs als eines der typischen

Charakteristika von CIN Magenkarzinomen benannt [3].
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Abbildung 3: Schematische Ubersicht der Mechanismen chromosomaler Instabilitit. Normalerweise enden Zellen mit
existentiellen Veranderungen des genetischen Materials in der Apoptose. Sind jedoch Kontrollmechanismen, wie der p53-
Signalweg nicht funktionsfahig, konnen chromosomal instabile Zellen bestehen und sich teilen [17].



1.4 Zielsetzung und Studiendesign

Die zuverldssige Einordnung von Tumorentitdten ist ein Grundpfeiler in der Entwicklung
neuer, gezielter Therapien. Die Diagnostik von EBV+ und MSI Magentumoren ist in Anlehnung
an TCGA etabliert und praktikabel: Die Diagnostik von MSI erfolgt Giber die Immunhistochemie
(IHC) mithilfe von Antikorperfarbstoffen gegen DNA-Mismatch-Reparatur-Proteine. EBV-
Positivitat wird Gber EBER-in-situ-Hybridisierung getestet [3,17]. Die Differenzierung von CIN
und GS stellt sich erschwert dar, denn sie erfordert die Analyse der SCNA. Bei CIN zeigen sich
extensive Abweichungen [3]. Neben der SCNA-Analyse ist bisher kein vereinfachtes Verfahren,
beispielsweise im Sinne eines molekularen Markers, zur Identifikation von CIN etabliert. Die
unzureichende Funktion des p53-Signalweges ist als Schlisselcharakteristikum von CIN im
Magenkarzinom anzusehen. Fir andere Tumorentitdten gibt es Beobachtungen, dass eine
optimierte p53-IHC-Auswertung eine zuverldssige Methode darstellen kann, um TP53-
Mutationen zu detektieren, beispielsweise im Ovarialkarzinom [92].

In der vorliegenden Studie galt es also herauszuarbeiten, ob die immunhistochemische
Analyse von p53 der Detektion von CIN im Magenkarzinom dienlich sein kann. Da die klinische
Anwendbarkeit der SCNA-Analysen nicht gegeben ist, wurden die vermutlichen CIN Falle
anndherungsweise definiert. Dazu diente der Vergleich mit klinisch-pathologischen
Patientencharakteristika, welche typischerweise mit CIN assoziiert sind (siehe Abschnitt
2.2.4). Daruber hinaus ist ein Magenkarzinom mit CIN (ein Malignom mit einem hohen
Mutationspotential) pradisponiert dafiir, eine intratumorale Heterogenitdt zu entwickeln.
Daher galt ein besonderes Augenmerk der intratumoralen Heterogenitat der p53-Expression
und des TP53-Mutationsstatus.

In der Literatur gibt es zahlreiche Hinweise auf den komplexen Zusammenhang
zwischen CIN, dem TP53-Mutationsstatus, der p53-Expression sowie der p53-IHC. Eine geringe
bis moderate p53-Immunfarbung ist meist physiologisch und in den seltensten Fillen
mutationsbedingt. Beispielsweise kann die p53-Expression bei Stress, wie UV-Licht,
hochreguliert und in der Immunfarbung sichtbar werden [93]. TCGA beschreibt TP53-
Mutationen und den Funktionsverlust des p53-Signalweges zwar als zentrales
Charakteristikum von CIN im Magenkarzinom, jedoch weisen ihrer Beobachtung nach nur ca.
71% der Tumoren mit CIN TP53-Mutationen auf [3]. Missense-Mutationen flihren zu einem
verdanderten Genprodukt, welches durch seine ausbleibende Funktion im Nukleus

akkumulieren und zu einer starken Immunfarbung fiihren kann [94]. Nonsense-Mutationen



durch Bildung eines Stop-Codons oder Leseraster-Verschiebungen konnen zu einem
strukturell so veranderten Genprodukt fiihren, dass der Immunfarbstoff gegen p53 trotz
Proteinakkumulation nicht binden kann [94]. Ando et al. konnten in einer Studie entsprechend
zeigen, dass alle Magenkarzinome mit einer TP53-Missense-Mutation eine starke nukleare
p53-Immunfarbung aufwiesen [95]. Karzinome hingegen ohne immunhistochemischen
Nachweis von p53 zeigten in ca. 80% einem TP53-Wildtyp und in ca. 20% eine TP53-Nonsense-
oder TP53-Missense-Mutation [95]. Der vollstandige Verlust einer Proteinexpression tritt bei
einer Gen- oder Chromosomendeletion auf [96]. Stille Mutationen fiihren nicht zu einem

veranderten Produkt und haben keinen Einfluss auf die p53-IHC (,, Wobble-Hypothese” [97]).

Die Hypothesen der vorliegenden Studie lauten:

(1) Die p53-IHC kann CIN Magenkarzinome abbilden. Es kann ein geeigneter
Bewertungsalgorithmus der p53-IHC herausgearbeitet werden, um den ,TP53-
mutationsbedingten p53-Expressionstyp” [92,95,98—100] moglichst wahrheitsgetreu
zu definieren (Abbildung 4).

(2) Die p53-Expression ist insbesondere im CIN Magenkarzinom heterogen.

Magenkarzinom

|

EBV+ MSI CIN GS
/\
TP53- ca. 70%: ca. 30%: TP53-
Mutationen TP53- TP53- Mutationen
selten Mutation Wildtyp selten
p53 IHC +++ p53 IHC - p53 IHC +
+ Missense- ¢+ Nonsense- + Physiologisch
Mutationen Mutationen
* Gendeletion
¢ Physiologisch

,TP53-mutationsbhedingter
p53-Expressionstyp”

Abbildung 4: Ubersicht zum Studiendesign. Bekannte Zusammenhinge von CIN, TP53-Mutationen und der p53-IHC. Ziel der
vorliegenden Studie war die moglichst korrekte Erfassung des ,, TP53-mutationsbedingten p53-Expressionstyps” durch einen
IHC-Bewertungsalgorithmus, in der Abbildung rot markiert. Informationen nach [3,51,100].



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Ethische Grundlagen

Die vorliegende Studie wurde durch die Ethikkommission des Universitatsklinikums Schleswig-
Holstein, Campus Kiel, hinsichtlich ethischer Gesichtspunkte gepriift und genehmigt. Sie steht
nach der Deklaration von Helsinki in Einklang mit den ethischen Grundsatzen fir die

medizinische Forschung (D 453/10).

2.1.2 Studienkollektiv

Das Studienkollektiv umfasst 467 Patienten mit Adenokarzinomen des Magens oder des
gastrodsophagealen Ubergangs, die zwischen 1997 und 2009 mit einer totalen oder partiellen
Gastrektomie behandelt worden waren. Patientenfille wurden aussortiert, wenn sich
histologisch ein anderer Tumortyp als ein Adenokarzinom prasentierte oder der Patient eine
neoadjuvante Chemo- und/oder Radiotherapie erhalten hatte. Alle Proben stammen aus dem
Institut flr Pathologie des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel.

Folgende Patientencharakteristika konnten aus der elektronischen Datenbank abgerufen
werden: Alter, Geschlecht, Tumorlokalisation, Tumorinvasionstiefe, Anzahl der entfernten
Lymphknoten, Anzahl der Lymphknotenmetastasen, Fernmetastasen, Erkrankungsstadium,
LymphgefaBinvasion, Gefalinfiltration, Grading und Residualtumor-Status. Alle vier Subtypen
waren nach der Klassifikation von TCGA in der Kohorte vertreten [3], darunter 19 EBV-positive
und 34 MSI Tumoren. Die Follow-Up- und Sterbedaten der Patienten stammten aus dem
epidemiologischen Krebsregister von Schleswig-Holstein, aus Krankenhausakten und von den
betreuenden Arzten. Das letzte vorliegende Diagnosedatum stammt aus dem Jahr 2009, die
letzte Abfrage der Uberlebensdaten erfolgte im Jahr 2013. Alle verwendeten Patientendaten
wurden nach dem Studieneinschluss pseudonymisiert. Die Auswertung erfolgte nur noch in
kumulativer und damit anonymisierter Form.

Untersucht wurden 467 Formalin-fixierte Paraffin-eingebettete (FFPE) Ganzgewebeschnitte.

Pro Patient wurde jeweils eine Ganzgewebeprobe aus dem Primartumor-Resektat untersucht.



2.1.3 Gerate

Fir die fachgerechte Verwendung der Gerate, Chemikalien und Reagenzien wurden passende,

nicht ndaher aufgefiihrte Einmal- und Verbrauchsmaterialien verwendet.

Fiir die immunhistochemische Untersuchung der p53-Expression wurden die folgenden
Gerate genutzt: Bond Max Autostainer (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland),
Leica DM 1000 Lichtmikroskop (Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland), Leica SCN400

Scanner (Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland).

Fiir die genetischen Analysen von TP53 wurden die folgenden Gerate verwendet: C1000
Touch Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Kalifornien, USA), Gelelektrophorese-System
(Scie-Plas, Cambridge, UK), Heraeus Biofuge pico (Thermo Scientific, Massachusetts, USA),
Heraeus Biofuge stratos (Thermo Scientific, Massachusetts, USA), Heraeus Pico 17 Centrifuge
(Thermo Scientific, Massachusetts, USA), Lab dance vario (IKA-Werke GmbH u. Co. KG,
Staufen, Deutschland), Mini-Zentrifuge (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), Mikrozentrifuge
(VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland), Molecular Imager Gel Doc XR+ (Bio-Rad
Laboratories, Kalifornien, USA), Nanodrop 2000c (Thermo Scientific, Massachusetts, USA),
Reagenzglas-Vortex-Schiittler (VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland),
Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg, Deutschland), 3500 Series Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland), Pipetten unterschiedlicher GroRe (Eppendorf,

Hamburg, Deutschland).

2.1.4 Chemikalien und Reagenzien

Fir die immunhistochemische Untersuchung der p53-Expression wurden die folgenden
Chemikalien und Reagenzien eingesetzt: Monoklonaler Antikérper gegen p53 in der
Verdinnung 1:100 (Klon DO-7, Novocastra, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland),
Bond Polymer Refine Detection Kit DC9800 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland),
ER1 antigen retrieval solution (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland),

Hamatoxylin.



Fir die genetischen Analysen von TP53 wurden die folgenden Chemikalien und Reagenzien
verwendet: TP53 Primer (Biomers GmbH, Ulm, Deutschland, Tabelle 3), AllPrep DNA/RNA
FFPE Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland), BigDye® Terminator v1.1 Cycle sequencing kit
(Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Litauen), Ethanol, LE Argarose (Biozym GmbH,
Hessisch Oldendorf, Deutschland), nukleasefreies Wasser (Qiagen GmbH, Hilden,
Deutschland), Nucleo SEQ® kit (Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland), NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel, Diren, Deutschland), PyroMark PCR kit (Qiagen GmbH,
Hilden, Deutschland), QlAamp DNA Mini kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland), QlAquick®
96 PCR Purification kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland), Xylol.

Tabelle 3: Sequenzen der Vorwarts- und Rickwartsprimer der Exons 4 bis 7 von TP53. Hergestellt von Biomers nach
Empfehlung der IARC (engl. International Agency for Research on Cancer International).

Exon | Vorwartsprimer Rickwartsprimer

4 5’ tgctcttttcacccatctac 3° 5" atacggccaggcattgaagt 3’
5 5’ ttcaactctgtctecttect 3° 5" cagccctgtegtctctecag 3°

6 5" gcctcetgattectcactgat 3° 5’ ttaacccctecteccagaga 3°
7 5" aggcgcactggcectcatctt 3° 5’ tgtgcagggtggcaagtgge 3’
8 57 ttccttactgectcttgett 3° 5" aggcataactgcacccttgg 3’
9 5" gacaagaagcggtggag 3’ 5" cggcattttgagtgttagac 3°

10 5’ caattgtaacttgaaccatc 3’ 5" ggatgagaatggaatcctat 3°

2.1.5 Software

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde folgende Software verwendet: Citavi 5.7 fiir
Windows (Swiss Academic Software GmbH, Wadenswil, Schweiz), Cosmic and IARC TP53 data
set, Microsoft® Windows 7 und 10 (IBM GmbH, UnterschlieBheim, Deutschland), Finch TV
version 4 software (Digital World Biology, Seattle, WA, USA), reference coding sequence (CCDS
11118.1) (Serial Cloner 2.1), Image Lab Software (Bio-Rad Laboratories, Kalifornien, USA), IBM
SPSS Statistics 24 fiir Windows (IBM GmbH, Ehningen, Deutschland), Leica SCN400 Client (Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland), Microsoft® Excel 2016 (IBM GmbH,
UnterschlieBheim, Deutschland), Microsoft® Word 2016 MSO (IBM GmbH, Unterschlielheim,
Deutschland), NanoDrop 2000/2000c (Thermo Scientific, Massachusetts, USA).



2.2 Methoden

2.2.1 Erhebung der klinisch-pathologischen Patientencharakteristika

Die Einteilung der Fdlle in ein pTNM-Stadium basiert auf der achten Edition der UICC-
Richtlinien [43]. Die Einteilung in histologische Subtypen erfolgte nach der Laurén-
Klassifikation [46].

Folgende  klinisch-pathologische  Patientencharakteristika  wurden im  Rahmen
vorausgehender Studien am Institut fir Pathologie des Universitatsklinikum Schleswig-
Holstein, Campus Kiel, bestimmt. Eine Schleimhautbesiedlung mit H. pylori wurde histologisch
mithilfe einer modifizierten Giemsa-Farbung festgestellt oder das H. pylori-spezifische 16S
rRNA Gen per Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nachgewiesen [101]. Epstein-Barr-Virus-
kodierende RNA wurde mittels ,,EBER probe“ und ,BondMax detection system” nach
Hersteller-Anweisung detektiert (Novocastra, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany)
[102]. Der MS-Status wurde mittels IHC gegen MLH1, PMS2, MSH2 und MSH6 analysiert. Bei
Schnitten mit reduzierter oder fehlender nuklearer Farbung wurde anschliefend ein Vergleich
der Allel-Profile der ,,mononucleotide repeat markers” BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 und NR-
27 im Tumor und im korrespondierenden Normalgewebe durchgefiihrt [103]. Die Analyse von
HER2 erfolgte mittels IHC und chromogener In-situ-Hybridisierung [104]. Der MET-Status

wurde ebenfalls anhand von IHC und chromogener In-situ-Hybridisierung bestimmt [105].

2.2.2 Immunhistochemische Farbung

Zur immunhistochemischen Farbung wurden monoklonale Antikdrper gegen p53 verwendet.
Zur Antigendemaskierung wurde die ER1 antigen retrieval solution genutzt (20 Min., pH 6.0;
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany). Die Blockierung der Gewebs-Peroxidase
erfolgte mithilfe des Bond Polymer Refine Detection Kit DC9800 (Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Germany). Fiir die Gegenfarbung wurde Hamatoxylin verwendet. Die Immunfarbung
erfolgte automatisiert mithilfe des Bond Max Autostainer (Leica Microsystems GmbH,

Wetzlar, Deutschland) nach Herstelleranweisung.
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2.2.3 Mikroskopische Auswertung

2.2.3.1 Erhebung des Histoscore-Wertes

Die Auspragung der p53-Immunfarbung in den Zellkernen der Tumorzellen wurde
mikroskopisch analysiert. Den Tumorzellkernen wurde ein Immunfarbe-Intensitatswert auf
einer semiquantitativen Skala von ,null“ bis ,drei” zugeordnet. Zellkerne ohne p53-
Proteinfarbung erhielten einen Zahlenwert von ,null“ (0). Zellkernen mit einer schwach
positiven Immunfarbung wurde ein Zahlenwert von ,eins” (1), mit einer maRig positiven
Immunfarbung ein Wert von ,,.zwei” (2) und mit einer stark positiven Immunfarbung ein Wert

von ,drei” (3) zugeordnet (Abbildung 5).

