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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Magenkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Die Inzidenz des Magenkarzinoms zeigt deutliche geographische Unterschiede. Wah-
rend sie in Asien mit Abstand am hochsten ist, liegt sie in Europa im weltweiten Ver-
gleich immerhin noch auf Platz 2 [1]. 2016 handelte es sich in Deutschland beim Ma-
genkrebs um die 8. haufigste Tumorlokalisation fir Krebsneuerkrankungen bei Man-
nern bzw. 10. haufigste Tumorlokalisation fur Krebsneuerkrankungen bei Frauen [2].
Mit 9.730 Neuerkrankungen pro Jahr erkranken Manner 2016 etwa 1,6-mal haufiger
an Magenkrebs als Frauen, bei denen die Zahl an Neuerkrankungen fur Magenkrebs
2016 bei 6.050 lag. Das mittlere Erkrankungsalter liegt fir Manner bei 72 Jahren. Somit
erkranken Manner nicht nur haufiger, sondern im Schnitt auch 4 Jahre friher als
Frauen, welche im Schnitt mit 76 Jahren erkranken [2]. Nur sehr selten erkranken Men-
schen vor dem 30. Lebensjahr [3]. In etwa einem Drittel der dokumentierten Falle war
der Tumor zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits metastasiert, befand sich also
bereits in Stadium 1V. Zusatzlich dazu zahlt die relative 5-Jahres-Uberlebensrate von
nur 32% weiterhin zu einer der schlechtesten [2]. Obwohl seit Jahren ein Rickgang
der Neuerkrankungen und Sterbefélle beobachtet werden kann, ist die Abnahme der
Inzidenz jedoch v. a. durch die bessere Konservierung von Lebensmitteln bedingt,
aber z. T. auch auf die Klassifizierung von Adenokarzinomen des gastroésophagealen
Ubergangs als Barretkarzinome zuriickzufiihren, welche friiher zu den Magenkarzino-
men gezahlt wurden [4]. W&hrend proximale Magenkarzinome in Industrielandern, bei
Kaukasiern sowie wirtschaftlich-sozial besser situierten Menschen haufiger vorkom-
men, sind in Entwicklungslandern, unter Nicht-Kaukasiern sowie wirtschaftlich sozial

schlechter situierten Menschen Tumore des distalen Magens haufiger vertreten [5].

1.1.2 Atiopathogenese

Das Magenkarzinom kann sowohl sporadisch auftreten als auch familiar geh&uft oder
hereditar bedingt. Ein Risikofaktor fur die Entstehung des Magenkarzinoms ist He-
licobacter (H.) pylori. Nachdem Barry J. Marshall und J. Robin Warren 1985 erstmals
H. pylori, welches friher als Campylobacter pylori bezeichnet wurde, als Ausloser der
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chronischen Typ-B-Gastritis, also der bakteriellen Gastritis, nachweisen konnten, er-
kannte man die bedeutende Rolle von H. pylori in der Entstehung des Magenkarzi-
noms [6, 7]. Heute gilt H. pylori als ein humanes Karzinogen der Gruppe 1 [8]. Das
Correa-Model beschreibt die Karzinogenese des Magens als eine Abfolge sequenzi-
eller Phasen. Es beginnt mit einer chronisch aktiven Gastritis Uber die atrophische
Gastritis, welche in eine intraepitheliale Neoplasie (ehemals Dysplasie) der Magen-
schleimhaut tbergeht. Die intraepitheliale Neoplasie gilt dabei als Vorlauferlasion des

Magenkarzinoms, in dem es endet [9].

Keimbahnmutationen, die zu einem hereditaren Magenkarzinom fiihren, liegen nur bei
etwa 5 — 10 % der von einem Magenkarzinom Betroffenen vor [10]. Diese kénnen auch
im Rahmen von Syndromen auftreten, die fur unterschiedliche hereditare Tumorleiden
ursachlich sind und u. a. ein Magenkarzinom hervorrufen kénnen. Daftir bekannt sind
z.B. das Li-Fraumeni-Syndrom (TP53), das Lynch-Syndrom (hMLH1 & hMLH2), das
Peutz-Jeghers-Syndrom (STK11), hereditarer Brust- und Eierstockkrebs (BRCA1/2),
MUTYH-assoziierte adenomatdse Polypose (MUTYH), die familidre Polypose (APC),
die juvenile Polypose und das Cowden-Syndrom (PTEN) [11]. Hereditare Magenkar-
zinome vom diffusen Typ zeigen in 30 — 40 % der Félle eine Mutation im CDH1-Gen,
einem Gen, das fur E-Cadherin kodiert, welches als Adhasionsprotein die Zell-Zell-
Verbindung vermittelt [11]. Neben dem CDH1-Gen gibt es aber noch viele weitere
Gene, die unter Verdacht stehen, eine Rolle in der Entstehung hereditarer, diffuser
Magenkarzinome einzunehmen. Dazu zahlen z.B. a-E-Catenin [12], INSR (Insulinre-
zeptor), FBOX24 (F-Box-Protein 24) und DOT1L (DOT1 ahnliches Histon H3K79 Me-
thyltransferase) [13].

Hat man einen Verwandten ersten Grades, bei dem ein Magenkarzinom aufgetreten
ist, so ist das eigene Risiko, ebenfalls an einem Magenkarzinom zu erkranken, bereits
zwel- bis dreifach erhoht. Betrifft die Erkrankung mehr als einen Verwandten ersten
Grades, so ist das Risiko sogar etwa 10-fach héher [2]. Familidr geh&aufte Magenkar-
zinome weisen zum Teil gemeinsame Risikofaktoren, wie Erndhrungsgewohnheiten,
genetische Pradisposition oder aber auch H. pylori-Infektion auf. Wahrend bestimmte
diatetische Faktoren einen ungunstigen Einfluss darstellen, wurde fir andere ein pra-
ventiver Effekt fur die Entstehung des Magenkarzinoms nachgewiesen. So konnte fur

die vermehrte Aufnahme von Salz ein erhéhtes Risiko fir das Magenkarzinom gezeigt
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werden [14]. Auch der geringe Konsum von frischem Obst und Gemiuse hat einen ne-
gativen Effekt [15]. Obwohl Alkoholkonsum bekannterweise eine chronische Magen-
schleimhautentziindung hervorrufen kann, konnte ein Zusammenhang mit der Entste-
hung des Magenkarzinoms bisher nicht nachgewiesen werden [16, 17]. Praventiv min-
dern die Aufnahme von Vitamin C und den z. B. in griinen Tee enthaltenen Polypheno-
len das Risiko zu erkranken [18, 19]. Aber es sind nicht nur die Ernahrungsgewohn-
heiten, die maf3geblich das Risiko beeinflussen. Auch Adipositas scheint mit dem Auf-
treten des Magenkarzinoms assoziiert zu sein. Der Zusammenhang ist umso starker,
je héher der Body-Mass-Index ist [20]. Weit verbreitet ist das Bewusstsein daftir, dass
der Konsum von Tabak Lungenkrebs verursachen kann [21]. Doch dieselben karzino-
genen Stoffe, die in Tabak enthalten sind, kbnnen ebenso die Entstehung eines Ma-
genkarzinoms begunstigen [22, 23].

Neben diesen beeinflussbaren Faktoren gibt es jedoch auch eine Reihe an Risikofak-
toren, die sich kaum bis gar nicht beeinflussen lassen. Dazu z&hlen beispielsweise
eine Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus [24], duodenogastrodsophageales Refluxlei-
den [5] oder aber die Blutgruppe A [25]. Medizinisch notwendig gewordene Magenchi-
rurgie, wie z. B. die Teilresektion, ist eine der Hauptrisikofaktoren fiir ein Cardia-A-
denokarzinom [26]. Die perniziose Anamie ist ebenfalls assoziiert mit einer erhdhten
Erkrankungswahrscheinlichkeit [27]. Sie entsteht auf Grund eines Mangels an Intrinsic
Factor, der in den Parietalzellen der Magenschleimhaut im Magenfundus und -corpus
gebildet wird. Eine perniziosse Andmie kann als Folge der Typ-A Gastritis auftreten,

indem durch eine Autoimmunreaktion die Parietalzellen zerstért werden.[28].