Abbildung 5: Referenzschnitte der p53-Farbeintensitaten. A keine Farbung (0), B schwache Farbung (1), C moderate Farbung
(2), D starke Farbung (3). A-D 400x vergroRert.



Fiir jeden Tumorschnitt wurde der prozentuale Anteil an Tumorzellen erhoben, deren Kerne
in der jeweiligen Intensitat gefarbt erschienen. Aus den Prozentanteilen der Farbeintensitaten
wurde ein Histoscorewert (HScore) errechnet. Die verwendete Formel (HScore = [0 x
prozentualer Anteil immun-negativer Tumorzellkerne] + [1 x prozentualer Anteil schwach
gefarbter Tumorzellkerne] + [2 x prozentualer Anteil moderat gefarbter Tumorzellkerne] + [3
x prozentualer Anteil stark gefarbter Tumorzellkerne]) konnte fiir jeden Schnitt einen
moglichen Wert zwischen 0 und 300 ergeben. Exemplarisch wiirde ein Schnitt ohne gefarbte
Zellkerne einen HScore von 0 erhalten. Ein Schnitt, bei dem alle Tumorzellkerne stark
(Intensitatsstufe 3) gefarbt sind, wirde einen HScore von 300 erhalten:

(0x0)+(1x0)+(2x0)+(3x100)=300.

2.2.3.2 Erstellung von p53-IHC-Bewertungsalgorithmen

Es wurden verschiedene Bewertungsalgorithmen der p53-IHC angewendet, um den , TP53-
mutationsbedingten p53-Expressionstyp” zu erkennen. Die verschiedenen Algorithmen
basieren auf den errechneten HScores oder auf den prozentualen Anteilen immunnegativer

(0) und stark immunpositiver (3) Tumorzellkerne (Abbildung 6).

Einteilung anhand der HScores:

‘ niedrig: HScore<92 ‘ hoch: HScore=92 ‘

‘ Q1: HScore<15 ‘ Q2: HScore=16-91 ‘ Q3: HScore=92-188 ‘ Q4: HScore>189 ‘

Einteilung anhand der prozentualen Anteile der Farbeintensitaten:

‘ 270%=0 ‘ <70%=0 und <50%=3 ‘ 250%=3 ‘
‘ 270%=0 | <70%=0 und <70%=3 ‘ 270%=3 ‘
‘ 270%=0 | <70%=0 und <80%=3 | 280%=3 ‘
‘ 290%=0 ‘ <90%=0 und <50%=3 ‘ 250%=3 ‘
‘ 290%=0 ‘ <90%=0 und <70%=3 ‘ 270%=3 ‘
‘ 290%=0 ‘ <90%=0 und <80%=3 ‘ 280%=3 ‘
‘ 299%=0 ‘ <99%=0 und <50%=3 ‘ 250%=3 ‘
‘ 299%=0 ‘ <99%=0 und <70%=3 ‘ 270%=3 ‘
‘ 299%=0 ‘ <99%=0 und <80%=3 ‘ 280%=3 ‘

Abbildung 6: Schema der untersuchten Algorithmen zur Einteilung der Studienkohorte. Die schwarz umrandeten Abschnitte
sollten den ,, TP53-mutationsbedingten p53-Expressionstyp” abbilden.



Der erste Algorithmus definierte den , TP53-mutationsbedingten p53-Expressionstyp” lber
den Median (HScore=92) der HScores. Karzinome mit niedrigen HScores wurden der Gruppe
yhiedrig” (HScore<92) und Karzinome mit hohen HScores der Gruppe ,hoch” (HScore>92)
zugeordnet. Die Gruppe ,,hoch“ sollte TP53-mutierte Magenkarzinome abbilden.

Der zweite Algorithmus teilte die Kohorte anhand des HScores an den Quartil-Grenzen
ein. Tumoren mit HScores aus dem zweiten Quartil (Q2: HScore=16-91) und aus dem dritten
Quartil (Q3: HScore=92-188) wurden zu der Gruppe , Q2+Q3“ zusammengefasst. Karzinome
mit HScores aus dem ersten Quartil (Q1: HScore<15) und aus dem vierten Quartil (Q4:
HScore>189) bildeten zusammen die Gruppe ,Q1+Q4“. Die Gruppe ,Ql1+Q4“ sollte

Magenkarzinome mit TP53-Mutationen erfassen.

AnschlieBend wurden Bewertungsalgorithmen der IHC mithilfe der prozentualen Anteile an
ungefarbten (Intensitatsstufe 0) und stark gefarbten (Intensitatsstufe 3) Tumorzellkernen
erstellt. In verschiedenen Kombinationen wurden Karzinome mit vielen ungefarbten
(mindestens 70%, 90% oder 99%) oder vielen stark gefarbten (mindestens 50%, 70% oder
80%) Zellkernen zusammengefasst, um den ,, TP53-mutationsbedingten p53-Expressionstyp”
zu erkennen. Exemplarisch wurde eine Gruppe mit mindestens 70% ungefdrbten oder
mindestens 50% stark gefarbten Zellkernen als ,,>270%=0 oder 250%=3" bezeichnet und gegen
den Rest der Kohorte ,,<70%=0 und <50%=3" abgegrenzt. Die folgenden neun Gruppen sollten
TP53-mutierte Magenkarzinome abbilden: ,>70%=0 oder >50%=3", ,>70%=0 oder 270%=3",
,270%=0 oder >280%=3", ,290%=0 oder >50%=3", ,290%=0 oder >70%=3", ,>290%=0 oder
>80%=3", ,,299%=0 oder 250%=3", ,,299%=0 oder 270%=3"“ und ,,299%=0 oder >80%=3". Alle
neun Bewertungsalgorithmen wurden im Verlauf mit dem Laurén-Phanotyp, EBV-, MS-, HER2-
und MET-Status korreliert (Tabellen 5-7 im Anhang). Nur der Algorithmus ,>90%=0 oder
>50%=3 vs. <90%=0 und <50%=3" wurde anschlieBend mit weiteren klinisch-pathologischen

Charakteristika, den Uberlebensdaten und den Ergebnissen der TP53-Mutationsanalysen

verglichen (Tabelle 4).



2.2.3.3 Bestimmung des p53-Farbemusters

Bei allen 467 Fallen wurde das intratumorale Farbemuster der p53-IHC bewertet. Hierbei
wurde zwischen ,homogen” und ,heterogen” unterschieden. Die nahere Beschreibung
erfolgte nach einem erweiterten ,Schwarz-WeiR-Schema“. ,Schwarz” bezeichnete
Tumorareale mit positiven, gleichmaRig in den Intensitdten (1), (2) und (3) gefarbten
Zellkernen. ,Grau” beschrieb positive Tumorareale, bei denen ungefirbte und in
verschiedenen Intensitaten gefarbte Zellkerne nebeneinander zu beobachten waren. ,WeiR“
benannte gleichmaRig p53-negative Tumorbereiche, deren Tumorzellkerne zu iber 90% eine
Intensitat von (0) aufwiesen.

Schnitte, deren gesamtes Tumorgewebe in ,schwarz“, ,grau” oder ,weill“ erschien,
wurden als ,homogen” bezeichnet. ,Heterogen” bezeichnete Tumorgewebe mit
unterschiedlich gefarbten Arealen innerhalb desselben Schnittes. Heterogene Falle konnten
sich somit als ,schwarz-weiR”, ,schwarz-grau”, ,grau-weiR“ oder ,schwarz-weiR-grau”

prasentieren (Abbildung 7).

Homogenes Farbemuster

weil schwarz grau

Heterogenes Farbemuster
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Abbildung 7: Schema des p53-Farbemusters. Ein homogenes Farbemuster kann als ,weiR“ mit ungefarbten Tumorzellkernen,
als ,schwarz“ mit positiven Zellkernen in der gleichen Intensitdat, oder als ,grau” mit unterschiedlich gefarbten
Tumorzellkernen auftreten. Ein heterogenes Farbemuster zeigt unterschiedlich gefarbte Areale, beispielsweise in den
Auspragungen ,schwarz-weill“, ,schwarz-grau” oder ,grau-weiR”.



2.2.4 Definition der mutmaRlichen CIN- und GS-Fille

Da die Analyse der SCNA zur Diagnostik von CIN Magenkarzinomen im Rahmen dieser Studie
nicht moéglich war, erfolgte die Unterscheidung der MSS/ EBV-negativen Falle in mutmaRliche
CIN und GS Félle nur anndherungsweise. Im Folgenden werden MSS/EBV-negative Faille mit
einem histomorphologisch intestinalen Phanotyp und einem positiven HER2/MET-Status im
Rahmen dieser Studie als CIN definiert und als CIN* bezeichnet. Analog werden MSS/EBV-
negative Falle mit einem histomorphologisch diffusen Phanotyp sowie mit negativem

HER2/MET-Status als GS definiert und als GS* bezeichnet.

2.2.5 Genetische Analysen von TP53

Die Falle fur die Validierungskohorte waren EBV-negativ und mikrosatellitenstabil (MSS). Die
Auswahl der Falle erfolgte anhand des Laurén-Phanotyps, sowie des HER2- und MET-Status.
TP53 wurde in 34 CIN* und 69 GS* Magenkarzinomen analysiert. Zusatzlich wurden 13 Falle
mit einem heterogenen Muster analysiert, bei denen die Analyse in beiden Arealen getrennt
durchgefiihrt werden konnte. Bei den untersuchten heterogenen Fallen wurden auch MSI
bzw. EBV+ Falle miteinbezogen.

Fiir 39 von insgesamt 111 Magenkarzinomen wurden die genetischen Analysen von Frau
Saffiyeh Saboor Maleki durchgefiihrt und die Daten freundlicherweise zur Verfligung gestellt.
In der Tabelle 8 sind die entsprechenden Falle gekennzeichnet. Bei den gekennzeichneten
Fallen wurden abweichend das AllPrep DNA/RNA FFPE Kit (Qiagen GmbH, Hilden,
Deutschland) zur DNA-Extraktion und das QIAquick® 96 PCR Purification kit (Qiagen GmbH,
Hilden, Deutschland) zur Aufreinigung der PCR-Produkte entsprechend der Hersteller-

Empfehlungen verwendet [100].

2.2.5.1 DNA-Extraktion
Flr die DNA-Extraktion wurde das Ql/Aamp DNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland)
verwendet.

Die Extraktion der Gesamt-DNA wurde je nach GroRe des angeschnittenen
Tumorareals mit ein bis sechs auf Objekttragern aufgezogenen, ungefarbten
Gewebeschnitten (5-10 um Dicke) durchgefihrt. Zur Entparaffinierung wurden die
Objekttrager mit den Gewebeschnitten zundchst fir 5 Min. in Xylol und anschlieBend fiir 5

Min. in 99%igem Ethanol inkubiert. Nach dem Trocknen der Proben bei Raumtemperatur



wurde mit einem Einmalskalpell das Tumorareal aus dem Schnitt scharf entfernt und eine
Mitnahme von nicht-tumordsem Gewebe moglichst gering gehalten. Bei heterogenen Fallen
wurde DNA aus beiden Arealen entnommen und eine Kontamination des Materials
gegenseitig moglichst vermieden. Das so gewonnene Gewebe wurde in Reagiergefialle mit 180
ml Puffer ATL Uberfluhrt. Danach erfolgte die Zugabe von 20 ul Proteinkinase K und die
Inkubation der Proben fiir 2-4 Stunden bei 56 °C und 550 rpm im Thermomixer (Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) zur enzymatischen Lyse des Gewebes. Nach kurzer Zentrifugation der
Reagiergefalle mithilfe der Heraeus Pico 17 Centrifuge (Thermo Scientific, Massachusetts,
USA) bei 1500 x g wurden 200 pl Puffer AL zu jeder Probe hinzugefiigt und durch Vortexen
gemischt. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation der Proben bei 70 °C fiir 10 Min. Nach einer
kurzen Zentrifugation bei 15000 x g wurde den Proben 200 pl Ethanol (95%ig) hinzugefiigt und
die Mischung erfolgte durch Vortexen.

Danach konnten die Proben in die QlAamp Mini Spin-Réhrchen (enthalten Silika-
beschichtete Membranen) Gberfihrt und bei 6000 x g fiir 1 Min. zentrifugiert werden. Vor der
DNA-Elution wurden die R6hrchen zweimal mit Puffer AW1 und AW2 gewaschen und zur
Trocknung bei 17000 x g fiir 5 Min. zentrifugiert. Zuletzt konnten 50 pl Puffer AE in die QlAamp
Mini Spin-Rohrchen pipettiert werden. Nach einer Inkubation von 1 Min. bei Raumtemperatur

erfolgte die letzte Zentrifugation bei 6000 x g flir 1 Min. zur Gewinnung der extrahierten DNA.

2.2.5.2 Konzentrationsbestimmung und Verdiinnung der DNA-Proben

Die Konzentration der im Eluat enthaltenen isolierten Tumor-DNA wurde anschlieRend
photometrisch bestimmt. Bei erfolgreicher DNA-Isolierung wurde die Stammlésung zur
weiteren Verwendung mit nukleasefreiem Wasser auf 10 ng/ul verdiinnt. AnschlieBend
wurden mindestens 50 pl der verdiinnten DNA-Proben fir die folgenden Arbeitsschritte

verwendet.

2.2.5.3 Polymerase-Kettenreaktion der TP53-Exons

Die TP53-Exons (4-10) wurden via PyroMark PCR kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland)
unter Benutzung der entsprechenden Primer (Biomers GmbH, Ulm, Deutschland, Tabelle 3)
amplifiziert. Die Amplifizierungsreaktion erfolgte nach 15 Min. bei 95 °Cin 45 Zyklen bei 95 °C
fiir 30 Sek., 60 °C fiir 30 Sek. und 72 °C fiir 45 Sek. Zuletzt folgten 10 Min. bei 72 °C.



2.2.5.4 Aufreinigung der PCR-Produkte
Fir die Aufreinigung der PCR-Produkte wurde das NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kit
(Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland) verwendet.

Zunachst wurde jedes PCR-Produkt (20 pl) mit 280 ul Puffer NTI vermengt und in ein
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Rohrchen (enthalten Silika-beschichtete Membranen)
Uberfiihrt. Anschliefend erfolgte eine Zentrifugation mithilfe der Heraeus Biofuge pico
(Thermo Scientific, Massachusetts, USA) fiir 1 Min. bei 10,7 x 1000 rpm. Zum Waschen der
Silika-Membranen der Réhrchen wurden zweimal 700 pl Puffer NT3 verwendet und die
Rohrchen fiir jeweils 30 Sek. bei 10,7 x 1000 rpm zentrifugiert. Zum Trocknen der Silika-
Membranen erfolgte anschliefend eine Zentrifugation bei 10,7 x 1000 rpm fiir 1 Min. Die
abzentrifugierte Flissigkeit wurde nach allen Arbeitsschritten verworfen. Zum Schluss wurden
40 pl Puffer NE in jedes Rohrchen hinzugefiigt und fir 1 Min. bei Raumtemperatur inkubiert,
um die DNA zu eluieren. Zum Erhalt der aufgereinigten PCR-Produkte erfolgte eine
Zentrifugation bei 10,7 x 1000 rpm fiir 1 Min. Die aufgereinigten PCR-Produkte wurden mit 40

ul nukleasefreiem Wasser verdiinnt.

2.2.5.5 Gelelektrophorese der PCR-Produkte
In einer Gelelektrophorese wurden DNA-Reinheit und -Quantitat der PCR-Produkte liberprift

und bei fehlender oder schwacher Bande die PCR gegebenenfalls wiederholt (Abbildung 8).

2.2.5.6 Sequenzierungsreaktion der TP53-Exons

Die Sequenzierung der TP53-Exons erfolgte mithilfe des BigDye Terminator v1.1 Cycle
sequencing kit (Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Litauen). 1 pl von jedem PCR-Produkt
wurde zu einer Mischung bestehend aus 2ul BigDye Terminator v1.1 Ready Reaction Mix, 2 pl
BigDye Terminator v1.1 Sequencing Puffer, 14,5 ul RNase/DNase-freiem Wasser und entweder
0,5 pl von dem entsprechenden Vorwarts- oder Riickwartsprimer (3,2 pmol) hinzugefiigt. Die
Sequenzierreaktion erfolgte dann nach 5 Min. bei 95 °C in 27 Zyklen bei 96 °C fiir 20 Sek., 50
°C fur 10 Sek. und 60 °C fur 4 Min.
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Abbildung 8: Beispiele fir Gelelektrophoresen der PCR-Produkte verschiedener Exons. Exemplarisch 1 kein PCR-Produkt, 2
negativ-Probe, 3 zu wenig PCR-Produkt.

2.2.5.7 Aufreinigung der Sequenzierungsprodukte
Die Aufreinigung der Sequenzierungsprodukte geschah mithilfe des Nucleo SEQ® kit
(Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland).

Zunachst erfolgte eine kurze Zentrifugation der Harz-gefillten R6hrchen bei 2,9 x 1000
rpm fiir 30 Sek. mithilfe der Heraeus Biofuge pico (Thermo Scientific, Massachusetts, USA).
AnschlieBend wurden in jedes Rohrchen jeweils 600 pl nukleasefreies Wasser hinzugefiigt und
durch Vortexen mit dem Pulver moglichst Luftblaschen-frei vermischt. Das hydrierte Gel
wurde zum Quellen fiir ca. 30 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Nachdem der Boden jedes
Rohrchens gedffnet wurde, wurden die Rohrchen bei 2,9 x 1000 rpm fiir 2 Min. zentrifugiert,
um das Uberschiissige Wasser zu entfernen. Die freigewordene Flissigkeit wurde verworfen.
AnschlieBend wurden 20 ul der Sequenzierprodukte zu jedem Réhrchen hinzugefiigt und es

erfolgte die abschlieRende Zentrifugation bei 2,9 x 1000 rpm flr 5 Min.



2.2.5.8 TP53-Genanalyse

Die Sequenzierung der TP53-Exons erfolgte per Kapillarelektrophorese im 3500 Series Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland). Die Elektropherogramme wurden
mithilfe der Finch TV version 4 software (Digital World Biology, Seattle, WA, USA) ausgewertet
(zu den TP53-Wildtyp-Sequenzen siehe Anhang A.1). Mogliche Mutationen wurden anhand
der reference coding sequence (CCDS 11118.1) (Serial Cloner 2.1) abgeglichen. Der

Mutationstypus wurde mithilfe des Cosmic and IARC TP53 data sets bestimmt.

2.2.6 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des SPSS, Version 25.0.0.2 (IBM Corp., Armonk,
NY, USA). Assoziationen zwischen nominalen Variablen wurden durch den Fisher’s Exact Test
errechnet. Bei ordinalen Variablen wurde der Kendall’s tau Test verwendet. Ein
Signifikanzlevel von 0,05 wurde angenommen. Um die FDR (engl. false discovery rate,
Falscherkennungsrate) auszugleichen, wurde das Verfahren nach Simes (Benjamini-Hochberg)
angewandt [106].

Die Kaplan-Meier-Methode wurde mit einem Konfidenz-Intervall von 95% zur Analyse des
Gesamt- und tumorspezifischen Uberlebens genutzt. Unterschiede zwischen den

Uberlebenskurven wurde durch den Log-rank Test gepriift.



3 Ergebnisse

3.1 Allgemeine Ergebnisse

Insgesamt erfiillten 467 Patienten die Studienkriterien. Pro Patientenfall wurde vom OP-
Resektat ein Schnitt fur die vorliegende Studie verwendet. Die klinisch-pathologischen
Patientencharakteristika sind in Tabelle 4 zusammengefasst. 181 (38,8%) Patienten waren
weiblich, 286 (61,2%) mannlich. Die Altersgruppe der Uber 68-Jdhrigen beinhaltete 232
(49,7%) Patienten, 235 (50,3%) Patienten waren 68 Jahre alt oder jlinger.

Unter den 467 Patientenproben befanden sich 19 EBV-positive Falle, in 14 Fallen war
der EBV-Status unbekannt, 34 Falle waren MSI, der MS-Status war in 16 Fallen unbekannt
(siehe Abschnitt 2.2.1). Nach der Laurén-Klassifikation konnten 149 Fille dem diffusen
Phanotyp zugeordnet werden, wahrend 318 Falle phanotypisch intestinal, gemischt oder
unklassifizierbar waren [46]. Unter Beriicksichtigung aller Uberschneidungen in dieser
Kohorte waren 245 sowohl EBV-negativ, MSS und nicht-diffus (Abbildung 10).

Die Informationen zum Gesamt-Uberleben waren bei 455 (97,4%) von 467 Fillen
verfiigbar, die Informationen zum tumorspezifischen Uberleben bei 426 (91,2%) von 467
Fallen. Die mittlere Beobachtungszeit betrug 12,8 Monate (Umfang O bis 142,7 Monate). Das
mittlere Gesamtiiberleben betrug 14,9 Monate und das mittlere tumorspezifische Uberleben

lag bei 16,6 Monaten.

3.2 Hauptanalyse

3.2.1 Mikroskopische Auswertung

Eine immunhistochemische p53-Farbung zeigte sich in Tumorzellen, nicht-neoplastischen
Mukosazellen, Endothelzellen, Fibroblasten und Lymphozyten. Bei der mikroskopischen
Auswertung der Schnitte waren unter den 467 Fallen 442 (94,6%) p53-immunpositiv, wahrend
25 (5,4%) komplett p53-immunnegativ waren. In 117 (25,1%) Fallen waren mindestens 90%
der Tumorzellen homogen p53-immunnegativ. Der prozentuale Anteil an gefarbten
Tumorzellen reichte von 0% bis 100% (Median 50,0%). Die Immunfarbeintensitaten reichten
von O (nicht gefarbt) bis 3 (stark gefarbt). Der aus den Prozentwerten errechnete HScore
reichte von 0 bis 285, mit einem Median von 92. Die p53-Expression war bei 414 (88,7%)
Magenkarzinomen homogen, bei 53 (11,3%) heterogen (Abbildungen 12 und 13).
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3.2.2 Vergleich mit klinisch-pathologischen Patientendaten

Die Abbildung 9 zeigt die Verteilung der Falle der Kohorte auf die Gruppen verschiedener
Bewertungsalgorithmen der p53-IHC mit dem prozentualen Anteil der in verschiedenen
Intensitaten gefarbten Tumorzellen und gibt einen Eindruck des Farbeverhaltens innerhalb
der Studienkohorte: , hoch vs. niedrig”, ,Q1+Q4 vs. Q2+Q3“ und ,,290%=0 oder >50%=3 vs.
<90%=0 und <50%=3“. Zur Erstellung der Bewertungsalgorithmen siehe auch Abbildung 6.
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Abbildung 9: Verteilung der Kohorte in Gruppen bei verschiedenen p53-IHC-Bewertungsalgorithmen.

3.2.2.1 Erster Algorithmus: Kohorte am Median geteilt (,,hoch vs. niedrig”)

Bei der Dichotomierung der Kohorte am Median zeigte sich eine Korrelation des p53-IHC-
Status mit dem MS-Status (p=0,001) und dem MET-Status (p=0,005). Die Gruppe , hoch”
beinhaltete mehr MSS und MET-positive Magenkarzinome. Nur der Zusammenhang mit MSS
blieb nach der FDR-Korrektur bestehen (Tabelle 4). Bei der Betrachtung der 254 EBV-
negativen, MSS und nicht-diffusen Magenkarzinome beinhaltete die Gruppe ,,niedrig” 109 (ca.

43%) der Félle und die Gruppe ,,hoch” 145 (ca. 57%) der Falle (Abbildung 10).



3.2.2.2 Zweiter Algorithmus: Kohorte in Quartile unterteilt (,Q1+Q4 vs. Q2+Q3“)

Nach der Unterteilung der Kohorte anhand der HScores in Quartile wurden die inneren
Quartile Q2 und Q3 und die duReren Quartile Q1 und Q4 zusammengefasst. Hier zeigte sich
ein Zusammenhang des p53-IHC-Status mit dem Laurén-Phanotyp (p=0,041), dem MS-Status
(p<0,001) und dem EBV-Status (p<0,001). In der Gruppe ,,Q1+Q4“ waren mehr EBV-negative
und MSS Magenkarzinome, sowie mehr Magenkarzinome mit einem intestinalen Phanotyp
vertreten. Die Zusammenhdnge mit dem MS-Status und dem EBV-Status blieben nach der
FDR-Korrektur bestehen (Tabelle 4). Bei der Betrachtung der 254 EBV-negativen, MSS und
nicht-diffusen Magenkarzinome beinhaltete die Gruppe ,,Q2+Q3“ 93 (ca. 37%) und die Gruppe
,Q1+Q4" 161 (ca. 63%) Falle (Abbildung 10).

3.2.2.3 Dritter Algorithmus: Kohorte anhand der Menge ungefarbter und stark gefarbter
Zellkerne eingeteilt (,270/90/99%=0 oder 250/70/80%=3 vs. <70/90/99%=0 und
<50/70/80%=3")
Die Kohorte wurde anhand der Menge an immunnegativen und stark immunpositiven
Tumorzellkernen in Gruppen eingeteilt. Die Gruppe ,270%=0 oder >70%=3" zeigte eine
Korrelation mit dem EBV-Status (p=0,043). Die Einteilung ,,270%=0 oder >80%=3" korrelierte
mit dem MS-Status (p=0,029) und dem MET-Status (p=0,024). Die Gruppe ,>90%=0 oder
>70%=3" zeigte eine Assoziation mit dem EBV-Status (p=0,027). Beim Vergleich der klinisch-
pathologischen Charakteristika mit der Gruppe ,299%=0 oder 2>50%=3" war der
Zusammenhang mit dem EBV-Status (p=0,032) und dem MS-Status (<0,001) signifikant. Die
Gruppe ,299%=0 oder 270%=3" zeigte eine Assoziation mit dem MS-Status (p=0,004) und dem
HER2-Status (p=0,016). Die Einteilung ,>99%=0 oder >80%=3" liel} eine Korrelation mit dem
MS-Status erkennen (p=0,017). Bei den Algorithmen ,,>270%=0 oder >50%=3" und ,,290%=0
oder 280%=3" zeigten sich keine signifikanten Korrelationen mit den klinisch-pathologischen
Charakteristika (Tabellen 5-7 im Anhang).

Die ausfiihrlich untersuchte Kombination ,>90%=0 oder >50%=3" korrelierte mit EBV-
Negativitat (p=0,007), MSS (p=0,017) und darliber hinaus mit dem Grading (p=0,035). Kein
Zusammenhang blieb nach der FDR-Korrektur bestehen (Tabelle 4). Unter den 254 EBV-
negativen, MSS und nicht-diffusen Magenkarzinomen beinhaltete die Gruppe ,,<90%=0 oder
<50%=3" 133 (ca. 52%) Falle und die Gruppe ,290%=0 oder >50%=3" 121 (ca. 48%) Falle
(Abbildung 10).
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Abbildung 10: Verteilung der MSS, EBV-negativen, nicht-diffusen Falle. Dargestellt wird die Verteilung der Magenkarzinome
der untersuchten Kohorte auf die Gruppen der verschiedenen Auswertungs-Algorithmen, nachdem alle EBV-positiven, MSI
und phanotypisch diffusen Falle, sowie Fille mit unbekanntem EBV- und MS-Status aussortiert wurden. Kinstlerische
Darstellung in Anlehnung an TCGA [3].

3.2.3 Vergleich mit der Uberlebenszeit

Bei der statistischen Untersuchung des Zusammenhangs zwischen dem immunbhistologisch
untersuchten p53-Expressionsmuster und den klinisch-pathologischen  Patienten-
eigenschaften wurden die drei IHC-Bewertungsalgorithmen, namlich , hoch vs. niedrig” (1.
Algorithmus), ,,Q1+Q4 vs. Q2+Q3“ (2. Algorithmus) und ,,290%=0 oder 250%=3+ vs. <90%=0
und <50% = 3+“ (3. Algorithmus), sowie das p53-IHC-Farbemuster mit dem Gesamtiiberleben
und dem tumorspezifischen Uberleben korreliert (Abbildung 11).

Die Kaplan-Meier-Analyse zeigte keinen statistisch signifikanten Zusammenhang
zwischen einem der vier p53-IHC-Bewertungsalgorithmen und dem Gesamtiiberleben oder
dem tumorspezifischen Uberleben (Abbildung 11 und Tabelle 4). Zur Erstellung der

Bewertungsalgorithmen siehe auch Abbildung 6.
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Abbildung 11: Korrelation mit dem Uberleben. Die Kaplan-Meier-Analyse zeigte keinen statistisch signifikanten
Zusammenhang zwischen den untersuchten Bewertungsalgorithmen der p53-IHC und dem Gesamtiberleben oder dem
tumorspezifischen Uberleben.