All die hier aufgefiihrten Risikofaktoren kdnnen Vorlauferlasionen verursachen, welche
den Boden bereiten, auf dem Magenkarzinome entstehen kénnen. Die intraepitheliale
Neoplasie als Vorlauferlasion des Magenkarzinoms wird von der WHO in einen intes-
tinalen und gastrischen Typ unterteilt. Es existieren allerdings auch Mischformen. Das
Erscheinungsbild intraepithelialer Neoplasien kann sowohl polypoid, flach aber auch
eingesunken sein [29]. Die Beurteilung zum Nachweis des Vorhandenseins einer in-
traepithelialen Neoplasie in einem Biopsat erfolgt anhand der modifizierten Wien-Klas-
sifikation. Sie beschreibt 5 Kategorien beginnend mit Kategorie 1. Fehlender Nachweis
einer intraepithelialen Neoplasie; bis Kategorie 5: Submukosal invasiv wachsende Kar-
zinome [30]. Die unterschiedlichen Erscheinungsformen des Magenkarzinoms sowie

zahlreiche weitere Eigenschaften werden in der Pathologie detailliert beschrieben.
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1.1.3 Pathologie

Das Adenokarzinom ist die haufigste Form von Magenkrebs, gefolgt von neuroendo-
krinen Tumoren und gastrointestinalen Stromatumoren, welche allerdings nur 4 —5 %
aller malignen Magentumoren ausmachen [2]. Die Vielfalt der Erscheinungsbilder des
Magenkarzinoms wird durch unterschiedliche Klassifikationen beschrieben. Bis heute
findet die Klassifikation nach Laurén von 1965 Anwendung, welche vier Typen des
Magenkarzinoms unterscheidet: der diffuse Typ, der intestinale Typ, der gemischte

Typ und der unklassifizierbare Typ [31].

Eine neuere Klassifikation maligner Tumoren des Gastrointestinaltraktes bietet die
Weltgesundheitsorganisation (WHO). Sie richtet sich nach den histologischen Wachs-
tumseigenschaften und unterteilt Adenokarzinome des Magens in papillare, tubulare,
muzingse, gering kohasiv wachsende, einschliel3lich des Siegelringkarzinoms und an-
derer Varianten sowie gemischte Adenokarzinome [29].

Neben diesen sich auf die Tumormorphologie beschrankenden Klassifikationen hat
sich aul3erdem eine Unterscheidung nach molekularem Subtyp durchgesetzt. Eine
Studie, die Teil des ,The Cancer Genome Atlas“-Projekt war, untersuchte 2014 die
molekularen Eigenschaften von 295 Adenokarzinomen des Magens und lieferte die
Grundlage nach der vier verschiedene molekulare Subtypen des Magenkarzinoms un-
terschieden werden kdnnen: chromosomal instabile (CIN), genomisch stabile (GS),
Epstein-Barr-Virus-assoziierte (EBV) und mikrosatelliteninstabile (MSI) Magenkarzi-
nome. Dabei sind die Subtypen mit fir sie haufig einhergehenden Genkonstellationen
assoziiert. Epstein-Barr-Virus-assoziierte Adenokarzinome zeigen beispielsweise
PIK3CA-Mutationen (Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphonat 3-Kinase katalytische
Untereinheit Alpha), starke DNA-Hypermethylierung und Amplifikation von JAK2 (Ja-
nuskinase 2), PD-L1 (Programmierter Zelltod Ligand 1) und PD-L2 (Programmierter
Zelltod Ligand 2). Im Gegensatz dazu weisen mikrosatelliteninstabile Tumore erhdhte
Mutationsraten auf, welche u. a. Gene betreffen, die fir onkogene Signalproteine ko-
dieren. Genomisch stabile Tumoren sind haufiger mit einem diffusen histologischen
Wouchsbild assoziiert und zeigen RHOA-Mutationen (GTPase aktivierendes Protein),
wahrend chromosomal instabile Tumore eine ausgepragte Aneuploidie sowie eine fo-

kale Amplifikation von Rezeptor-Tyrosinkinasen aufweisen [32].
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Eine weitere Einteilung der Magenkarzinome wird anhand der TNM-Klassifikation und

der UICC-Stadien vorgenommen.

1.1.4 TNM-Klassifikation und UICC-Stadien

Die TNM-Klassifikation bietet dem Kliniker anhand von Tumormerkmalen wie der lo-
kalen Tumorausdehnung (T), der Abwesenheit oder Anwesenheit sowie der Anzahl
von regionaren Lymphknotenmetastasen (N) und dem Vorhandensein von Fernmeta-
stasen (M) eine Einschatzung des Tumorstadiums und dartber hinaus eine wichtige

Entscheidungsgrundlage fur die Behandlung des Patienten [33, 34]. Die genaue Ein-

teilung ist in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: TNM-Klassifikation von 2017. Quelle: Wittekind, 2017 [33]

Priméartumor (T)

X
TO
Tis
Tla
T1b
T2
T3
T4a
T4b

Primartumor kann nicht beurteilt werden

Kein Anhalt fir Priméartumor

intraepithelialer Tumor ohne Infiltration der Lamina Propria

Tumor infiltriert die Lamina propria oder Muscularis mucosae

Tumor infiltriert Submukosa

Tumor infiltriert Muscularis propria
Tumor infiltriert Subserosa

Tumor perforiert Serosa

Tumor infiltriert benachbarte Strukturen

Regionare Lymphknoten (N)

NX
NO
N1
N2
N3a
N3b

Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
Metastasen in 1 bis 2 regionaren Lymphknoten
Metastasen in 3 bis 6 regionaren Lymphknoten
Metastasen in 7 bis 15 regionaren Lymphknoten
Metastasen in 16 oder mehr regionaren Lymphknoten

Fernmetastasen (M)

MO
M1

Keine Fernmetastasen

Fernmetastasen
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Die UICC-Stadien beginnen mit Stadium 0. Bei Stadium 0 handelt es sich um ein Car-
cinoma in situ (Tis) ohne das Vorhandensein von regionaren Lymphknoten- oder Fern-
metastasen. Das hdchste UICC-Stadium, Stadium IV, ist erreicht, sobald das Vorhan-
densein von Fernmetastasen nachgewiesen wurde, unabhéangig vom T- und N-Status.
Die einzelnen UICC-Stadien sind in Tabelle 2 mit den dazugehdrigen TNM-Status auf-
gefuhrt. TNM-Status und UICC-Stadien flie3en neben anderen Faktoren in die Prog-

nose eines Patienten ein.

Tabelle 2 UICC-Stadien des Magenkarzinoms. Quelle: Wittekind, 2017 [33]

Stadium Tumorausdeh- Lymphknotensta- Fernmetastasen

nung tus

0 Tis NO MO

IA T1 NO MO

IB T1 N1 MO

T2 NO MO

A T1 N2 MO

T2 N1 MO

T3 NO MO

1B T1 N3a MO

T2 N2 MO

T3 N1 MO

T4a NO MO

A T2 N3a MO

T3 N2 MO

T4a N1, N2 MO

T4b NO MO

B T1, T2 N3b MO

T3, T4a N3a MO

T4b N1, N2 MO

lnc T3, T4a N3b MO

T4b N3a, N3b MO

Jedes T

Jedes N

M1
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1.1.5 Prognose
Neben dem TNM-Status beeinflussen weitere Tumoreigenschaften die Prognose.
Diese lassen sich in essenzielle und zuséatzliche Faktoren unterscheiden, die wiede-

rum in tumor-, wirt- und umweltbezogene Faktoren unterteilt werden kénnen.

Der TNM-Status stellt als einer der wichtigsten Prognosefaktoren einen essenziellen,
tumorbezogenen Faktor dar. Auch der HER2-Status zahlt in diese Kategorie. Ein wei-
terer essenzieller, jedoch umweltbezogener Faktor ist der Residualtumorstatus. So
macht es einen Unterschied, ob der Tumor RO, also im gesunden Gewebe, entfernt
wurde oder, ob der Tumor in die R2-Kategorie zahlt, bei der bereits makroskopisch
sichtbar Teile des Tumors nach der Resektion im Korper verblieben sind. Zusatzliche
tumorbezogene Faktoren sind die Tumorlokalisation (Kardia vs. distaler Magen), der
Histologische Typ (diffus vs. intestinal) und die GefaRRinvasion. Auch das Alter und die
damit verbundenen haufigeren Komorbiditaten nehmen als wirtbezogener Faktor ei-
nen Einfluss auf die Prognose des Patienten [33, 35]. Dennoch ist man auf der Suche
nach weiteren, neuen Faktoren. Als vielversprechend haben sich dabei das molekulare
Profil des Tumors (Mikrosatelliteninstabilitdt) und die Ethnie (Asiatisch vs. Nicht-Asia-
tisch) herausgestellt. Allerdings sind nicht alle tblicherweise fir maligne Tumoren an-
gewandten Prognosemarker auch sinnvoll beim Magenkarzinom anzuwenden. Dies
gilt z. B. fur den Ki67-Proliferationsindex, der zu den am haufigsten angewandten
Prognosemarkern fir maligne Tumoren zahlt. Es zeigte sich kein Zusammenhang zwi-
schen dem immunhistologisch bestimmten Ki67-Index und dem Patiententberleben
[36]. Neben potenziellen prognostischen Markern hat die Art der Therapie einen ent-

scheidenden Einfluss auf das Patiententiberleben.

1.1.6 Therapie

Das Ziel der Behandlung ist grundsatzlich davon abhéangig, wie weit die Erkrankung
bereits fortgeschritten ist. Ebenfalls davon abhangig sind aul3erdem die therapeuti-
schen Moglichkeiten. Wahrend im Fruhstadium noch eine endoskopische Resektion
in Form einer endoskopische Submukosadissektion (ESD) durchgefuhrt werden kann,
ist fur fortgeschrittenere Stadien oder auch schlecht differenzierte Tumore ein radika-
leres Vorgehen, beispielsweise durch eine Teilresektion bis hin zur totalen Resektion
des Magens, notwendig [37].
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Bisher gilt der chirurgische Ansatz als einzige kurative Behandlung fir Magenkarzi-
nome und stellt damit die Standardtherapie resektabler Tumore dar. Neben der chirur-
gischen Therapie wird in einigen Fallen auch die perioperative Chemotherapie emp-
fohlen. Sie kann nachgewiesenermalien das Gesamtuberleben verbessern. Von einer
praoperativen Radiochemotherapie oder Antikdrpertherapie wird jedoch abgeraten
[37].

Da ca. jedes dritte diagnostizierte Magenkarzinom bereits metastasiert ist, sind die
Therapiemoglichkeiten oft begrenzt [2]. Die palliative Therapie hat dann das Ziel, das
Uberleben zu verbessern und die Lebensqualitat zu erhalten. An dieser Stelle kann
eine systemische Chemotherapie eingesetzt werden. Vor Beginn einer palliativen The-
rapie sollte aulRerdem der HER2-Status bestimmt werden. Dieser gilt als ein positiver
pradiktiver Faktor fur eine Antikorpertherapie mit Trastuzumab, die im Falle eines
Her2/neu-Uberexprimierenden Tumors zusatzlich zu einer Chemotherapie angewandt
wird [37]. Zusatzlich dazu kann eine Misteltherapie die Lebensqualitéat des Patienten
verbessern, auch wenn sie nicht zur Verbesserung des Uberlebens beitragen kann
[38].

Die Verbesserung der Behandlung durch gezielte Tumortherapien (,Targeted-Thera-
pies”) ist Gegenstand aktueller Forschungsarbeiten. Dabei kommen Medikamente
zum Einsatz die gegen vorher im Tumor untersuchte Zielstrukturen gerichtet sind, wie
z.B. Trastuzumab bei HER2-positiven Magenkarzinomen. Besonders die genauen Me-
chanismen, die zu Tumorwachstum, Metastasierung aber auch zur Medikamentenre-
sistenz fuhren sind hier von Interesse. Die beteiligten Rezeptoren, signalvermittelnden
Proteine und andere fur den Tumor spezifische Eigenschaften werden gegen den Tu-
mor genutzt. Hierfur gibt es bereits unterschiedliche Methoden. Beispielsweise kénnen
Antikorper wahlweise direkt ihre Wirkung an Rezeptoren entfalten oder aber dafiur ge-
nutzt werden, gekoppelte Chemotherapeutika spezifisch an ihren Wirkungsort zu brin-
gen. Auch das korpereigene Immunsystem kann gezielt stimuliert und zur Bekampfung
von Tumorzellen eingesetzt werden. Durch das zunehmende Verstandnis der Tumor-
biologie kbnnen Therapeutika also immer préaziser gegen Tumore eingesetzt werden.
Herkdémmliche Chemotherapeutika wirken an allen sich schnell vermehrenden Zellen
gleichermal3en und fuhren dadurch zu Nebenwirkungen wie Haarverlust, Beeintrach-
tigung des Knochenmarks oder des Gastrointestinaltrakts [39]. Der Untergang des

Knochenmarks kann jedoch nicht nur zu einer Anamie fuhren, sondern auch die
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Funktion des Immunsystems von Patienten deutlich einschranken. Patienten sind
dann nicht nur anfalliger fir Infekte, sie sind auch gefahrdeter fir das Auftreten einer
febrilen Neutropenie [40], welche als schwere Nebenwirkung als lebensbedrohlich gilt
[41],Targeted Therapies sollen den Tumor im Vergleich zu herkdmmlichen
Chemotherapeutika damit nicht nur wirkungsvoller sondern auch nebenwirkungsarmer

fur gesunde Zellen bekampfen [39].

1.2 Der SWI-/SNF-Komplex

1.2.1 Funktion und Aufbau

Beim Switch-/Sucrose-non-fermenting-Komplex (SWI-/SNF-Komplex) handelt es sich
um einen ATP-abhangigen Chromatin-Remodeller. Er ist in der Lage, die Transkription
zu regulieren, indem er die Chromatinstruktur verandert. Dabei fuhrt die ATPase Akti-
vitat des Komplexes zu einer Unterbrechung des Histon-DNA-Kontaktes. Es kommt zu
einer DNA-Translokation, indem eine Loop-Formation gebildet wird, welche sich um
das Nukleosom ausbreitet und die DNA anschlieRend mit Abstand zur vorherigen Nuk-
leosom-Position neu positioniert. Dieser Ablauf wird auch als ,Sliding“ bezeichnet und
kann auRerdem zu einer Ejektion eines benachbarten Nukleosomen fuhren. Durch
diesen Vorgang wird die Zugéanglichkeit flr Transkriptionsfaktoren erhdht und damit

die Transkription reguliert [42].

Der SWI-/SNF-Komplex besteht aus 9 bis 12 Untereinheiten. Man unterscheidet
hauptséachlich zwei Arten von SWI-/SNF-Komplexen: BRG1-assoziierter Faktor (BAF,
auch bekannt und im Folgenden bezeichnet als SWI-/SNF-A) und polybromo BRG1-
assoziierter Faktor (PBAF, auch bekannt und im Folgenden bezeichnet als SWI-/SNF-
B). Die Kernuntereinheiten finden sich dabei sowohl im SWI-/SNF-A-Komplex, als
auch im SWI-/SNF-B-Komplex. Zu diesen Untereinheiten gehéren BRG1 (im Folgen-
den als SMARCA4 bezeichnet), BAF155 (SMARCC1), BAF170 (SMARCC?2) und
SNF5 (SMARCB1). AulRer den Kernuntereinheiten gibt es weitere variierende Un-
tereinheiten, die sich ebenfalls in beiden Komplexen finden lassen. Hierzu zahlen 3-
Actin, BAF53 (SMARCA2), BAF60
(SMARCD3), BAF45 sowie BAF57 (SMARCEL1) [42].
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Der SWI-/SNF-A-Komplex unterscheidet sich vom SWI-/SNF-B-Komplex durch fir ihn
spezifische Untereinheiten. Eine spezifische Untereinheit des SWI-/SNF-A-Komplexes
ist das AT-reiche-interaktive-Domain-Protein 1A und 1B (ARID1A/ ARID1B), fur das
bereits ein Zusammenhang mit dem TNM-Status und der Invasionstiefe des Magen-
karzinoms nachgewiesen werden konnte [42, 43]. Zu den spezifischen Untereinheiten
des SWI-SNF-B-Komplexes gehéren BAF200 (ARID2), BAF180 (PBRM1) und BRD?7.
Der SWI-/SNF-A-Komplex kann dabei sowohl SMARCAA4 als auch BRM als katalyti-
sche ATPase Untereinheit beinhalten, wahrend allein SMARCA4 als katalytische AT-
Pase Untereinheit des SWI-/SNF-B-Komplexes dient [42].