Tabelle 4: Vergleich der p53-IHC mit klinisch-pathologischen Patientencharakteristika. (1) Fisher's Exact Test. (2) Kendall's tau Test. (3) Log-rank Test. * Signifikanz besteht nach FDR-Korrektur.

o/ — o/ = )
giiltig / nicht hoch vs. niedrig Q1+Q4 vs. Q2+Q3 nggﬁ;)::djr:dzigg’/:g;& “I,In:‘rs:ﬁ;faerl;aziz
giltig [n] niedrig hoch Q2+Q3 Q1+Q4 <90%=0u.  290%=0 o. homogen heterogen
<50%=3 250%=0

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

Alter (Jahre) ptv 467 /0 p=0,405 p=0,579 p=0,345 p=0,468
<68 235 (50,3) 122 (51,9) 113 (48,1) | 120 (51,1) 115 (48,9) | 135 (57,4) 100 (42,6) | 211 (89,8) 24 (10,2)
>68 232 (49,7) 111 (47,8) 121 (52,2) | 112 (48,3) 120 (51,7) | 144 (62,1) 88 (37,9) | 203 (87,50 29 (12,5)

Geschlecht ptv 467 /0 p>0,999 p>0,999 p=0,628 p=0,882
weiblich 181 (38,8) 90 (49,7) 91 (50,3) | 90 (49,7) 91 (50,3) | 111 (61,3) 70 (38,7) | 160 (88,4) 21 (11,6)
mannlich 286 (61,2) 143 (50,0) 143 (50,0) | 142 (49,7) 144 (50,3) | 168 (58,7) 118 (41,3) | 254 (88,8) 32 (11,2)

Lokalisation ptv 466 /1 p=0,072 p=0,368 p>0,999 p=0,529
proximal 145 (31,1) 63 (43,4) 82 (56,6) | 67 (46,2) 78 (53,8) | 87 (60,0) 58 (40,0) | 131 (90,3) 14 (9,7)
distal 321 (68,9) 169 (52,6) 152 (47,4) | 164 (51,1) 157 (48,9) | 191 (59,5) 130 (40,5) | 282 (87,9) 39 (12,1)

Laurén Phinotyp pt 467 /0 p=0,338 p=0,041 p=0,893 p=0,222
intestinal 238 (51,0) 115 (48,3) 123 (51,7) | 103 (43,3) 135 (56,7) | 138 (58,0) 100 (42,0) | 208 (87,4) 30 (12,6)
diffus 149 (31,9) 82 (55,0) 67 (45,0) | 85 (57,00 64 (43,00 | 92 (61,7) 57 (38,3) | 138 (92,6) 11 (7,4)
gemischt 31 (6,6) 12 (38,7) 19 (61,3) | 18 (58,1) 13 (41,9) | 19 (61,3) 12 (38,7) | 26 (83,9) 5 (16,1)
nicht klassifizierbar 49 (10,5) 24 (49,00 25 (51,0) | 26 (53,1) 23 (46,9) | 30 (61,2) 19 (38,8) | 42 (85,7) 7 (14,3)

pT-Kategorie p® 467 /0 p=0,529 p=0,383 p=0,731 p=0,918
Tla/Tib 60 (12,8) 32 (53,3) 28 (46,7) | 19 (31,7) 41 (68,3) | 27 (450) 33 (55,0) | 56 (93,3) 4 (6,7)
T2 53 (11,3) 28 (52,8) 25 (47,2) | 30 (56,6) 23 (43,4) | 31 (58,5) 22 (41,5) | 47 (88,7) 6 (11,3)
T3 184 (39,4) 90 (48,9) 94 (51,1) | 100 (54,3) 84 (45,7) |126 (68,50 58 (31,5) | 157 (85,3) 27 (14,7)
T4a / T4b 170 (36,4) 83 (48,8) 87 (51,2) | 83 (48,8) 87 (51,2) | 95 (55,9) 75 (44,1) | 154 (90,6) 16 (9,4)

pN-Kategorie pt? 466/ 1 p=0,691 p=0,529 p=0,444 p=0,705
NO 136 (29,2) 75 (55,1) 61 (44,9) | 73 (53,7) 63 (46,3) | 79 (58,1) 57 (41,9) | 122 (89,7) 14 (10,3)
N1 63 (13,5) 27 (42,9) 36 (57,1) | 25 (39,7) 38 (60,3) | 35 (55,6) 28 (44,4) | 57 (90,5) 6 (9,5)
N2 82 (17,6) 35 (42,7) 47 (57,3) | 44 (53,7) 38 (46,3) | 50 (61,0) 32 (39,0) | 70 (85,4) 12 (14,6)
N3 185 (39,7) 95 (51,4) 90 (48,6) | 89 (48,1) 96 (51,9) | 114 (61,6) 71 (38,4) | 164 (88,6) 21 (11,4)




Lymphknotenratio pt¥ 466 /1 p=0,578 p=0,517 p>0,999 p>0,999
<0,189 228 (48,9) 117 (51,3) 111 (48,7) | 117 (51,3) 111 (48,7) | 136 (59,6) 92 (40,4) | 202 (88,6) 26 (11,4)
20,189 238 (51,1) 115 (48,3) 123 (51,7) | 114 (47,9) 124 (52,1) | 142 (59,7) 96 (40,3) | 211 (88,7) 27 (11,3)

pM-Kategorie ptv 467 /0 p=0,408 p=0,344 p=0,228 p=0,265
MO 379 (81,2) 193 (50,9) 186 (49,1) | 184 (48,5) 195 (51,5) | 221 (58,3) 158 (41,7) | 339 (89,4) 40 (10,6)
M1 88 (18,8) 40 (45,5 48 (54,5) | 48 (54,5) 40 (45,5) | 58 (65,9) 30 (34,1) | 75 (85,2) 13 (14,8)

UICC-Stadium p® 466 /1 p=0,404 p=0,175 p=0,072 p=0,170
IA/1B 83 (17,8) 45 (54,2) 38 (45,8) | 35 (42,2) 48 (57,8) | 41 (49,4) 42 (50,6) | 78 (94,0) 5 (6,0)
HA/1IB 98 (21,0) 47 (48,0) 51 (52,0) | 50 (51,0) 48 (49,0) | 61 (62,2) 37 (37,8) | 85 (86,7) 13 (13,3)
HIA /B / NIC 197 (42,3) 100 (50,8) 97 (49,2) | 98 (49,7) 99 (50,3) | 118 (59,9) 79 (40,1) | 175 (88,8) 22 (11,2)
\Y 88 (188,9) 40 (45,5) 48 (54,5) | 48 (54,5) 40 (45,55) | 58 (659) 30 (34,1) | 75 (85,2) 13 (14,8)

pL-Kategorie ptt 449 /18 p=0,187 p=0,637 p=0,701 p=0,465
LO 220 (49,0) 116 (52,7) 104 (47,3) | 112 (50,9) 108 (49,1) | 129 (58,6) 91 (41,4) | 192 (87,3) 28 (12,7)
L1 229 (51,0) 106 (46,3) 123 (53,7) | 111 (48,5) 118 (51,5) | 139 (60,7) 90 (39,3) | 205 (89,5) 24 (10,5)

pV-Kategorie ptv 448 /19 p=0,763 p=0,546 p=0,645 p=0,815
VO 399 (89,1) 200 (50,1) 199 (49,9) | 200 (50,1) 199 (49,9) |235 (58,9) 164 (41,1) | 353 (88,5) 46 (11,5)
V1 49 (10,9) 23 (46,9 26 (53,1) | 22 (44,9) 27 (55,1) | 31 (63,3) 18 (36,7) | 43 (87,8) 6 (12,2)

Grading ptv 467 /0 p=0,128 p=0,064 p=0,035 p=0,392
G1/G2 110 (23,6) 62 (56,4) 48 (43,6) | 46 (41,8) 64 (58,2) | 56 (50,9) 54 (49,1) | 95 (86,4) 15 (13,6)
G3/G4 357 (76,4) 171 (47,9) 186 (52,1) | 186 (52,1) 171 (47,9) | 223 (62,5) 134 (37,5) | 319 (89,4) 38 (10,6)

R-Status pt 464 /3 p=0,674 p=0,889 p>0,999 p=0,827
RO 406 (87,5) 205 (50,5) 201 (49,5) | 202 (49,8) 204 (50,2) |242 (59,6) 164 (40,4) | 360 (88,7) 46 (11,3)
R1 58 (12,5) 27 (46,6 31 (53,4) | 28 (48,3) 30 (51,7) | 35 (60,3) 23 (39,7) | 51 (87,9) 7 (12,1)

H. pylori-Status ptv 396 /71 p=0,579 p=0,890 p=0,322 p=0,108
negativ 335 (84,6) 174 (51,9) 161 (48,1) | 165 (49,3) 170 (50,7) | 194 (57,9) 141 (42,1) | 304 (90,7) 31 (9,3)
positiv 61 (15,4) 29 (47,5 32 (52,5) | 31 (50,8) 30 (49,2) | 40 (65,6) 21 (34,4) | 51 (83,6) 10 (16,4)

EBV-Status pt 453/ 14 p=0,490 p<0,001* p=0,007 p=0,146
negativ 434 (95,8) 213 (49,1) 221 (50,9) | 205 (47,2) 229 (52,8) |252 (58,1) 182 (41,9) | 388 (89,4) 46 (10,6)
positiv 19 (4,2) 11 (57,9) 8 (42,1) | 17 (89,5) 2 (10,5) | 17 (89,5) 2 (10,5) | 15 (78,9) 4 (21,1)



MS-Status pt¥ 451/ 16 p=0,001* p<0,001* p=0,017 p=0,574
MSS 417 (92,5) 197 (47,2) 220 (52,8) | 194 (46,5) 223 (53,5) |241 (57,8) 176 (42,2) | 370 (88,7) 47 (11,3)
MSI 34 (7,5) 26 (76,5) 8 (23,5) | 27 (79,4) 7 (20,6) | 27 (79,4) 7 (20,6) | 29 (85,3) 5 (14,7)

HER2-Status pt¥ 437 /30 p=0,296 p=0,223 p=0,109 p=0,290
negativ 401 (91,8) 198 (49,4) 203 (50,6) | 204 (50,9) 197 (49,1) | 247 (61,6) 154 (38,4) | 356 (88,8) 45 (11,2)
positiv 36 (8,2) 14 (38,9) 22 (61,1) | 14 (38,9) 22 (61,1) | 17 (47,2) 19 (52,8) | 30 (83,3) 6 (16,7)

MET-Status pt¥ 455 /12 p=0,005 p=0,278 p=0,456 p>0,999
negativ 423 (93,0) 217 (51,3) 206 (48,7) | 215 (50,8) 208 (49,2) |256 (60,5) 167 (39,5) | 374 (88,4) 49 (11,6)
positiv 32 (7,0) 8 (25,0 24 (75,0) | 13 (40,6) 19 (59,4) | 17 (53,1) 15 (46,9) | 29 (90,6) 3 (9,4)

TP53-Mutationsstatus ptt 111/ 356 p<0,001* p=0,101 p=0,210 p=0,101
Wildtyp 75 (67,6) 49 (65,3) 26 (34,7) | 47 (62,7) 28 (37,3) | 50 (66,7) 25 (33,3) | 66 (88,0) 9 (12,0)
mutiert 36 (32,4) 10 (27,8) 26 (72,2) | 16 (44,4) 20 (55,6) | 19 (52,8) 17 (47,2) | 27 (75,0 9 (25,0)

p53-IHC-Muster ptv 467 /0 p=0,243 p<0,001* p=0,037
homogen 414 (88,7) 211 (51,0) 203 (49,0) | 192 (46,4) 222 (53,6) | 240 (58,0) 174 (42,0)
heterogen 53 (11,3) 22 (41,5) 31 (58,5) | 40 (755) 13 (24,5) | 39 (73,6) 14 (26,4)

Gesamtiiberleben

pt p=0,089 p=0,547 p=0,062 p=0,612
(Monate)
Gesamt/Ereignisse/Zensiert 455/352/103 | 226/163/63 229/189/40 | 225/178/47 230/174/56 | 273/223/50 182/129/53 | 403/309/94  52/43/9
Mittlere Uberlebenszeit 14,9+1,1 16,5+2,1 146+1,3 | 146+19 150+14 | 14,7+15 150+1,9 14,7+1,1 17,9+3,8
95% C.I. 12,7-17,0 12,5-20,6 12,0-17,2 | 10,8-18,4 12,2-17,7 | 11,7-17,7 11,2-18,8 | 12,5-16,9 10,5-25,4
Tumorspezifisches Uberleben
pt p=0,110 p=0,805 p=0,171 p=0,569

(Monate)

Gesamt/Ereignisse/Zensiert 426/287/139 | 213/133/80 213/154/59 | 214/145/69 212/142/70 | 257/180/77 169/107/62 | 379/252/127  47/35/12
Mittlere Uberlebenszeit 16,6 +1,4 18,1+ 3,6 15,4+1,7 16,6 £2,7 16,6 +1,6 16,6 £1,6 16,7+ 2,5 16,5+1,5 18,2+4,1
95% C.l. 13,8-19,4 11,0-25,2 12,1-18,7 | 11,3-22,0 13,4-19,7 | 13,4-19,8 11,8-21,6 | 13,5-19,5 10,2-26,2
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3.2.4 Untersuchung des p53-Expressionsmusters

Das Farbemuster der p53-IHC prasentierte sich als homogen oder heterogen. In der Kohorte
zeigten 414 (88,7%) Magenkarzinome ein homogenes und 53 (11,3%) ein heterogenes
Muster. Unter den homogenen Karzinomen befanden sich 117 (25,1%) negative, also
homogen , weiRe” Falle mit mindestens 90% ungefarbten Zellkernen. 96 (20,6%) Falle waren
homogen ,schwarz” mit ausschlieRlich gleich intensiv gefarbten Zellkernen. 201 (43,0%)
untersuchte Falle zeigten nebeneinander unterschiedlich stark gefarbte Zellkerne und wurden

als homogen ,grau” klassifiziert (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Beispiele fiir Félle mit homogenem p53-Farbemuster. A Homogen , weill“: negatives Tumorgewebe mit Uber
90% der Zellkerne in der Farbintensitat (0). B Homogen ,grau”: negative und unterschiedlich stark positiv gefarbte
Tumorzellen. C.1-3 Homogen ,schwarz” in unterschiedlichen p53-Immunfarbeintensitaten. A-C 400x vergroRert.

Ein heterogenes Farbemuster mit deutlich abgrenzbaren Arealen war in 10 (2,1%) ,,schwarz-
weillen”, 21 (4,5%) ,schwarz-gauen” und 20 (4,3%) ,grau-weillen” Karzinomen nachweisbar
(Abbildung 13). Zwei Karzinome prasentierten im untersuchten Anschnitt mehr als zwei

unterschiedlich gefarbte Areale und wurden als ,schwarz-weiB-grau” bezeichnet.
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Abbildung 13: Beispiele fiir Fdlle mit heterogenem p53-Immunfarbemuster. A Heterogen ,,schwarz-weiR“. B Heterogen ,grau-
weiR“. C Heterogen ,schwarz-grau“. A.1, B.1, C.1 Ubersichtsansicht, A.2/3, B.2/3, C.2/3 400x vergréRert.

Beim Vergleich des Farbemusters mit den klinisch-pathologischen Patientencharakteristika
zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang. Die heterogenen Magenkarzinome fanden sich
vermehrt in den Gruppen , Q2+Q3“ (p<0,001) und ,<90%=0 und <50%=3" (p=0,037). Die
Verteilung der 53 heterogenen Falle in den verschiedenen Gruppen zeigte Folgendes: 31
(58,5%) heterogene Falle waren Teil der Gruppe ,hoch”, die dulReren Quartile ,,Q1+Q4“
beinhalteten 13 (24,5%) heterogene Fille, die Gruppe ,,290%=0 oder 250%=3" wies 14 (26,4%)

heterogene Fille auf (Tabelle 4).