1.2.2 Tumorbiologische Bedeutung von SMARCA4 und SMARCE1

SWI-/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfa-
mily a, member 4 (SMARCA4) ist eine der katalytischen ATPase Untereinheiten des
SWI-/SNF-Komplexes, dessen Gen auf Chromosom 19 lokalisiert ist (19p 13.2) [42,
44]. Obwonhl haufiger von Mutationen in SMARCAA4 berichtet wird, die Uber einen Funk-
tionsverlust der Untereinheit zu einem aggressiveren Tumorwachstums fithren und da-
mit auf eine Rolle als Tumorsuppressor schliel3en lassen, wurde auch schon Gegen-
teiliges beobachtet [45—-47]. Somit ist die tumorbiologische Bedeutung von SMARCA4

bis heute nicht nur fir das Magenkarzinom unklar.

SWI-/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfa-
mily e, member 1 (SMARCEL) ist eine der variablen Untereinheiten des SWI-/SNF-
Komplexes, dessen Gen sich auf Chromosom 17 befindet (17921.2) und damit eng mit
ERBB2 benachbart ist, welches fir H2/neu kodiert (17912-21) [48]. Der humane epi-
dermale Wachstumsfaktorrezeptor 2 (Her2/neu) ist v. a. flir seine Relevanz beim
Brustkrebs bekannt und wird dort bereits als ein wichtiger Biomarker zur Therapiepla-
nung eingesetzt [49, 50]. Eine Uberexpression von Her2/neu vermittelt eine Zunahme
der Zellproliferation und erleichtert dadurch ein unkontrolliertes (Tumor-) Zellwachs-
tum. Die Uberexpression von Her2/neu gilt des Weiteren bei Brustkrebspatienten als
ein Indikator fur eine schlechte Prognose [51, 52]. Beim Magenkarzinom wird Her2/neu
als Angriffspunkt einer der zielgerichteten Therapien (,targeted therapies®,Antikor-
pertherapie) genutzt, um die Uberlebenszeit der palliativen Patienten zu verlangern
[37]. Fur SMARCEL1 wurde in einer Studie aus Asien beobachtet, dass eine hohe
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Expression einen signifikanten Zusammenhang mit einer schlechten Prognose sowie
fortgeschrittener Tumorgréf3e, Invasionstiefe und héherem UICC-Stadium beim Ma-
genkarzinom aufwies [53]. Andere Studien bestatigten aul3erdem, dass eine erh6hte
Expression von SMARCE1 mit Metastasierung des Tumors in Zusammenhang ge-
bracht werden kann [54, 55]. Diese Eigenschaft scheint SMARCE1 Uber den
ERK/MAPK-Signalweg zu vermitteln, welcher ebenfalls durch die Aktivierung von

Her2/neu in Gang gesetzt werden kann [51, 53].

1.3 Fragestellung

Die Funktionsweise des SWI/SNF-Komplexes sowie die bisher dazu vorliegenden Stu-
dien geben Hinweise auf eine Relevanz in der Tumorbiologie des Magenkarzinoms
eben dieses Komplexes oder seiner Untereinheiten [45-47, 53-55]. Ebenso wirft die
raumliche Nahe von SMARCE1 zu ERBB2 auf Chromosom 17 [48] die Frage auf, ob
hier eine Ko-Amplifikation vorliegt. Eine derartige Ko-Amplifikation konnte mdglicher-
weise in der Entstehung von Resistenzen gegen Therapeutika wie Trastuzumab, wel-
ches als Antikorper in der palliativen Therapie HER2-positiver Magenkarzinome ein-
gesetzt wird, beteiligt sein. Daher sollen in dieser Dissertation die hier genannten Hy-

pothesen Uberpruft werden:

(1) SMARCA4 und SMARCEL1 zeigen unterschiedlichen Arten der Expression sowie

intratumorale Heterogenitat beim Magenkarzinom.

(2) Die Expression von SMARCA4 und SMARCEL1 korreliert mit klinisch-pathologi-

schen Patientencharakteristika.
(3) Es liegt eine Ko-Amplifikation von SMARCE1 und ERBB2 vor.

Um diese Thesen zu prifen, wurde zunachst jeweils ein Antikorper fur die immunhis-
tochemische Farbung von SMARCA4 und SMARCEL1 etabliert. Diese wurden einzeln
zur immunhistochemischen Farbung von Ganzgewebeschnitten einer gut charakteri-
sierten Kohorte von tber 400 Magenkarzinompatienten genutzt. Die gefarbten Gewe-
beschnitte wurden im Anschluss mikroskopiert und anhand einer optischen Skala
(Histo-Score) bewertet, um die Auspragung sowie die Art der Expression zu ermitteln.
Die so erhobenen Daten wurden in einer Datenbank eingetragen, in der bereits viele

weitere klinisch-pathologische Patientencharakteristika zu den Féllen des
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Studienkollektivs untersucht wurden. Die in vorangegangen Untersuchungen bereits
als HER2 positiv bewerteten Félle wurden speziell in der Expression von Her2/neu und
SMARCEL1 verglichen, um zunéchst festzustellen, oo SMARCEL1 und Her2/neu an den
gleichen Stellen innerhalb der Karzinome exprimiert wurden. Zusatzlich wurde chro-
mogene in situ Hybridisierung (CISH) von HER2, welche einen Hinweis auf die zu-
grunde liegende Amplifikation von ERBB2 liefern, in den Vergleich mit einbezogen.
Zuletzt wurden ausgewabhlte Falle, unter denen sich auch ERBB2-amplifizierte befan-
den, mittels ddPCR auf die Amplifikation von SMARCEL1 untersucht. Im Anschluss
wurde eine statistische Auswertung der erhobenen Daten durchgefiuhrt und die Ex-
pression von SMARCA4 und SMARCEL mit vorliegenden klinisch-pathologischen Pa-

tientencharakteristika korreliert.



Methoden 13

2 Material
2.1 Studienkollektiv

Das Studienkollektivumschliel3t 468 therapienaive Adenokarzinome des Magens oder
gastroosophagealen Ubergangs aus dem Archiv des Instituts fiir Pathologie des Uni-
versitatsklinikums Schleswig-Holstein (UKSH), welche zwischen 1997 und 2009 diag-
nostiziert und operiert worden sind. Eingeschlossen wurden Patienten im Alter von 28
bis 92 Jahren. Das Durchschnittsalter des Kollektivs liegt bei 67 Jahren. Falle, fir die
nicht mehr ausreichend Gewebe zur Untersuchung vorhanden war, wurden ausge-
schlossen. Die nachstehend aufgefihrten Patientencharakteristika wurden durch das
Institut fur Pathologie des UKSH bereits vor Beginn dieser Studie erfasst: Geschlecht,
Alter, Tumorlokalisation, Tumortyp nach Laurén, Grading, TNM-Status und UICC-Sta-
dium. Follow-up-Daten Uber den Patiententod wurden vom Krebsregister Schleswig-
Holstein bezogen. Die vollstandigen Patientencharakteristika sind zudem in den Ta-

bellen 6 und 7 dargestellt

2.2 Gerate

Das verwendete Gewebe wurde in der Kiihl-Gefrierkombination Liebherr premium no-
frost (Liebherr, Bulle, Schweiz) gelagert. Zum Pipettieren wurden Eppendorf Research
plus Pipetten (Eppendorf AG, Hamburg) in den GréRen 10ul, 20ul, 100l und 200pl
sowie der Vortex Schuttler Vf2 (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen) genutzt. Der
Leica BOND-MAX (Leica Biosystems, Wetzlar) wurde zur Farbung eingesetzt. Mit dem
Cognitive Cxi Laber Printer (Leica Biosystems, Wetzlar) wurden Etiketten gedruckt.
Deckglasern wurden mit der Promounter RCM 2000 Coverslipping Machine (MEDITE
Medical GmbH, Burgdorf) aufgebracht. Einzelne gefarbte Gewebeschnitte wurden mit
dem Leica Scanner SCN 400 (Leica Microsystems, Wetzlar) eingescannt und digitali-

siert.

Des Weiteren wurde der Vortex Schiuttler Vf2 (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen)
und die Thermo Scientific™ Pico™ 17 Mikrozentrifuge (Thermo Fisher Scientific, Mas-
sachusetts, USA) verwendet. Es wurde Eis aus dem Eisbereiter Scotsman AF130
(Scotsman Ice Systems, Vernon Hills, USA) eingesetzt. Gearbeitet wurde an mit Ult-
raviolet Sterilizing PCR Workstation (Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen) ausge-
statteten Arbeitsplatzen. Fur die Durchfihrung der ddPCR kamen ein DG8™ Cartidge
Holder #1863051 (Bio-Rad Laboratories, Kalifornien, USA), ein QX200 Droplet
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Generator #1864002 (Bio-Rad Laboratories, Kalifornien, USA), der PX1 Heat Sealer
#1864000 (Bio-Rad Laboratories, Kalifornien, USA), ein C1000 Touch Thermocycler
mit Deep Well Reaction Module #1851197 (Bio-Rad Laboratories, Kalifornien, USA)
sowie der QX200 Droplet Reader #1864003 (Bio-Rad Laboratories, Kalifornien, USA)
und ein Lenovo ThinkPad L540 (Lenovo, Quarry Bay, Hongkong) zum Einsatz.