3.3 Validierung

3.3.1 Analysen von TP53

Zur Uberpriifung der Validitit des durch die verschiedenen p53-IHC-Bewertungsalgorithmen
definierten , TP53-mutationsbedingten p53-Expressionstyps” wurde TP53 via Sanger-
Sequenzierung bei insgesamt 111 Magenkarzinomen analysiert. Die 111 Falle der
Validierungskohorte setzten sich wie folgt zusammen. Von allen 36 HER2- und/oder MET-
positiven, phanotypisch intestinalen Karzinomen (CIN*) der Kohorte war eine Genanalyse in
34 Fallen moglich. Fir die Kontrollgruppe der HER2- und MET- negativen, phanotypisch
diffusen Karzinome (GS*) war eine Genanalyse in 69 Fallen erfolgreich. Von allen 53
heterogenen Fallen der Kohorte war es bei 23 Fallen moglich, DNA aus den unterschiedlich
gefarbten Arealen getrennt voneinander zu isolieren. Eine getrennte Genanalyse beider
Areale war in 13 Fallen erfolgreich (1 CIN*, 4 GS* und 8 andere heterogene Fille).

Die p53-Immunfirbung zeigte in den 111 Fallen der Validierungskohorte
Immunnegativitat oder schwache bis starke Immunpositivitat. Bei der Sanger-Sequenzierung
zeigten 75 (67,6%) von insgesamt 111 Fallen den TP53-Wildtyp oder eine stumme Mutation.
36 (32,4%) Karzinome zeigten eine andere Mutation als eine stumme Mutation. TP53-
Mutationen fanden sich bei p53-positiven und -negativen Magenkarzinomen, bei HER2-/MET-
positiven und bei HER2-/MET-negativen Magenkarzinomen. 20 (58,8%) von 34 HER2-/MET-
positiven, intestinalen Magenkarzinomen zeigten eine Mutation (nicht stumm), wohingegen
14 (20,3%) von 69 HER2-/MET-negativen, diffusen Fillen eine Mutation (nicht stumm)
aufwiesen. Bei der Analyse der heterogenen Fille wurde Wildtyp-TP53 in 8 Fallen gefunden,
3 Falle zeigten in beiden Arealen dieselbe Mutation und bei zwei Fallen zeigte sich eine
Mutation nur in einem der beiden analysierten Areale (Abbildung 14, Tabellen 8 und 9 im
Anhang). Die Abbildungen 15 bis 18 zeigen Beispiele fir Wildtyp-Sequenzen und Mutationen
in den untersuchten TP53-Exons: Wildtyp-Sequenz des Exons 7 im Fall 6 (Abbildung 15),
Missense-Mutation des Exons 7 im Fall 7 (Abbildung 16), Wildtyp-Sequenz des Exons 5 im Fall
102/Areal ,,schwarz” (Abbildung 17), Frameshift-Mutation des Exons 5 im Fall 102/Areal
,weil” (Abbildung 18).
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Abbildung 14: Ubersicht der Ergebnisse der TP53-Genanalysen. Untersucht wurden insgesamt 111 Fille, darunter 34 CIN*
Falle, 69 GS* Falle und 8 weitere heterogene Félle. Die Art der Mutation in den untersuchten Exons ist entsprechend der
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Beim Vergleich der Ergebnisse der TP53-Genanalyse mit den Beobachtungen der p53-IHC
zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen dem TP53-Mutationsstatus und dem
,hohen“ HScore (p<0,001). Wahrend die Gruppe ,,hoch” von allen 36 nicht-stumm mutierten
Karzinomen 26 (72,2%) Falle enthielt, beinhaltete die Gruppe , Q1+Q4“ 20 (55,6%) und die
Gruppe ,,290%=0 oder >50%=3" 17 (47,2%) Falle (Tabelle 4).

Bei der Betrachtung von Sensitivitat und Spezifitat zeigt sich, dass der p53-IHC-
Bewertungsalgorithmus ,hoch vs. niedrig” den ,TP53-mutationsbedingten p53-
Expressionstyp” in der gesamten Validierungskohorte mit einer Sensitivitat von 72% erfasste,
wobei die Spezifitat 65% betrug. Unter den ausschlieBlich CIN* Fallen lag die Sensitivitat bei
80% und die Spezifitdt bei 64%. Der Algorithmus ,Q1+Q4 vs. Q2+Q3“ erfasste den ,TP53-
mutationsbedingten p53-Expressionstyp” in der gesamten Validierungskohorte mit einer
Sensitivitdt von 55% und einer Spezifitdt von 63%, unter den CIN* Fallen mit einer Sensitivitat
von 80% und einer Spezifitat von 64%. Der Algorithmus ,,290%=0 oder 250%=3 vs. <90%=0
und <50% = 3“ erfasste den ,, TP53-mutationsbedingten p53-Expressionstyp” in der gesamten
Validierungskohorte mit einer Sensitivitat von 47% und einer Spezifitat von 67%, unter den
CIN* Fallen mit einer Sensitivitdt von 45% und einer Spezifitat von 37% (Abbildung 19 im

Anhang).

Zusammenfassend zeigt die Untersuchung der Korrelation des TP53-Genotyps und des p53-
IHC-Phanotyps einen signifikanten Zusammenhang der Gruppe ,, hoch” (HScore>92) mit dem
TP53-Mutationssatus. Sensitivitat und Spezifitat sind bei dem Bewertungsalgorithmus ,hoch

vs. niedrig” am hochsten (Tabelle 4 und Abbildung 19 im Anhang).
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Fall Nr. 6: Exon 7, Wildtyp
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Abbildung 15: Beispiel fiir die Wildtyp-Sequenz des Exon 7 (Fall 6).

Fall Nr. 7: Exon 7, Mutation ¢.713G>T (p.C238Y)
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Abbildung 16: Beispiel fiir eine Missense-Mutation im Exon 7 (Fall 7).
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Fall Nr. 102 schwarz: Exon 5, Wildtyp

Vorwdrts:
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Abbildung 17: Beispiel fir die Wildtyp-Sequenz im Exon 5 (Fall 102, Areal ,,schwarz”).

Fall Nr. 102 weil3: Exon 5, Mutation c.394_395del (p.N131del)
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Abbildung 18: Beispiel fiir eine Frameshift-Mutation im Exon 5 (Fall 102, Areal ,weiRR“).



4 Diskussion und Interpretation

Die sichere Diagnostik und Klassifikation einer Tumorentitat ist unabdingbar fiir die Auswahl
und Entwicklung geeigneter Therapien. Nach TCGA erfolgt die Einteilung des Adenokarzinoms
des Magens in vier Subtypen: das EBV-positive (EBV+), das mikrosatteliteninstabile (MSl), das
chromosomal instabile (CIN) und das genomisch stabile (GS) Magenkarzinom. Wahrend die
Diagnostik von EBV+ und MSI im Magenkarzinom bekannt und umsetzbar ist, gestaltet sich
die Differenzierung von CIN und GS Uber genetische Eigenschaften im klinischen Alltag
schwierig. Nach TCGA zeichnen sich CIN Magenkarzinome durch extensive somatische
Kopienzahl-Aberrationen (SCNA, engl. somatic copy number aberrations) aus.
Schlisselcharakteristikum von CIN Magenkarzinomen sind TP53-Mutationen [3].

Ziel der vorliegenden Studie war es, CIN im Magenkarzinom mithilfe der
Immunhistochemie (IHC), einem einfachen und etablierten Verfahren des klinischen Alltags,
abzubilden und TP53-Mutationen vorherzusagen (siehe Abschnitt 1.4). Die Validierung
erfolgte Uber die Analyse des TP53-Mutationsstatus mithilfe der Sanger-Sequenzierung,

welche ebenfalls ein verbreitetes und praktikables Verfahren darstellt.

4.1 Der ,,TP53-mutationsbedingte p53-Expressionstyp”

Wildtyp-p53 erfiillt seine Funktion im Nukleus und hat eine kurze Halbwertszeit. Eine
Immunfarbung durch die geringe bis moderate Akkumulation von p53 ist meist Folge
physiologischer Umstdnde und weist in den seltensten Fillen auf ein mutationsbedingt
funktionsunfahiges Protein hin [107]. Als interne Validierung war auch in der untersuchten
Studienkohorte eine p53-Immunpositivitdt bei Fibroblasten und anderen nicht-tumordsen
Zellen zu beobachten. Positiv gefarbte Tumorzellkerne unterschiedlicher Intensitat fanden
sich in allen Subgruppen der untersuchten Magenkarzinome, den EBV+, MSI, CIN* und GS*
Magenkarzinomen. Zur Definition von CIN* und GS* in der vorliegenden Arbeit siehe
Abschnitt 2.2.4.

Es wurden verschiedene Algorithmen zur Bewertung der p53-IHC erstellt, um den
»TP53-mutationsbedingten p53-Expressionstyp” im Magenkarzinom zu erfassen und CIN
abzubilden (siehe Abschnitt 2.2.3.2 und Abbildung 6). Plausibilitdt und Vorhersagekraft der

angewandten p53-IHC-Bewertungsalgorithmen wurde anhand folgender Kriterien bemessen.



1. Die Algorithmen sollten den umfangreichen Erkenntnissen zu TP53-Mutationen, ihrem
Einfluss auf die p53-Expression und das p53-Immunfarbeverhalten entsprechen und
optimalerweise sowohl Missense- als auch Nonsense-Mutationen vorhersagen
konnen (siehe Abschnitt 1.4).

2. Als Validierung einer erfolgreichen Abbildung von CIN Magenkarzinomen wurden die
Algorithmen mit fir die Studienkohorte bereits verfligbaren klinisch-pathologischen
Patienteneigenschaften verglichen. Typisch fir CIN im Magenkarzinom sind u. a. eine
proximale Lokalisation, ein intestinaler Phanotyp nach Laurén, EBV-Negativitat, MSS,
HER2-Positivitat, MET-Positivitat oder eine schlechtere Prognose [3,48,75] (siehe
Abschnitt 3.2.2).

3. Zuletzt wurde eine Subkohorte von ausschlieRRlich EBV-negativen, MSS und nicht-
diffusen Magenkarzinomen als vereinfachte Surrogatgruppe fir CIN betrachtet. Eine
Beobachtung von TCGA lautet, dass der TP53-Mutationsanteil unter CIN
Magenkarzinomen bei ca. 71% liegt [3]. Die Verteilung der Magenkarzinome dieser
Subkohorte auf die Gruppen der Bewertungsalgorithmen sollte die Beobachtung von
TCGA moglichst widerspiegeln, wodurch ein zusatzlicher Vergleichspunkt fiir die
Plausibilitat des angewandten Algorithmus vorlag (siehe Abschnitt 3.2.2 und Abbildung
10).

Der einfachste Weg, den Status einer Proteinexpression in der IHC zu bewerten, ist die
Beurteilung als positiv oder negativ. Mithilfe des HScores werden Tumoren mit einem
besonders hohen Anteil an stark gefarbten Zellkernen und Tumoren mit wenig Farbeintensitat
besser voneinander trennbar. Der entsprechende Bewertungsalgorithmus ,,hoch vs. niedrig”
sollte vor allem CIN Magenkarzinome mit Missense-Mutationen abbilden, welche mit tber
70% die haufigsten TP53-Mutationen in menschlichen Krebszellen sind [95,108] und bei denen
eine stark positive Immunfarbung zu erwarten ist. Um in einem weiteren Schritt zusatzlich die
Miterfassung von Nonsense-Mutationen zu ermoglichen, erfolgte die Erstellung des
Algorithmus ,,Q1+Q4 vs. Q2+Q3"“. Da Falle mit einem heterogenen Farbemuster haufiger einen
HScore der mittleren Quartile erhielten, wurden IHC-Bewertungsalgorithmen erstellt, welche
sich an den prozentualen Anteilen stark (3) und negativ (0) gefdrbter Tumorzellkerne

orientierten. Zur Erstellung der Algorithmen siehe auch Abschnitt 2.2.3.2 und Abbildung 6.



Bei dem Vergleich des p53-IHC-Status mit den CIN-assoziierten klinisch-pathologischen
Patientencharakteristika prasentierten sich mehrere statistisch signifikante Zusammenhange
(siehe Abschnitt 3.2.2 und Tabellen 4 und 5-7). Nach der FDR-Korrektur blieben folgende
Zusammenhange bestehen: Der Algorithmus ,Q1+Q4 vs. Q2+Q3” korrelierte mit EBV-
Negativitat (p<0,001) und MSS (p<0,001), der Algorithmus ,,hoch vs. niedrig” korrelierte mit
MSS (p=0,001). Der Algorithmus ,>90%=0 oder >50%=3 vs. <90%=0 und <50%=3" wurde
reprasentativ bei vielversprechenden Zusammenhangen in der Voranalyse unter den
Prozentwert-orientierten Algorithmen zur weiteren Untersuchung ausgewahlt (Tabellen 5-7
im Anhang). Dieser wies jedoch nach der FDR-Korrektur keine statistisch signifikanten
Zusammenhange auf. In anderen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass CIN im
Magenkarzinom haufig mit einer schlechteren Prognose einhergeht [75], in der vorliegenden
Arbeit lieR sich kein Zusammenhang zwischen der p53-IHC und den Uberlebensdaten der
Patienten erkennen.

Von den 254 ausschliefllich EBV-negativen, MSS und phanotypisch nicht-diffusen
Karzinomen der Kohorte fielen 161 (ca. 63%) Falle in die Gruppe ,,Q1+Q4“ und 93 (ca. 37%)
Falle in die Gruppe ,,Q2+Q3“. Diese Verteilung deckt sich am ehesten mit der Beobachtung
von TCGA, namlich dass 71% der CIN Magenkarzinome TP53-mutiert sind [3]. Bei der
Betrachtung der phanotypisch nicht-diffusen, MSS- und EBV-negativen Falle spiegelten die
Algorithmen ,hoch vs. niedrig” und ,290%=0 oder 250%=3 vs. <90%=0 und <50%=3" die
Angabe von TCGA weniger gut wider [3]: die Gruppe ,hoch” beinhaltete 145 (ca. 57%) Falle,
die Gruppe ,,290%=0 oder 250%=3" beinhaltete 121 (ca. 48%) Falle (Abbildung 10).

Nach der Auswertung der Ergebnisse der Hauptanalyse scheint es naheliegend, den
Algorithmus ,,Q1+Q4 vs. Q2+Q3“ gegenlber den anderen untersuchten
Bewertungsalgorithmen fir die Diagnostik des ,TP53-mutationsbedingten p53-
Expressionstyps” vorzuziehen, da er anders als der Algorithmus ,hoch vs. niedrig”
moglicherweise auch TP53-Nonsense-Mutationen anzeigen kann, nach der FDR-Korrektur mit
zwei fur CIN typischen klinisch-pathologischen Patientencharakteristika signifikant korreliert
und die durch TCGA beobachtete Haufigkeit an TP53-Mutationen unter CIN
Magenkarzinomen bei der Betrachtung einer EBV-negativen, MSS und phanotypisch nicht-

diffusen Surrogatgruppe am besten zu replizieren scheint.