2.3 Software

Zur Erfassung und statistischen Auswertung der gewonnenen Daten wurde an Com-
putern mit dem Betriebssystem Microsoft® Windows 10 (Microsoft Deutschland
GmbH, Schwabing) gearbeitet. Die Erfassung der Daten erfolgte mit Microsoft Office
365® ProPlus (Microsoft Deutschland GmbH, Schwabing sowie speziell fur die ddPCR
mit QuantaSoft™ Version 1.7 #1864011 (Bio-Rad Laboratories, Kalifornien, USA). Die
statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von SPSS 27.0 (IBM Corporation, New York,
USA)

2.4 Chemikalien

Fir die immunhistochemische Farbung am Leica BOND-MAX (s. 2.2 Gerate) wurden
die Bond Dewax Solution (Leica Biosystems, Wetzlar), die Bond Epitope Rertieval So-
lution 2 (Leica Biosystems, Wetzlar), Bond Primary Antibody Diluent (Leica Biosys-
tems, Wetzlar) und BOND Wash Solution 10X Concentrate (Leica Biosystems, Wetz-
lar) genutzt. Nach der Farbung wurden die Objekttrager in 70% Ethanol (Th. Geyer
GmbH & Co. KG, Renningen) getaucht und mit dH20 (Th. Geyer GmbH & Co. KG,
Renningen) abgewaschen. Fur das Waschen der Schnitte in der aufsteigenden Alko-

holreihe wurde Xylol (Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen) verwendet.

Fir den Probenansatz der ddPCR wurde mit Nuclease freiem Wasser (Qiagen, Hilden)
und ddPCR Supermix for Probes (No dUTP) (Bio-Rad, Kalifornien, USA) gearbeitet.
AulRerdem wurde Droplet Generator Oil for Probes #1863005 (Bio-Rad Laboratories,
Kalifornien, USA) und Droplet Reader Oil #1863004 eingesetzt (Bio-Rad Laboratories,
Kalifornien, USA).
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2.5 Kitsysteme
Zur immunhistochemischen Farbung wurde das BOND Polymer Refine Detection Kit

(Leica Biosystems, Wetzlar) eingesetzt.

2.6 Antikorper

In der immunhistochemischen Farbung von SMARCA4 kam der monoklonale Maus
Antikorper Anti-SMARCA4/-BRG1, Klon E8V5B von Cell Signaling Technology (Be-
verly, MA, USA) in der Verdinnung 1 : 400 zum Einsatz. Zur immunhistochemischen
Farbung von SMARCE1 wurde der monoklonale Hasen Antikdrper, Anti-SMARCE1/-
BAF57, Klon E6H5J von Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA) in der Verdin-
nung 1 : 300 eingesetzt.

2.7 Oligonukleotide

Fur die Durchfihrung der ddPCR wurden fir SMARCEL1 die im Folgenden genannten
Primer eingesetzt. Selbst designter Primer (Biomers.net GmbH, Ulm) SMARCEL1 for-
ward: 5-ACACTCCTTTTTATGGTTACTGGT-3" und selbst designter Primer (Bio-
mers.net GmbH, Ulm) SMARCE1 reverse: 5-TTCTCTGGAAACGGGCGGT-3'. Die
Sonde fir SMARCEL war ebenfalls selbst designed (Biomers.net GmbH, Ulm) und
hatte die Sequenz 5-6-FAM-TGTTCACTCCAGATTATGATGATGGC-BMN-Q530-3.
Fir EFTUD2 wurden Primer nach dem Design von Liu et al. [53] verwendet. Primer
EFTUDZ forward (Biomers.net GmbH, Ulm): 8-GGTCTTGCCAGACACCAAAG-3’ und
Primer EFTUD2 reverse (Biomers.net  GmbH, Ulm): 5-TGAGAG-
GACACACGCAAAAC-3'. Die Sonde fur EFTUD2 wurde selbst designed (Biomers.net
GmbH, Ulm) und hat die Sequenz 5-6-HEX-GGACATCCTTTGGCTTTTGA-BMN-
Q530-3..

2.8 Verbrauchsmaterial

Als Verbrauchsmaterial fir die Immunhistochemie kamen Objekttrager der Sorte Sur-
gipath® Apex BOND Superior Adhesive Slides von Leica Biosystems (Wetzlar) zum
Einsatz. Dazu wurden Deckgléaser Nr.1 von Th. Geyer GmbH & Co. KG (Renningen)
verwendet. Zum Pipettieren des Antikdrper-Ansatzes wurden Biosphere® gestopfte
Filter-Tips von SARSTEDT AG & Co. KG (Numbrecht) genutzt.
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Die Proben der ddPCR wurden in das DG8™ Cartridge #1864008 (Bio-Rad Labora-
tories, Kalifornien, USA) pipettiert und mit einem DG8™ Gasket #1863009 (Bio-Rad
Laboratories, Kalifornien, USA) verschlossen. Die fertigen Droplets werden in
ddPCR™ 96 well plates #12001925 (Bio-Rad Laboratories, Kalifornien, USA) tberfthrt
und mit einer Piercable Foil Heat Seal #1814040 (Bio-Rad Laboratories, Kalifornien,
USA) versiegelt. Zum Pipettieren wurden Biosphere® gestopfte Filter-Tips von
SARSTEDT AG & Co. KG (Numbrecht) verwendet.

3 Methoden

3.1 Immunhistochemie
Zur Untersuchung der Expression von SMARCA4 und SMARCEL1 in Magenkarzinom-

gewebe wurden immunhistochemische Farbungen mit daftir spezifischen Antikdrpern

durchgefuhrt.

Die fur die hier durchgefuhrte immunhistochemische Untersuchung verwendeten Ge-
webeproben waren alle in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet worden (FFPE:
Formalin-fixed paraffin-embedded tissue). Aus diesen Paraffin-Blocken wurden 2 pm
dicke Schnitte hergestellt, welche auf Objekttragern aufgebracht und zur Farbung ge-

nutzt wurden.

Die immunhistochemische Farbung der FFPE-Gewebeschnitte wurde am Bond-Max
automatisiert durchgefuhrt. Sowohl fir SMARCA4 als auch SMARCEL1 beinhaltete das
Farbeprotokoll eine Vorbehandlung mit der Bond Epitope Retrieval Solution 2 (ER2)
Uber 20 Minuten. Fir die Farbung zur Darstellung der Expression von SMARCA4
wurde ein monoklonaler Maus-Antikdrper gegen SMARCA4 in der Konzentration
1:400, mit Bond Primary Antibody Diluent verdinnt, angewendet. Fur die Farbung zur
Darstellung der Expression von SMARCE1 wurde ein monoklonaler Hasen-Antikorper
gegen SMARCEL1 in der Konzentration 1:300, mit Bond Primary Antibody Diluent ver-
diinnt, angewendet. Zur Detektion der Antikdrperbindung wurde das Polymer Refine
Detection Kit von Leica Biosystems verwendet, in welchem als Substrat DAB enthalten

war. Als Gegenfarbung wurde Hamatoxylin eingesetzt.

Nach der immunhistochemischen Farbung wurden die Gewebeschnitte fir 20 Minuten
in 70%igen Alkohol gelegt, mit Leitungswasser und destilliertem Wasser (dH20) ge-

spult und anschlief3end in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert. Zuletzt wurden
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die sich auf Objekttragern befindenden Gewebeschnitte an einem Deckelautomaten

eingedeckt und die Objekttrager getrocknet.