4.2 Validierung durch Genanalysen von TP53

Die TP53-Sequenzierung erfolgte als Validierung der immunhistochemischen Definition des
»TP53-mutationsbedingten p53-Expressionstyps” in 111 Fallen der Studienkohorte (siehe
Abschnitte 2.2.5 und 3.3.1). Die Validierungskohorte enthielt auf dem Boden ihres bekannten
HER2-/MET-Status und Laurén-Phdnotyps 34 CIN* und 69 GS*-Magenkarzinome (siehe
Abschnitt 2.2.4) [3,48]. Zur Diskussion und Interpretation der Ergebnisse der Genanalyse bei
13 ausgewadhlten heterogen gefarbten Fallen siehe Abschnitt 4.3.

TP53 ist in menschlichen Krebszellen eines der am haufigsten mutierten Gene [57].
Den 111 untersuchten Magenkarzinomen konnten tatsachlich 36 nicht-stumme TP53-
Mutationen nachgewiesen werden. CIN ist im Magenkarzinom (iberzufallig haufig mit TP53-
Mutationen assoziiert [3]. Die Mehrzahl der gefundenen Mutationen, namlich 20 (55,6%), war
in der vorliegenden Studie bei den CIN* Fallen zu beobachten. Passend zu den Erkenntnissen
von Ando et al. [95] trugen die Magenkarzinome mit einem HScore >92 haufiger TP53-
Missense-Mutationen: es handelte sich bei 24 von 26 nicht-stummen Mutationen um
Missense-Mutationen; bei den Magenkarzinomen mit einem HScore <92 waren unter 10
detektierten nicht-stummen Mutationen 7 Nonsense-Mutationen durch Stop-Codon-Bildung
oder Leseraster-Verschiebung zu finden (Abbildung 14 und Tabelle 8). Interessanterweise liefl§
sich trotz dieser Ubereinstimmungen kein statistisch signifikanter Zusammenhang der mittels
des  Algorithmus ,Q1+Q4” als ,TP53-mutationsbedingte  p53-Expressionstyp”
charakterisierten Falle und einer mittels Sanger-Sequenzierung nachgewiesenen TP53-
Mutation beobachten. Stattdessen korrelierte der Algorithmus , hoch vs. niedrig” signifikant
mit dem erhobenen TP53-Mutationsstatus (p<0,001).

Dieser vermeintliche Widerspruch lasst sich in der Zusammenschau folgender
Erkenntnisse zu zellbiologischen Prozessen und einiger methodischer Einschrankungen
erklaren. Die Definition von CIN impliziert ein hohes Mall an mutagenem Potential auf
chromosomaler Ebene. In einer biallelen Zelle fihrt eine heterogene TP53-Mutation bei 16
Kombinationsmoglichkeiten zu einem funktionsfdhigen und 15 dysfunktionalen p53-
Proteinkombinationen mit mindestens einer mutierten Untereinheit. Dieses Phdanomen des
,dominant-negativen Effekts” ergibt sich aus der Tatsache, dass p53 normalerweise als
Tetramer vorliegt und fungiert [55]. Konsekutiv koénnen in einer Krebszelle mit
Chromosomenzahlaberrationen deutlich mehr als 16 mogliche Kombinationen eines

tetrameren p53 auftreten. Hinzu kommen komplexe Regulationen mit alternativen Spleif3-



Stellen und Translationsmoglichkeiten. Das Protein besitzt zahlreiche Isoformen und wird
durch posttranslationale Modifikationen aktiviert [109]. Des Weiteren haben beispielsweise
epigenetische Modifikationen und Proteinexpressions-modulierende microRNAs Einfluss auf
die Funktionstiichtigkeit des Proteins [110,111]. Verschiedene Mutationen des Gens TP53
selbst oder Mutationen anderer Gene, deren Proteine Teil des p53-Signalwegs sind, kdnnen
sich in einer Zelle anhaufen und eher zu einer ,,Grauskalierung” der p53-Expression fiihren als
zu einem einfachen Bild von einem negativen (= Nonsense-TP53-Mutaion) oder einem stark
positiven (= Missense-TP53-Mutation) p53-Expressionstyp. Darliber hinaus kénnen auch p53-
Monomere und -Dimere Teilfunktionen erfiillen. So wirken zum Beispiel manche p53-Dimere
zytostatisch und kénnen zum Zellzyklusarrest fihren [112], wodurch die ,Grauskala® der
Expression und Funktion von p53 in einer entarteten Zelle ebenfalls erweitert wird. Unter
physiologischen Umstanden wiirde CIN eine Zelle in die Apoptose fiihren, insbesondere durch
den Einfluss von p53. CIN Magenkrebszellen scheinen eher die duBeren Extreme der
,Grauskala” der p53-Farbung und -Funktion zu zeigen (,Q1+Q4“), also mit Gberwiegend
funktionsunfahigen oder fehlenden Genprodukten.

TP53-Mutationen korrelierten hingegen nur mit Fallen, die einen starker gefarbten
Expressionstyp (hohe HScore-Werte) aufweisen. Missense-Mutationen kommen allgemein
haufiger als Nonsense-Mutationen vor [95,108]. Die Ergebnisse der vorliegenden TP53-
Mutationsanalyse stlitzen diese Beobachtung. In der untersuchten Validierungskohorte
waren 30 aller 43 gefundenen Sequenzabweichungen Missense-Mutationen. Allerdings ist der
Tatsache Rechnung zu tragen, dass die Sanger-Sequenzierung nicht geeignet ist, um
Gendeletionen zu detektieren. Auch kénnen Nonsense- und Frameshift-Mutationen einer
Detektion durch die Sanger-Sequenzierung entgehen, sobald die Zielsequenz der
verwendeten Primer zu stark verandert ist [113]. Ein Zusammenhang zwischen einer starken
p53-Immunfarbung und der Detektion einer TP53-Missense-Mutation ist somit vermutlich in

der vorliegenden Studie auch anteilig methodenbedingt hervorgehoben.

Mithilfe der Validierung des TP53-Status durch Sanger-Sequenzierung wurden Sensitivitat und
Spezifitat der Bewertungsalgorithmen der p53-IHC bestimmt und miteinander verglichen.
Beim Ovarialkarzinom gibt es Beobachtungen, dass durch eine optimierte Auswertung der
p53-IHC die Vorhersage des TP53-Mutationsstatus mit einer Sensitivitat und Spezifitat von

jeweils Gber 90% erreicht werden kann [92]. In der vorliegenden Studie ist es nicht gelungen,



einen Bewertungsalgorithmus der p53-IHC herauszuarbeiten, der im Magenkarzinom ahnlich
hohe Werte fir Sensitivitdt und Spezifitat bei der TP53-Mutations-Diagnotik erreicht. Der
Algorithmus ,,hoch vs. niedrig” erfasste Mutationen in der gesamten Validierungskohorte mit
einer Sensitivitat von nur 72% und einer Spezifitat von 65%. Unter den praselektierten CIN*
Fallen liefl§ sich die Sensitivitat bei anndahernd gleicher Spezifitat auf 80% steigern. Die Ubrigen
Bewertungsalgorithmen ,Q1+Q4 vs. Q2+Q3“ und ,290%=0 oder >50%=3 vs. <90%=0 und
<50% = 3“ erreichten nur dhnliche bis deutlich niedrigere Werte (Abbildung 19 im Anhang).
Letztendlich konnte sich das fiir diese Studie zugrunde gelegte Konstrukt eines ,,TP53-
mutationsbedingten p53-Expressionstyp” als Surrogat fir den tatsachlichen Mutationsstatus
auf dem Boden der verwendeten Methoden des klinischen Alltags nicht behaupten. Es lasst
sich festhalten, dass ein signifikanter Zusammenhang zwischen der p53-IHC und TP53-
Mutationen im Magenkarzinom besteht, im Einzelfall ist jedoch keiner der untersuchten
Bewertungsalgorithmen fir die Vorhersage von TP53-Mutationen geeignet, da sowohl

Sensitivitat als auch Spezifitat zu gering bleiben.

4.3 Heterogene p53-Immunfarbemuster

Im Rahmen dieser Studie lag ein besonderes Augenmerk auf einer moglichen intratumoralen
Heterogenitat der p53-Expression im Magenkarzinom. CIN wird aufgrund des hohen MaRes
an Mutationspotential sowohl im Magenkarzinom als auch in verschiedenen anderen
Tumorentitaten als Treiber intratumoraler Heterogenitat beschrieben. Es entstehen frihzeitig
unterschiedliche Zellreihen in einer Tumorpopulation und dadurch eine subklonale Diversitat
im CIN Tumor. Wéahrend des Tumorprogresses sind diese Subklone einem Selektionsdruck
ausgesetzt und filhren im Rahmen der Tumorevolution zu intratumoraler Heterogenitat [114].
Béger et al. konnten zeigen, dass ein einzelner Primarius eines Magenkarzinoms bis zu funf
verschiedene PIK3CA-Genotypen enthalten kann [102]. Auch konnten Tumorklone mit und
ohne HER2- und MET-Amplifikation innerhalb desselben Magenkarzinoms nachgewiesen
werden [104,105,115]. Da CIN die Tumorevolution und Tumorselektion mehrerer Zellklone in
der Tumormikroumgebung vorantreibt, konnte die Diagnostik von CIN im Magenkarzinom von
grofRer Bedeutung fiir das Behandlungskonzept des Patienten sein. Chemotherapie kann hier
auch als ein Selektionsdruck auf die Tumorentwicklung fungieren, sodass durch CIN neue

Subklone mit Uberlebensvorteil hervorgebracht werden [75].



Die vorliegende Arbeit bestatigt das Vorkommen intratumoraler Heterogenitat des
immunhistochemischen Nachweises von p53 im Magenkarzinom. Daher scheint eine
limitierte Betrachtung, wie eine Biopsie aus dem Tumor, fiir die Bestimmung des p53-
Expressionsstatus mittels IHC ungeeignet. Um zu untersuchen, ob Falle mit heterogener p53-
Expression auch einen diskordanten TP53-Genotyp aufweisen, wurden bei 13 Tumoren mit
eindeutig trennbaren Farbungsmustern diese Regionen separat auf TP53-Mutationen hin
untersucht und eine Kreuzkontamination der Proben maoglichst vermieden [116]. Es zeigte sich
in 8 Fallen ein TP53-Wildtyp und in 3 Fallen eine identische Mutation in beiden Arealen. In
zwei Fallen (Fall Nr. 102 und 104) war der TP53-Mutationssatus im selben Primarius different
(Tabellen 8 und 9 im Anhang). Beim Fall Nr. 102 wiesen die Zellen des ,weillen” Areals eine
Frameshift-Mutation auf, wahrend die Zellen des ,schwarzen” Areals die Wildtyp-Sequenz
aufwiesen (Abbildungen 17 und 18). Beim Fall 104 war unter den Zellen des ,,grauen” Areals
eine Missense-Mutation zu finden, unter den Zellen des ,,schwarzen” Areals nicht.

Das Farbungsmuster zeigte keinen signifikanten Zusammenhang mit dem TP53-
Mutationsstatus. Die Fehlfunktion von p53 als Treiber genomischer Instabilitat, beispielsweise
bei CIN, kénnte sich schon friih in der Tumorevolution entwickeln und die Entstehung einer
intratumoralen Heterogenitat nach sich ziehen. Umgekehrt kdnnte auch die aus CIN
resultierende subklonale Diversitat die p53-Regulation beeinflussen und so erst spater zu
einem intratumoral heterogenen Muster fihren. Insgesamt scheint die intratumorale
Heterogenitdt der immunbhistologisch erfassten p53-Expression eher ein Ausdruck
Ubergreifender subklonaler Diversitat bei CIN und nicht Zeichen einer intratumoralen
genetischen TP53-Heterogenitat zu sein.

Bei der mikroskopischen Untersuchung einzelner Ganzgewebeschnitte von
Magenkarzinomen stellte sich schnell heraus, dass die Heterogenitat der p53-Expression
vermutlich unterschatzt wurde. Einige Schnitte, welche als heterogen bezeichnet wurden,
zeigten sehr kleine andersfarbige Areale. Es ist anzunehmen, dass bei manchen als homogen
klassifizierten Karzinomen im gesamten Tumor verschieden gefirbte Areale vorhanden
waren, welche nicht auf den betrachteten Gewebeschnitten miterfasst wurden.

Die Heterogenitat des immunhistologischen Nachweises von p53 im selben Tumor
stellt auch ein Problem fir die systematische Auswertung dar. Die hier explorierten
verschiedenen Bewertungsalgorithmen konnen die intratumorale Heterogenitat des

Magenkarzinoms unter Umstdnden nicht sinnvoll darstellen. Der prozentuale Anteil der



Tumorzellen mit verschiedenen Farbeintensitditen wurde in Bezug auf den gesamten
Tumorschnitt beurteilt. Ein hypothetisches Magenkarzinom mit zwei deutlich getrennten
Farbearealen (stark gefarbt und vollstdndig ungefarbt) konnte im Gesamtbild 30% stark
gefarbte und 70% ungefarbte Tumorzellkernen aufweisen. Beim Bewertungsalgorithmus
»,290%=0 oder 250%=3 vs. <90%=0 und <50%=3" wiirde dieses hypothetische Magenkarzinom
in die Gruppe ,,<90%=0 und <50%=3“ fallen. Bei den Bewertungsalgorithmen, welche sich am
errechneten HScore orientieren, fiele dieser Tumor mit einem HScore von 90
((0x70)+(1x0)+(2x0)+(3%x30)=90) in die Gruppe ,niedrig” bzw. in die Gruppe ,Q2+Q3“. Die in
dieser Studie untersuchten Bewertungsalgorithmen wiirden die Auffalligkeit dieses
hypothetischen Magenkarzinoms verkennen. Beim Vergleich des p53-Farbemusters mit den
p53-IHC-Bewertungsalgorithmen waren Magenkarzinome mit einem heterogenen p53-
Farbemuster Gberzufallig haufig in der Gruppe ,,Q2+Q3“ (p<0,001) und der Gruppe ,<90%=0
und <50%=3" (p=0,037) vertreten. Diese Beobachtung zeigt, dass Tumoren mit heterogener

Expression von p53 gesondert betrachtet werden missen.

4.4 Schlussfolgerung

Bei anderen Tumorentitdten erwies sich die p53-IHC als diagnostisch sinnvoll, exemplarisch
bei einigen gynakologischen Krebserkrankungen. So konnte die Arbeitsgruppe Zheng et al.
zeigen, dass eine Uberexpression von p53 Vorliuferldsionen des papilldr-serésen
Endometriumkarzinoms anzeigen kann [117]. Boyle et al. fanden heraus, dass bei Brustkrebs
ein ,extremes p53-Farbemuster” (,extrem positive” oder , extrem negative” p53-Expression)
u. a. mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist [118].

In Bezug auf das Magenkarzinom haben verschiedene Arbeitsgruppen zuvor versucht,
das Magenkarzinom in Subtypen zu unterteilen und den CIN Subtyp mithilfe der p53-IHC
abzubilden. Exemplarisch haben Gonzalez et al. das Magenkarzinom wie TCGA in vier Gruppen
eingeteilt. CIN wurde in ihrer Studie mit einer aberranten p53-IHC gleichgesetzt, jedoch wurde
keine Validierung vorgenommen [51]. Nach Setia et al. erfolgte die Einteilung des
Magenkarzinoms in finf Gruppen u. a. anhand der immunhistochemischen p53-Expression.
Der von ihnen benannte p53-aberrante Subtyp zeigte, dhnlich wie ein Karzinom mit CIN,
Assoziationen mit dem intestinalen Phanotyp nach Laurén, Lymphknotenmetastasen und

einem positiven HER2-Status [52].



Die Ergebnisse der vorliegenden Studie lassen den Schluss zu, dass im Magenkarzinom
der Vorhersagewert der p53-IHC fiir das Vorliegen einer TP53-Mutation im diagnostischen
Einzelfall zu ungenau ist. Trotzdem bleibt die Verbindung zwischen der p53-IHC und den fiir
CIN typischen klinisch-pathologischen Charakteristika in der kumulativen Betrachtung der
betreffenden Gesamtkohorte bestehen. Eine TP53-Mutation ist keine Voraussetzung fiir CIN
im Magenkarzinom. Immerhin zeigen nach TCGA ca. 30% der CIN Magenkarzinome keine
TP53-Mutation [3].,Q1+Q4" scheint, soweit mit den verwendeten Methoden eruierbar, zwar
nicht geeignet, um TP53-Mutationen anzuzeigen, konnte aber dennoch CIN im
Magenkarzinom abbilden, da ein Funktionsverlust im p53-Signalweg vielfaltige Ursachen

haben kann, beispielsweise eine Amplifikation von MDM2 [119].

4.5 Methodenbedingte Einschrankungen der Studie

Einige methodenbedingte Einschrankungen sind bei der Interpretation der Ergebnisse der
vorliegenden Studie anzumerken. Die sichere Bestimmung von CIN ist nach aktuellem
Forschungsstandard grundsatzlich nur eingeschrankt moglich, daher wurde in der
vorliegenden Studie lediglich eine Anndherung an CIN anhand typischer klinisch-
pathologischer Patienteneigenschaften, wie des HER2- und MET-Status oder des Laurén-
Phanotyps, vorgenommen [3,48].

Fir die immunhistologische Untersuchung von p53 wurde ein monoklonaler
Antikorper verwendet (Klon DO-7, Novocastra, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland). DO-7 bindet an ein Epitop am N-terminalen Ende von p53 zwischen den
Aminosduren 20 und 25. Isoformen, bei denen dieser Abschnitt fehlt, konnen durch DO-7 nicht
nachgewiesen werden [120,121]. Hieraus ergibt sich eine diagnostische Liicke.

Bei der Untersuchung des TP53-Mutationsstatus ist zu betonten, dass eine Deletion des
gesamten Gens, oder der Verlust des gesamten oder anteiligen Chromosoms mithilfe der
verwendeten Sanger-Sequenzierung nicht beurteilt werden kann. Voraussetzung fiir die
Vervielfaltigung des zu untersuchenden Genabschnitts mittels Sanger-Sequenzierung ist
aullerdem, dass die Zielsequenzen der verwendeten Primer nicht zu stark verandert sein
dirfen [113]. Des Weiteren wurde bei der Analyse von TP53 nicht das gesamte Gen analysiert.
Nach Olivier et al. sind die meisten TP53-Mutationen (ca. 86%) zwischen den Codons 125 und
300 zu finden und betreffen die Exons 5 bis 8 [108]. Die Exons 5, 6, 7 und 8 wurden bei allen

Magenkarzinomen sequenziert. Die Analyse der Exons 4, 9 und 10 erfolgte exemplarisch. Die



meisten gescheiterten Genanalysen betrafen das Exon 4 und sind am ehesten auf die
unzureichende DNA-Qualitdt des FFPE-Gewebes zurlickzufihren. Es ist denkbar, dass
Mutationen (ibersehen wurden, denn die untersuchten Magenkarzinome mit den
Fallnummern 5 und 23 wiesen Mutationen im Exon 4 auf (Tabelle 8).

Andere Griinde fir einen p53-Funktionsausfall, z. B. durch Fehler der posttranslationalen
Modifikation, oder des p53-Signalwegs, z. B. durch ein funktionsunfahiges p21 oder die Ampli-

fikation von MDM2 [119], wurden in dieser Studie nicht untersucht und bleiben spekulativ.

4.6 Ausblick

Nach der Veroffentlichung einer Originalarbeit im Herbst 2020 [100] haben bereits
verschiedene Arbeitsgruppen an die Ergebnisse und Schlussfolgerungen der vorliegenden
Studie angeknlipft. 2021 haben Yu et al. verschiedene Antikorperfarbstoffe gegen p53
getestet, um die p53-Expression mittels IHC darzustellen [122]. Die Sensitivitat und Spezifitat
bei der Vorhersage des TP53-Mutationsstatus wurde direkt anhand der gefundenen
Mutationen mittels Next Generation Sequencing optimiert. |hre Ergebnisse zeigten, dass
mithilfe des SP5-Antikorper-Farbstoffes und einer IHC-Schwellenbestimmung Uber die
gefundenen Sequenzabweichungen TP53-Mutationen mit hoher Genauigkeit vorhersagbar
sind und auch zwischen Mutationen unterschieden werden kann [122]. Daun et al. haben
versucht, die beiden Klassifikationssysteme von TCGA und ACRG zu Uliberarbeiten und zu
verbinden [123]. Sie schlagen eine Klassifikation des Magenkarzinoms in flinf Subgruppen vor:
MSI, EBV-assoziiert, mit einer epithelial-mesenchaymalen Transition, CIN und GS. Als Surrogat
fiir CIN nennen Daun et al. die , p53-Aberration”, wobei sowohl eine p53-Uberexression als
auch per Next Generation Sequencing detektierte TP53-Mutationen bericksichtigt wurden
[123].

Auf dem Boden der methodischen Einschrankungen der vorliegenden Studie und der
Ergebnisse obengenannter Folgestudien wird deutlich, dass die Verbesserung einiger
Ansatzpunkte einen akademischen Mehrgewinn erzielen kann, jedoch schnell die Reichweite
der alltagspraktikablen Moglichkeiten verldsst. Die vorliegende Studie zeigt auf, dass selbst
ein optimiertes Analyseverfahren fir p53 und TP53 vor zwei Problemen steht, namlich der
intratumoralen Heterogenitat im Magenkarzinom und der Tatsache, dass CIN eine eher vage
definierte und schwer erfassbare, komplexe Eigenschaft eines fraglichen Subtyps im

Magenkarzinom darstellt.



5 Zusammenfassung

In einer groR angelegten Grundlagenstudie durch TCGA wurde das Adenokarzinom des
Magens in vier Subtypen eingeteilt: das Epstein-Barr-Virus-positive (EBV+), das
mikrosatelliteninstabile (MSI), das chromosomal instabile (CIN) und das genomisch stabile
(GS) Magenkarzinom [3]. Basierend auf bekannten, komplexen Zusammenhangen von CIN
und p53 wurde in der vorliegenden Studie die Hypothese aufgestellt, dass typische, mit CIN
assoziierte klinisch-pathologische Charakteristika mit der p53-IHC korreliert sind.

467 Ganzgewebeschnitte von Patienten mit Therapie-naiven Magenkarzinomen wurden
immunhistologisch gegen p53 gefarbt. Fir jeden Gewebeschnitt wurden der HScore und das
Farbemuster bestimmt. Es wurden verschiedene Bewertungsalgorithmen der p53-IHC
gebildet und mit zahlreichen klinisch-pathologischen Patienteneigenschaften verglichen. Die
Ergebnisse wurden anschlieBend durch TP53-Genanalysen in 111 Fallen validiert.

442 Karzinome waren p53-immunpositiv, 25 waren p53-immunnegativ. Nach der
Korrektur der Falscherkennungsrate (FDR) zeigten sich signifikante Korrelationen zwischen
dem Algorithmus ,,Q1+Q4 vs. Q2+Q3” mit dem MS- und EBV-Status; der Algorithmus , hoch
vs. niedrig” korrelierte mit dem MS- und TP53-Mutationsstatus. Der Algorithmus ,,290%=0
oder 250%=3 vs. <90%=0 und <50%=3" wies nach der FDR-Korrektur keine Korrelationen auf.

Die intratumorale Heterogenitat des immunhistochemischen Nachweises von p53 im
Magenkarzinom konnte bestdtigt werden: 414 Karzinome zeigten ein homogenes
Farbemuster, 53 zeigten ein heterogenes Farbemuster. Entsprechend scheinen insbesondere
Biopsien nicht geeignet zu sein, um den p53-Status immunhistochemisch zu untersuchen.
Auch bei der Untersuchung von Ganzgewebeschnitten ist bei sehr kleinen heterogenen
Farbearealen ein hoher Stichprobenfehler zu erwarten. Das p53-Farbemuster zeigte keine
Korrelationen mit klinisch-pathologischen Patienteneigenschaften.

Die Ergebnisse der vorliegenden Stude zeigen, dass der immunhistologische Nachweis
von p53, der TP53- Mutationsstatus und das CIN Magenkarzinom miteinander in signifikantem
Zusammenhang stehen. Aufgrund niedriger Sensitivitat und Spezifitat ist im diagnostischen
Einzelfall jedoch mittels p53-IHC kein Riickschluss auf den TP53-Mutationsstatus moglich. Der
immunhistochemische Nachweis von p53 im Magenkarzinom korrelierte weder mit dem
tumorspezifischen Uberleben noch dem Gesamtiiberleben und zeigte in der untersuchten

Kohorte somit keinen prognostischen Wert.
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A Anhang

A.1 TP53-Exons

Exon 2
Cagccagactgecttccgggtcactgecatggaggagecgcagtcagatcctagegtcgageccectctgagtcaggaaacattttcagacctatggaaact
Exon 3

acttcctgaaaacaacgttctg

Exon 4
Tcccecttgecgtcccaageaatggatgatttgatgetgtccccggacgatattgaacaatggttcactgaagacccaggtccagatgaagcetceccagaatgeca
gaggctgctececeegtggeecctgeaccageagetectacaccggeggeccctgeaccageeccctectggeccctgteatettetgteecttcccagaaaacct

accagggcagctacggtttcegtcetgggcttettgeattctgggacagecaagtcetgtgacttgeacg
Polymorphismus c.215C>G, p.R72P

Tcccecttgecgtcccaageaatggatgatttgatgetgtecccggacgatattgaacaatggttcactgaagacccaggtccagatgaagcetceccagaatgeca
gaggctgctccecgegtggeccctgeaccageagetectacaccggeggececctgeaccagecccctectggeecctgteatettetgteccttcccagaaaacct
accagggcagctacggttteegtetgggettcettgeattctgggacagecaagtctgtgacttgeacg

Exon 5
tactccectgecctcaacaagatgttttgecaactggecaagacctgecctgtgeagetgtgggttgattccacaccecegeceggeacecgegtecgegecatgg
ccatctacaagcagtcacagcacatgacggaggttgtgaggegetgececcaccatgagegetgetcagatagegatg

Exon 6
gtctggeccctectcageatcttatccgagtggaaggaaatttgegtgtggagtatttggatgacagaaacacttttcgacatagtgtggtggtgecctatgagec
gectgag

Exon 7
gttggctctgactgtaccaccatccactacaactacatgtgtaacagttcctgeatgggeggeatgaaccggaggeccatectcaccatcatcacactggaagac
tccag

Exon 8
tggtaatctactgggacggaacagctttgaggtgegtgtitgtgectgtectgggagagaccggegcacagaggaagagaatctccgecaagaaaggggagect
caccacgagctgcccccagggagceactaagegag

Exon 9

cactgcccaacaacaccagetectctccccagecaaagaagaaaccactggatggagaatatttcacecttcag

Exon 10
atccgtgggegtgagegcttcgagatgttccgagagetgaatgaggecttggaactcaaggatgeccaggetgggaaggagecaggggggageagggcteact
ccag

Exon 11

ccacctgaagtccaaaaagggtcagtctacctcccgecataaaaaactcatgttcaagacagaagggectgactcagactga



A.2 Tabellen 5-7

Tabelle 5: Weitere Korrelationen der p53-Immunhistochemie mit klinisch-pathologischen Patientencharakteristika. (1) Fisher's Exact Test.

»<70%=0 und <50%=3" vs.
»270%=0 oder 250%=3“

»<70%=0 und <70%=3" vs.
»270%=0 oder 270%=3"

»,<70%=0 und <80%=3" vs.
»,270%=0 oder 280%=3“

gultig / nicht

giiltig [n] <70%=0 270%=0 <70%=0 270%=0 <70%=0 270%=0

und oder und oder und oder

<50%=3 250%=3 <70%=3 270%=3 <80%=3 280%=3

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Laurén-Phinotyp pt¥ 467 /0 p=0,545 p=0,295 p=0,437
intestinal 238 (51,0) 104 (47,5) 134 (54,0) | 120 (48,0) 118 (54,4) | 130 (48,7) 108 (54,0)
diffus 149 (31,9) 76 (34,7) 73 (29,4) | 81 (32,4) 68 (31,3) | 85 (31,8) 64 (32,0)
gemischt 31 (6,6) 15 (6,8) 16 (6,5) 21 (8,4) 10 (4,6) 21 (7,9) 10 (5,0)
nicht klassifizierbar 49 (10,5) 24 (11,0) 25 (10,1) | 28 (11,2) 21 (9,7) 31 (11,6) 18 (9,0)
EBV-Status ptt 453/ 14 p=0,063 p=0,243 p=0,356
negativ 434 (95,8) 200 (93,9) 234 (97,5) |231 (94,7) 203 (97,1) | 248 (95,0) 186 (96,9)
positiv 19 (4,2) 13 (6,1) 6 (2,5) 13 (5,3) 6 (2,9 13 (5,0) 6 (3,1)
MS-Status pt 451/ 16 p=0,372 p=0,074 p=0,029
MSS 417 (92,5) 199 (93,9) 218 (91,2) | 229 (94.6) 188 (90,0) | 246 (95,0 171 (89,1)
MSI 34 (7,5) 13 (6,1) 21 (8,8) 13 (5,4) 21 (10,0) | 13 (5,0) 21 (10,9)
HER2-Status p¥ 437 /30 p=0,300 p=0,385 p=0,727
negativ 401 (91,8) 194 (93,3) 207 (90,4) | 222 (92,9) 179 (90,4) | 235 (92,2) 166 (91,2)
positiv 36 (8,2) 14 (6,7) 22 (9,6) 17 (7,1) 19 (9,6) 20 (7,8) 16 (8,8)
MET-Status p 455 /12 p=0,583 p=0,043 p=0,024
negativ 423 (93,0) 199 (92,1) 224 (93,7) | 224 (90,7) 199 (95,7) | 239 (90,5) 184 (96,3)
positiv 32 (7,0) 17 (7,9) 15 (6,3) 23 (9,3) 9 (4,3) 25 (9,5) 7 (3,7)



Tabelle 6: Weitere Korrelationen der p53- Immunhistochemie mit klinisch-pathologischen Patientencharakteristika. (1) Fisher's Exact Test.