3.1.1 Auswertung

Die Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Schnittpréparate erfolgte mittels
Histoscore. Der Histoscore setzt sich dabei aus der Intensitat der Farbung der Tumor-
zellen und dem in der jeweiligen Intensitat gefarbten Tumoranteil in Prozent zusam-
men. Die Intensitat wurde in 4 Kategorien unterteilt: O = keine Farbung, 1+ = schwache
Farbung, 2+ = maRige Farbung, 3+ = starke Farbung. Die zusammengenommenen
Anteile der Farbeintensitaten an einem Tumor ergaben immer 100 % und wurden wie
folgt dokumentiert: % (0) + % (1+) + % (2+) + % (3+) = 100 %. Der Wert des Histo-
scores wurde schlief3lich mit der folgenden Formel ermittelt: O x (% des Anteils an nicht
gefarbten Tumorzellen) + 1 x (% des Anteils an schwach gefarbten Tumorzellen) + 2
X (% des Anteils an mafig gefarbten Tumorzellen) + 3 x (% des Anteils an stark ge-
farbten Tumorzellen) = Histoscore. Damit reichte der Histoscore von einem Minimal-
wert von O [= 0 x (100% des Magenkarzinomgewebes sind nicht gefarbte Tumorzel-
len)] bis zu einem Maximalwert von 300 [= 3 x (100% des Magenkarzinomgewebes

sind stark gefarbte Tumorzellen).

Als Referenz wurden vier Falle in den Intensitaten O bis 3+ ausgewahlt und zum Ver-
gleich bei der Bewertung der gefarbten Gewebeschnitte der Studienkohorte herange-
zogen (siehe Abbildung 1). Als interne Positivkontrolle des Farbeerfolgs von
SMARCEL1 dienten Lymphozyten [56].
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Abbildung 1: Referenzfalle fur die Intensitaten des Histoscores bei der IHC-Analyse
Dargestellt sind die Intensitaten O bis 3+ (von links nach rechts). Obere Reihe: Anti-SMARCA4 IHC
(400-fache VergrolRerung). Untere Reihe: Anti-SMARCE1 IHC (400-fache Vergrofierung)
© Pries et al. Cancer Medicine published by John Wiley & Sons Ltd. [56]
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3.2 Vergleich von SMARCE1L und HER2
Innerhalb der Studienkohorte waren 36 der 468 eingeschlossenen Félle zuvor als

HER2-positiv klassifiziert [57]. Ein HER2-positiver Fall musste ausgeschlossen wer-
den, da das HER2-positive Tumorareal in den fir SMARCE1 gefarbten Gewebeschnit-
ten auf den tieferen Schnittstufen nicht mehr enthalten war. Damit war ein Vergleich in
diesem Fall nicht moglich.

Ein weiterer zuvor als HER2-positiv klassifizierter Fall fiel bereits zu Beginn der Unter-
suchung aus der Studienkohorte und konnte nicht mit in die 468 Féalle eingeschlossen
werden, da kein Material mehr zur IHC-Farbung von SMARCEL1 vorhanden war.

Zur Untersuchung der Expression von SMARCE1 und Her2/neu wurden die fur
SMARCEL und Her2/neu immunhistochemisch gefarbten Gewebeschnitte sowie fur
HER2 mittels CISH gefarbte Gewebeschnitte [57] mikroskopisch und anhand digitali-
sierter Scans miteinander verglichen. Die untersuchten Félle wurden dabei in den Ka-
tegorien komplette Konkordanz, partielle Konkordanz und keine Konkordanz unter-
schieden. Zuletzt wurde der Amplifikationsstatus fir SMARCE1 der in die ddPCR
(siehe 3.3 Droplet Digital PCR) eingeschlossenen Falle mit dem aus vorherigen Stu-

dien des Instituts fur Pathologie des UKSH Kiel erhobenen Amplifikationsstatus fur
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HER2 [57] sowie mit der immunhistochemischen Untersuchung von Her2/neu vergli-
chen [56].

3.3 Droplet Digital PCR

3.3.1 Durchfihrung

Fur die Durchfihrung der ddPCR lag bereits isolierte DNA der Magenkarzinome vor.
Diese wurde zuvor mit Hilfe des DNA mini kit von Qiagen isoliert. Die Primer fir
SMARCEL1 wurden selbst entworfen und von Biomers hergestellt. Die Sequenz der
SMARCEL1 Primer und der Sonde lauten:

vorwarts 5-ACACTCCTTTTTATGGTTACTGGT-3’
rickwarts  5’-TTCTCTGGAAACGGGCGGT-3’
Sonde 5'-6-FAM-TGTTCACTCCAGATTATGATGATGGC-BMN-Q530-3’

Als Referenz wurde EFTUDZ2 ausgewahlt. Die Sequenz der Primer wurde nach Liu et
al. [58] gewahlt. Die Sonde wurde selbst entworfen und ebenfalls von Biomers herge-

stellt. Die Sequenzen lauten:

vorwarts 5’-GGTCTTGCCAGACACCAAAG-3’
rickwarts  5’-TGAGAGGACACACGCAAAAC-3
Sonde 5-6-HEX-GGACATCCTTTGGCTTTTGA-BMN-Q530-3’

Zu Beginn wurde der Reaktionsansatz angesetzt. Daflir wurde zunachst der Mastermix
zusammengeflgt. Pro genutztem Well auf dem Template wurden jeweils 10ul Super-
mix, 1pl Primer-Sonden-Mix fir SMARCEZ1, 1ul Primer-Sonden-Mix fur EFTUD2 in ein
Tube pipettiert. Jedes Tube wurde anschlieend mit DNA-Sample oder nuklease-

freiem H20 als Negativkontrolle auf insgesamt 20ul aufgefullt und gut durchmischt.

Aus den fertigen Reaktionsansatzen wurden nun die Droplets generiert. Dazu wurde
das Cartridge in den Holder eingelegt und die Proben in das Cartridge pipettiert. Zu
den Proben wurden dann jeweils 70ul Droplet Generator Oil for Probes hinzugefigt.
Dabei wurde die Bildung von Luftblasen vermieden, diese hatten die Bildung der
Droplets negativ beeinflusst. Das Cartridge wurde dann mit einem Gasket verschlos-
sen und in den Droplet Generator gegeben. Nach Abschluss des Vorgangs des Droplet

Generators wurde das Cartridge samt Holder aus dem Droplet Generator genommen
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und auf einen waagerechten Arbeitsplatz gestellt. Nun wurden die generierten Droplets
maoglichst langsam aus dem Cartridge in jeweils einen Well der PCR-Platte pipettiert.
Die bereits fertig pipettierten Reihen wurden bis zur Messung mit Tesafilm verschlos-
sen, um Verdunstung zu verhindern. Zum Verschluss der PCR-Platte wurde der Hal-
teblock aus dem Heat Sealer entfernt und das Gerat im Programm ddPCR Sealing
vorgeheizt. Dieser Vorgang war abgeschlossen, wenn das Gerat 180° erreicht hatte.
Die PCR-Platte wurde in den Halteblock gesetzt, eine Pierceable Foil oben aufgelegt

und alles in den Heat Seal Automaten gegeben.

Die versiegelte PCR-Platte wurde in den Thermocycler eingespannt. Das gestartete

Programm durchlief dabei die in Tabelle 3 aufgefuhrten Phasen.

Tabelle 3: Cycling Phasen bei der ddPCR

Hier aufgefihrt sind die Cycling Phasen des gewahlten Protokolls, welche der Thermocycler fir die
ddPCR durchlief. Dabei wurde die Proben-DNA 40 Mal denaturiert und durch DNA-Synthese in jedem
Zyklus verdoppelt, sodass die Ausgangsmenge der Proben-DNA um 24° vermehrt werden konnte.

Cycling Phase Temperatur Dauer Anstiegsrate  Zyklen
°C
Enzym Aktivierung 95 10 Min. 1
Denaturierung 94 30 Sek. 40
Annealing + DNA-Synthese 55 1 Min. 2°C | Sek.
Enzym Deaktivierung 98 10 Min. 1
Hold 4 unbegrenzt  1°C/ Sek. 1

Zur Analyse wurde die PCR-Platte nach erfolgter ddPCR in den Droplet Reader gege-
ben. In der dazugehorigen Software wurde das verwendete Template eingegeben und
die genutzten Sonden eingetragen. Anschlie3end wurde die Analyse gestartet. Die
automatisch gesetzten Thresholds (Schwellen, ab der ein Signal als positiv gewertet
wurde) wurden kontrolliert. Daten von Proben mit 10.000 bis 20.000 Droplets wurden
in die Konzentrationsberechnung eingeschlossen. Die so erhobenen Daten wurden
anschlieBend ausgewertet. Die ausgewdahlten Félle durchliefen die Untersuchung
durch die ddPCR zwei Mal, um Schwankungen durch das Pipettieren und bei der

Droplet-Generierung auszugleichen.
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3.3.2 Auswertung

Aus dem Studienkollektiv wurden 34 der 468 Falle der ddPCR zur Amplifikationsana-
lyse von SMARCEL1 zugefuhrt. Von diesen 34 Fallen zeigten 18 in der immunhistoche-
mischen Untersuchung einen sehr niedrigen Histoscore. Diese Falle wurden unter der
Annahme, dass bei einer geringen Expression keine Amplifikation vorliegt, als Nega-
tivkontrolle genutzt. Die anderen 16 Félle zeigten in der immunhistochemischen Un-
tersuchung einen besonders hohen Histoscore. Aufgrund der ausgepragten Expres-
sion wurden diese Falle als potenziell amplifiziert eingeschlossen. Die Daten aus der
Analyse der ddPCR wurden in eine Excel-Tabelle Gbertragen und die Copy Number
Variation (CNV) wurde mit dem in vorherigen Studien des Instituts fur Pathologie am
UKSH Kiel erhobenen Amplifikationsstatus von HER2 (ERBB2) [57] sowie der IHC von
Her2/neu verglichen. Dabei gibt die CNV die Anzahl der vorliegenden Genkopien des
untersuchten Gens an. Physiologischerweise liegt ein Gen in der Zelle zweifach vor

[59, 60]. Daher wurde eine CNV >3 als amplifiziert gewertet [56].