»<90%=0 und <50%=3“ vs.
»,290%=0 oder 250%=3“

»<90%=0 und <70%=3“ vs.
»290%=0 oder 270%=3"

»,<90%=0 und <80%=3" vs.
»290%=0 oder 280%=3“

giiltig / nicht

glltig [n] <90%=0 und 2?)?12:0 <90%=0 und 2!:)(()::0 <90%=0 und 2?::::0

<50%=3 >50%=3 <70%=3 >70%=3 <80%=3 >80%=3

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Laurén-Phanotyp 467 /0 p=0,893 p=0,333 p=0,439
intestinal 238 (51,0) 138 (49,5) 100 (53,2) | 154 (49,7) 84 (53,5) | 164 (50,2) 74 (52,9)
diffus 149 (31,9) 92 (33,0) 57 (30,3) 97 (31,3) 52 (33,1) | 101 (30,9) 48 (34,3)
gemischt 31 (6,6) 19 (6,8) 12 (6,4) 25 (8,1) 6 (3,8) 25 (7,6) 6 (4,3)
nicht klassifizierbar 49 (10,5) 30 (10,8) 19 (10,1) 34 (11,0) 15 (9,6) 37 (11,3) 12 (8,6)
EBV-Status 453 /14 p=0,007 p=0,027 p=0,073
negativ 434 (95,8) 252 (93,7) 182 (98,9) |283 (94,3) 151 (98,7) | 300 (94,6) 134 (98,5)
positiv 19 (4,2) 17 (6,3) 2 (1,1) 17 (5,7) 2 (1,3) 17 (5,4) 2 (1,5)
MS-Status 451 /16 p=0,017 p=0,093 p=0,247
MSS 417 (92,5) 241 (89,9) 176 (96,2) | 271 (90,9) 146 (95,4) |288 (91,4) 129 (94,9)
MSI 34 (7,5) 27 (10,1) 7 (3,8) 27 (9,1) 7 (4,6) 27 (8,6) 7 (5,1)
HER2-Status 437 /30 p=0,109 p=0,136 p=0,339
negativ 401 (91,8) 247 (93,6) 154 (89,0) | 275 (93,2) 126 (88,7) |288 (92,6) 113 (89,7)
positiv 36 (8,2) 17 (6,4) 19 (11,0) | 20 (6,8) 16 (11,3) | 23 (7.4) 13 (10,3)
MET-Status 455 /12 p=0,456 p=0,697 p=0,423
negativ 423 (93,0) 256 (93,8) 167 (91,8) | 281 (92,4) 142 (94,0) | 296 (92,2) 127 (94,8)
positiv 32 (7,0) 17 (6,2) 15 (8,2) 23 (7,6) 9 (6,0) 25 (7,8) 7 (5,2)



Tabelle 7: Weitere Korrelationen der p53- Immunhistochemie mit klinisch-pathologischen Patientencharakteristika. (1) Fisher's Exact Test.

»<99%=0 und <50%=3" vs. | ,,<99%=0 und <70%=3“ vs. | ,<99%=0 und <80%=3“ vs.
gilltig / nicht »,299%=0 oder 250%=3" »299%=0 oder 270%=3“ | ,299%=0 oder >80%=3"
giiltig [n] <99%=0 299%=0 | oo ound  209%0 | couzound  229%0
und oder <70%=3 oder <80%=3 oder
<50%=3 250%=3 270%=3 280%=3
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Laurén-Phinotyp ptt 467 /0 p=0,254 p=0,103 p=0,253
intestinal 238 (51,0) 165 (48,5 73 (57,5) | 181 (48,8) 57 (59,4) | 191 (49,2) 47 (59,5)
diffus 149 (31,9) 117 (34,4) 32 (25,2) | 122 (32,9) 27 (28,1) | 126 (32,5) 23 (29,1)
gemischt 31 (6,6) 23 (6,8) 8 (6.3) 29 (7,8) 2 (2,1) 29 (7,5) 2 (2,5)
nicht klassifizierbar 49 (10,5) 35 (10,3) 14 (11,0) | 39 (10,5 10 (10,4) 42 (10,8) 7 (8,9)
EBV-Status pt¥ 453 /14 p=0,032 p=0,143 p=0,221
negativ 434 (95,8) 310 (94,5) 124 (99,2) | 341 (950) 93 (98,9) | 358 (952) 76 (98,7)
positiv 19 (4,2) 18 (5,5) 1 (0,8) 18 (5,0) 1 (1,1) 18 (4,8) 1 (1,3)
MS-Status ptd 451/ 16 p<0,001 p=0,004 p=0,017
MSS 417 (92,5) 294 (89,9) 123 (99,2) | 324 (90,8) 93 (98,9) | 341 (91,2) 76 (98,7)
MSI 34 (7,5) 33 (10,1) 1 (0,8) 33 (9,2) 1 (1,2) 33 (8,8) 1 (1,3)
HER2-Status pt 437 /30 p=0,018 p=0,016 p=0,060
negativ 401 (91,8) 299 (93.7) 102 (86,4) | 327 (93,4) 74 (85,1) | 340 (92,9) 61 (85,9)
positiv 36 (8,2) 20 (6,3) 16 (13,6) | 23 (6,6) 13 (14,9) 26 (7,1) 10 (14,1)
MET-Status p¥ 455 /12 p=0,212 p>0,999 p=0,803
negativ 423 (93,0) 313 (94,0) 110 (90,2) | 338 (92,9) 85 (93,4) | 353 (92,7) 70 (94,6)
positiv 32 (7,0) 20 (6,0) 12 (9,8) 26 (7,1) 6 (6,6) 28 (7,3) 4 (5,4)




A.3 Tabelle 8

Tabelle 8: TP53-Mutationsstatus in 103 CIN* und GS* Fillen. 1Bei den gekennzeichneten Fallen wurden abweichend das AllPrep DNA/RNA FFPE Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) zur DNA-

Extraktion und das QIAquick® 96 PCR Purification kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) zur Aufreinigung der PCR-Produkte entsprechend der Hersteller-Empfehlung verwendet [100].

p53-IHC TP53-Mutationsstatus
I
-
- 2 | Algorithmen
Q = N
SIS =
T 2| o -n Effekt der
c © m - T I E':: .
32|48 |§|8|2 Mutation
g 32| 3 Slals Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8 Exon 9 Exon 10
S|l2|818% |58
S | £ o =< |z
ENIOE IS
1t wt wt wt wt wt wt -
2t - wt c.646G>T wt wt - - p.V216L/missense
.R213R/silent
3t A - wt c.639A>G wt c.844C>T - - b /S,I en
& p.R282W/missense
41 8 o% - wt wt wt c.844C>T - - p.R282W/missense
51 = 5 & €.215C>G wt wt wt wt wt wt p.P72R/missense
)
6 o w S - wt wt wt wt - -
=1 | >
7 % E = o n.a. wt wt c.713G>A wt - - p.C238Y/missense
8 | & m Q g - wt wt wt .832C>G - - p.P278A/missense
913 | S = x n.a. .524G>A wt wt wt - - p.R175H/missense
10 | — 8 (',Iu n.a. wt c.652_654del wt wt - - p.V218del/frameshift
11 =3 - €.524G>A wt wt wt - - p.R175H/missense
121 o wt wt c.632C>T wt wt wt wt p.T211l/missense
13t [y - wt wt c.743G>A wt - - p.R248Q/missense
141 g - wt wt c.743G>A wt - - p.R248Q/missense
15t - €.530C>G wt wt wt - - p.P177R/missense
16 - wt wt €.749C>T wt - - p.P250L/missense




17 n.a. wt wt wt n.a. - -
18 - wt wt wt wt - -
19 3 - wt wt wt ¢.899C>T - - p.P300L/missense
20 S - wt wt wt wt - -
21 grau IL\D, n.a. wt wt c.743G>A n.a. wt n.a. p.R248Q/missense
schwarz Q n.a. wt wt c.743G>A wt wt wt p.R248Q/missense
221 T ﬁ - wt wt c.723del wt - - p.S241fs/frameshift
23t AL 8 oo c.347del wt wt wt wt wt - p.S116fs/frameshift
24| 5 z 5 = - wt wt c.723del wt - - p.S241fs/frameshift
251 3 < B R, n.a. wt wt wt wt wt -
26! g r|—||-I g wt wt wt wt wt wt -
27| 2 -8 ?\Io n.a. wt wt wt wt n.a. -
28t E,: w wt wt wt wt wt n.a. -
< p.W146*/nonsense
29 - c.438G>A wt wt c.837G>A - - -
p.G279G/silent
30 - wt wt wt wt - -
31 n.a. wt wt wt wt - -
32t wt wt wt wt wt wt -
33t S wt wt wt wt wt €.993G>A - p.Q331Q/silent
34 o n.a. wt wt wt wt - -
351 g— n.a. wt wt wt wt wt -
36! o A n.a. wt wt wt wt wt -
371 8 wt wt wt wt n.a. wt -
38! T § wt wt wt wt wt wt -
39: % 8 S n.a. wt wt wt wt wt -
40t < 5 g_ n.a. wt wt wt wt n.a. -
41 E:h 5 w L/J\_I - wt wt wt wt - -
21< | A Q - wt wt n.a. wt - -
43 % ? n.a wt wt wt wt - -
44 ({’3 w - wt wt wt n.a. - -
45 < - wt wt wt wt - -
46 - wt wt wt wt - -
47 - wt wt wt wt - -
48 - wt wt wt wt - -




49

50

51

52

53

54

55!

56!

571

58!

59!

60!

61!

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79!

80

snyip

AIe3aU-13IN/-2YIH

A - wt wt wt wt - -
8; - wt wt wt wt - -
grau ? n.a. c.553A>G n.a. wt n.a. wt n.a. p.S185G/missense
schwarz g S n.a. c.553A>G n.a. wt wt wt n.a. p.S185G/missense
grau j@) A - wt wt wt wt - -
weil ® Lo’-' - wt wt wt wt - -
§ - wt wt wt wt - -
& - wt wt wt wt - -
n.a. wt wt wt wt wt -
wt wt wt wt wt wt -
wt wt wt wt wt wt -
n.a. wt wt wt wt wt -
5 wt wt wt wt wt wt -
o wt wt wt wt wt wt -
=5 n.a. wt wt wt wt wt -
o - wt wt c.751A>C wt - - p.1251L/missense
® - wt wt wt wt - -
o
§ - wt wt wt wt - -
o - c.511G>T wt wt wt - - p.E171*/nonsense
o 8_ n.a. ¢.510_511delinsTT wt wt wt - - p.E171*/nonsense
o w - wt wt wt wt - -
g % n.a. wt wt wt wt - -
§ - wt wt wt wt - -
w n.a. wt wt wt wt - -
- wt wt wt wt - -
- wt wt wt wt - -
- wt c.574C>T wt wt - - p.Q192*/nonsense
- wt wt wt wt - -
n.a. wt wt wt ¢.809T>G - - p.F270C/missense
- wt wt c.730G>T wt - - p.G244C/misense
g n.a. c.536A>G wt wt wt - - p.H179R/missense
S - wt wt wt c.818G>A - - p.R273H/missense
n.a. wt wt wt wt wt -
- wt wt wt wt - -




81

82!

83!

841

85!

86!

871

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

snyip

Anedau-1JIN/-243IH

schwarz

weil}

schwarz

weil}

Yooy

- wt wt wt wt -
wt wt wt wt wt wt
n.a. wt wt wt wt wt
n.a. wt wt wt wt wt
wt wt wt wt wt wt
wt wt wt wt wt wt
- c.524G>A wt wt wt - p.R175H/missense
- wt wt wt c.817C>T - p.R273C/missense
A - wt €.639A>G wt wt - c.639A>G/silent
= - wt wt wt wt -
X
0 - wt wt wt wt -
o S - wt wt wt wt -
N | S - wt wt wt wt -
+ [
O | A - wt wt wt wt -
w |» -
Q - wt €.640C>G wt wt - p.H214D/missense
ﬁ - wt wt wt wt -
w
- wt wt wt wt -
- wt wt wt wt -
- wt wt wt wt -
- wt wt c.743G>A wt - p.R248Q/missense
- wt wt wt wt -
- wt wt wt wt -
- €.393_395del wt wt wt - p.N131del/frameshift
- wt wt wt wt -
- wt wt wt wt -




A.4 Tabelle 9

Tabelle 9: TP53-Mutationsstatus in acht heterogenen Fallen.

p53-IHC TP53-Mutationsstatus
- Algorithmen
S
5 -
I - I I Effekt der
(2] = .
3131818 |¢% Mutation
§ 3 3|3 |3 Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8 Exon 9 Exon 10
S| & |z|o]|8
ot 1< |a
o o ) I
- = ‘_,_‘, gJ'_
2|E R
104 schwarz - wt wt wt wt - -
gau | T - wt €.659A>G wt wt - - p.Y220C/missense
105 grau 5 n.a wt wt wt wt wt wt
schwarz n.a. wt wt wt wt n.a. n.a.
N
weil o n.a. wt wt wt wt wt wt
106 o
grau X n.a. wt wt wt wt wt wt
107 weil o) é n.a. wt wt wt wt wt wt
grau Y5 n.a. wt wt wt wt wt wt
108 =E2 1 5 8 ‘/3\' n.a. c.424C>T wt wt wt wt n.a. p.P142S/missense
schwarz | @ 8 n.a. c.424C>T wt wt wt wt n.a. p.P142S/missense
Q.
109 weit | =, § n.a. wt wt wt n.a. wt wt
(/]
grau w n.a. wt wt wt n.a. wt wt
110 weild n.a. wt wt wt n.a. wt n.a.
grau n.a. wt wt wt wt wt wt
111 schwarz - wt wt wt wt - -
weil - wt wt wt wt - -




A.5 Abbildung 19

Gesamte Validierungskohorte (111) CIN* Falle (34)
TP53- TP53- TP53- TP53-
Mutation | Wildtyp Mutation | Wildtyp
hoch 26 26 hoch 16 5
niedrig 10 49 niedrig 4 9
Sensitivitdt = 0,72 Sensitivitdt= 0,8
Spezifitat = 0,65 Spezifitdt = 0,64
TP53- TP53- TP53- TP53-
Mutation | Wildtyp Mutation | Wildtyp
Q1+Q4 20 28 Q1+Q4 12 9
02+Q3 16 47 Q2+Q3 8 5
Sensitivitat = 0,56 Sensitivitdt = 0,6
Spezifitdt = 0,63 Spezifitdt = 0,36
TP53- TP53- TP53- TP53-
Mutation | Wildtyp Mutation | Wildtyp
>90%=0 >90%=0
oder 17 25 oder 9 9
>50%=3 >50%=3
<90%=0 <90%=0
und 19 50 und 11 5
<50%=3 <50%=3
Sensitivitdt = 0,47 Sensitivitadt = 0,45
Spezifitdt = 0,67 Spezifitdt = 0,36
~ korrekt erkannter TP53 — mutationsbedingter p53 — Expressionstyp
Sensitivitit = - =
alle TP53 — mutierten Fille
Spezifitit korrekt erkannter TP53 — Wildtyp
ezifitat =
- alle Falle mit TP53 — Wildtyp

Abbildung 19: Sensitivitat und Spezifitat. Genauigkeit verschiedener p53-IHC-Bewertungsalgorithmen bei der Erfassung des
, TP53-mutationsbedingten p53-Expressionstyps”. Zu den TP53-Mutationen werden alle Veranderungen gezahlt, bei denen
es sich nicht um eine stumme Mutation handelt, diese werden bei den Fallen mit TP53-Wildtyp beriicksichtigt.
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