3.4 Herkunft weiterer klinisch-pathologischer Daten

Der H. pylori-, MSI-, EBV-, HER2-, MET-, PIK3CA-, E-Cadherin-, TP53, ARID1A-,
SMAD4-, KRAS-, RHOA- und 3-Catenin Status wurde durch das Institut fur Pathologie
des UKSH Kiel, wie in den dazu veroéffentlichten Publikationen detailliert beschrieben,

bestimmt und fur diese Arbeit Gbernommen [57, 61-66].

3.5 Statistische Auswertung

Zur statistischen Analyse der Daten wurde SPSS 27.0 verwendet. Um den moglichen
tumorbiologischen Einfluss von SMARCA4 und SMARCEL beim Magenkarzinom zu
untersuchen, wurden die Expressionsmuster von SMARCA4 und SMARCE1 mit Kli-
nisch-pathologischen Patientencharakteristika korreliert (siehe Tabellen 6 und 7). Auf
Grund der heterogenen Expression von SMARCA4 und SMARCEL1 und einer zunachst
unbekannten Schwelle, ab welcher die Expression von SMARCA4 und SMARCEL bi-

ologisch relevant sein kbnnte, wurde ein schrittweise Vorgehensart gewahlt [56].

Zuerst wurden die Falle in die Gruppen ,geringe oder keine Expression von SMARCA4
oder SMARCE1“ und ,maRige oder starke Expression von SMARCA4 oder
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SMARCE1“ eingeteilt. Dazu wurde der erhobene Histoscore am Median dichotomiert.
Fur SMARCA4 betrug der mediane Histoscore <175 flr die Gruppe ,geringe oder keine
Expression® und >175 fur ,maRige oder starke Expression®.

Fir SMARCEL1 ergab sich ein medianer Histoscore <120 fur ,geringe oder keine Ex-
pression“ und =120 fur ,maRige oder starke Expression“. Um Subgruppenanalysen
durchzufiihren, wurden au3erdem Quatrtile gebildet. Dazu wurde fir SMARCA4 das 1.
Quartil (Histoscore <111) gegen die restlichen 3 Quartile (Histoscore =2111) verglichen.
Fur SMARCE1 wurde das 4. Quartil (Histoscore >170) gegen die ersten 3 Quartile
(Histoscore <170) verglichen. Diese Aufteilung resultierte aus Hinweisen aus vorange-
gangenen Studien zu SMARCAA4 als potentiellem Tumorsuppressor [46] und den mog-
licherweise onkogenen Eigenschaften von SMARCE1 [53-56].

Anschlie3end wurde untersucht, ob das Vorhandensein von Tumorarealen mit einer
Intensitat der Expression von SMARCEL von 3+ nach immunhistochemischer Auswer-
tung (s. Anhang Abbildung 1) mit klinisch-pathologischen Patientencharakteristika kor-
reliert. Des Weiteren wurde die Expression von SMARCA4 mit der Expression von
SMARCEL1 verglichen, um die Art des Verhaltens beider Untereinheiten des SWI-

ISNF-Komplexes zueinander zu ermitteln [56].

Zuletzt wurde gepruft, ob eine Dysregulation des SWI-SNF-Komplexes Korrelationen
zu klinisch-pathologischen Patientencharakteristika aufweist und eine prognostische
Relevanz besteht. Dazu wurde die Dysregulation des SWI-SNF-Komplexes definiert
als eine hohe Expression sowohl von SMARCA4 (Histoscore >175) als auch von
SMARCE1 (Histoscore = 120) oder einer niedrigen Expression von sowohl SMARCA4
(Histoscore <175) als auch von SMARCE1 (Histoscore <120) [56].

Die Signifikanz der Korrelationen zwischen den Subgruppen und klinisch-pathologi-
schen Patientencharakteristika wurde mit dem Fisher’s exact Test berechnet. Fir Pa-
rameter der Ordinalskala (T-Kategorie, N-Kategorie, UICC-Stadium) wurde zusétzlich
der Kendall’s tau Test angewandt. Es wurde ein Signifikanzniveau von 0,05 angenom-
men. Um die Falscherkennungsrate auszugleichen, wurde die Simes (Benjamini-
Hochberg) Prozedur als Multiple-Testung Korrektur genutzt. Alle in den Tabellen 6 und
7 aufgefuhrten p-Werte sind unkorrigiert. Die P-Werte, welche auch nach der Multiple-
Testung Korrektur weiterhin als signifikant verblieben, wurden entsprechend der Ta-
bellen-Legende markiert. Das mediane Gesamtuberleben (overall survival, OS) und

das tumorspezifische Uberleben (tumor specific survival, TSS) wurde anhand der
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Kaplan-Meier-Methode bestimmt. Um hier die Signifikanz der Unterschiede zu bestim-

men, wurde der log-rank Test angewandt [56].
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4 Ergebnisse

4.1 Expression von SMARCA4 und SMARCE1
SMARCA4 und SMARCE1 werden nuklear exprimiert. Die Expression von SMARCA4

konnte immunhistochemisch sowohl in Tumorzellen als auch in nicht neoplastischem
und metaplastischem Epithel nachgewiesen werden. Ebendies galt auch fur die Ex-
pression von SMARCEL. Hier konnte jedoch auch eine konsequente und starke Ex-
pression in Lymphozyten nachgewiesen werden, welche als interne Kontrolle genutzt
wurde. Die Farbeintensitaten der Immunhistochemie reichten von 0 bis 3+ (s. Abbil-
dung 1). Dabei zeigten 50,1 % der fir SMARCA4 untersuchten Falle anteilig keine
Expression (0) im Tumorareal. In 87,8 % kam anteilig eine schwache (1+), in 89,3 %
eine mafige (2+) und in 53,1 % der Félle eine starke (3+) Expression vor. 66,9 % der
fur SMARCEL untersuchten Falle zeigten anteilig keine (0) Expression im Tumorareal.
In 97,2 % kam anteilig eine schwache (1+), in 76,9 % eine mafige (2+) und in 17,9 %
der Félle eine starke (3+) Expression vor. Die Spanne der Gro3e der Flache, die eine
Expression von SMARCA4 im Tumorareal aufwies, reichte fir die Kategorie ,keine
Expression® (0) von 0 % bis 100 % des gesamten Tumorareals. Fur die Kategorien
,Schwache Expression® (1+), ,malige Expression® (2+) und ,starke Expression® (3+)
reichte die Spanne von 0 % bis 95 % des gesamten Tumorareals. Fir SMARCEL1
reichte die Spanne der GroRRe der Flache, die keine Expression (0) im Tumorareal
aufwies von 0 % bis 100 % des gesamten Tumorareals. Fur die Kategorie ,schwache
Expression® (1+) reichte die Spanne von 0 % bis 99 %, fur ,maRige Expression® (2+)
von 0 % bis 95 % und fur ,starke Expression® (3+) von 0 % bis 90 % des gesamten
Tumorareals. Sowohl fur SMARCA4 als auch fur SMARCEL zeigte jeweils ein Fall kei-

nen Nachweis der Expression in Tumorzellen (0 x 100 % = Histoscore 0) [56].

Insgesamt zeigten 466 Falle, die mit dem AntikGrper zum Nachweis der Expression
von SMARCAA4 gefarbt wurden, unterschiedliche Kombinationen von zwei oder mehr
Farbeintensitaten. Ein Fall wies im gesamten Tumorbereich keine Expression von
SMARCA4 auf und damit auch keine Kombination von unterschiedlichen Farbeinten-
sitaten. Die fir SMARCA4 nachgewiesenen Kombinationen der Farbeintensitaten sind

die in Tabelle 4 aufgeftihrten.
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Tabelle 4: Kombinationen der bei SMARCA4 nachgewiesenen Farbeintensitaten [56]

Kombination der
Farbeintensitaten

0/ 1+

0/ 2+

1+ 2+

2+/ 3+

0/ 1+/ 2+

0/ 1+/ 3+

0/ 2+/ 3+

1/ 2+/ 3+

0/ 1+/ 2+ / 3+

Anzahl der Falle

43
4
66
38
101

10
129
69

Anteil am gesamten Kollektiv

9,2%
0,9 %
14,1 %
8,1 %
21,6 %
0,4 %
2,1%
27,6 %
14,7 %

467 Falle, die mit dem Antikdrper zum Nachweis der Expression von SMARCEL ge-

farbt wurden, wiesen ebenfalls unterschiedliche Kombinationen von zwei oder mehr

Farbeintensitaten auf. Ein Fall wies im gesamten Tumorbereich keine Expression von

SMARCE1 auf und damit auch keine Kombination von unterschiedlichen Farbeinten-

sitaten. Die fur SMARCEL nachgewiesenen Kombinationen der Farbeintensitaten sind

die in Tabelle 5 aufgefuhrten.

Tabelle 5: Kombination der bei SMARCEL nachgewiesenen Farbeintensitaten [56]

Kombination der
Farbeintensitaten

0/ 1+

0/ 2+

1+/ 2+

1+/ 3+

2+ 3+

0/ 1+/ 2+

0/ 2+/ 3+

1+/ 2+/ 3+

0/ 1+/ 2+/ 3+

Anzahl der Falle

106
1
95
1
9
181

50
22

Anteil am gesamten Kollektiv

22.6 %
0.2%
20.3 %
0.2%
1.9%
38.7 %
0.4 %
10.7 %
4.7 %
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Wie hier dargestellt werden konnte, gibt es eine Vielzahl an Kombinationen der Far-
beintensitaten in unterschiedlich groRen Flachenanteilen der fir SMARCA4 und
SMARCEL gefarbten Tumorareale. Diese Daten belegen eine heterogene Expression
von SMARCA4 und SMARCE1 im Magenkarzinom, sowohl als ,grey-scale“ (Graustu-
fen, ineinander Gibergehende Anderung der Farbeintensitaten) als auch als ,black-and-
white“- Muster (Schwarz-Weil3, starke Farbeintensitat trifft auf direkt angrenzende Tu-
morareale ohne Expression). Dabei lag sowohl fir SMARCA4 als auch fiur SMARCEL1
in der Mehrheit der Falle ein ,grey-scale“-Muster vor. Die nachfolgende Abbildung 2
zeigt jeweils einen exemplarischen Fall fur die zuvor erwahnten Expressionsmuster
[56].

Abbildung 2: Heterogenes Expressionsmuster in SMARCA4 und SMARCEL1

links: Anti-SMARCA4 IHC (400-fach vergrof3ert)

rechts: Anti-SMARCE1 IHC (400fach-vergréRRert)

© Pries et al. Cancer Medicine published by John Wiley & Sons Ltd. [56]
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4.2 Korrelation mit Patientencharakteristika

Samtliche im Folgenden erwahnten Ergebnisse sind in Tabelle 6 und Tabelle 7 am

Ende von Kapitel 4.2 zusammengefasst.

Nachdem die Expression von SMARCA4 und SMARCE1 am Median dichotomisiert
und mit den Klinisch-pathologischen Patientencharakteristika des Studienkollektivs
korreliert wurde, fanden sich bereits erste auffallige Werte in der Statistik. Es zeigte

sich eine Korrelation fir SMARCA4 mit Mikrosatteliteninstabilitat und der Expression
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von ARID1A. Fir SMARCEL1 konnte ebenfalls eine Korrelation mit Mikrosattelitenin-
stabilitat, der Expression von ARID1A sowie der Expression von TP53 nachgewiesen
werden. Ansonsten konnten weder fur die Expression von SMARCA4 noch von
SMARCEL1 weitere Korrelationen festgestellt werden (Tabelle 6 und 7). Im zweiten
Schritt wurden die Falle des Studienkollektivs sowohl fir die Expression von
SMARCA4 als auch fur die Expression von SMARCEL in Quartile unterteilt. Dazu
wurde fur SMARCA4 das 1. Quartil (Histoscore <111) gegen die restlichen drei Quar-
tile (Histoscore 2111) verglichen. Fur SMARCE1 wurde das 4. Quartil (Histoscore
>170) gegen die ersten drei Quartile (Histoscore <170) verglichen. Bei Anwendung
dieser Kategorisierung konnten die folgenden Korrelationen festgestellt werden.
SMARCA4 korrelierte weiterhin mit Mikrosatteliteninstabilitat, der Expression von
SMARCA4 und zusatzlich der Expression von TP53, wahrend sich fir SMARCEL nur
noch eine Korrelation mit Mikrosatteliteninstabilitdt und der Expression von ARID1A
zeigte [56].

Beim Vergleich der Expression von SMARCA4 mit der Expression von SMARCEL, um
die Art des Verhaltens beider Untereinheiten des SWI-/SNF-Komplexes zueinander zu
ermitteln, konnte nachgewiesen werden, dass eine niedrige Expression von
SMARCA4 mit einer niedrigen Expression SMARCEL1 korrelierte. Ebenfalls fand sich
eine Korrelation zwischen einer hohen Expression von SMARCA4 und einer hohen
Expression von SMARCEL [56].

Die Uberpriifung der Dysregulation des SWI-/SNF-Komplexes ergab einen signifikan-
ten Zusammenhang mit der Expression von ARID1A. Diese wurden kategorisiert in
.Jede Expression® versus ,kompletter Verlust der Expression® sowie in ,kompletter Ver-
lust der Expression oder schwarz-weil® Muster” versus ,jede andere Expression von
ARID1A". Weiterhin korrelierte die Dysregulation des SWI-/SNF-Komplexes mit der
Expression von TP53 sowie Mikrosatteliteninstabilitat [56].

Das Gesamtiiberleben und das tumorspezifische Uberleben hangen insbesondere von
unterschiedlichen klinisch-pathologischen Patienteneigenschaften ab. Diese sind bei-
spielsweiser der Phanotyp nach Laurén, der TNM-Status, das UICC-Stadium, aber
auch das Grading, der Mikrosattelitenstatus und das Vorhandensein oder Fehlen von

anderen Biomarkern. Dennoch konnte in der gesamten statistischen Auswertung kein
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Zusammenhang zwischen der Expression von SMARCA4 oder SMARCE1 und dem

Patiententiberleben nachgewiesen werden (siehe Abb. 3 - 6) [56].

Tabelle 6: Statistische Auswertung Expression von SMARCEL und klinisch-pathologische Pati-
entencharakteristika
@ Fisher's exact Test, @ Kendall's tau Test, ® log-rank Test, die nach angewandter Multiple-Testing-Korrektur signi-
fikant verbliebenen Werte wurden mit * markiert. Teile dieser Tabelle wurden bereits publiziert

© Pries et al. Cancer Medicine published by John Wiley & Sons Ltd. [56].
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N1 64|(137)| 28 @38 36 |63)| 40 |®25)] 24 |@B75)| 46 |(719] 18 |(281)
N2 84|(180) 45 |36) 39 |@64)| 67 |78 17 |02 76 |©05 8 |(©5
N3a/b 185(396) 91 |492)| 94 |(808)| 144 (778 4 |22 152 |®22)| 33 |178)




Ergebnisse

29

SMARCEL1 Expression SMARCEL1 Expression - x
imZallkemn imZallkemn SMARCEL Intensitat 3+ prasent
Histoscore nied- Histoscore hoch
Total rig ®120) Q123 Q4 fehlt prasent
(< 120) =
n %) n (%) n (%) n %) n (%) n %) n (%)
M n pt 468 0241| 468 0098| 468 0,647
MO 378|808) 182 |@81)| 196 |(L9)| 283 |(749)| 95 |@51)| 308 |BL5)| 70 |(185)
M1 90|192)| 50 |[E56) 40 |@4a4)| 75 (833 15 |ae7| 76 |®44)| 14 |158)
U'g.C'Sta' pe 467 0450| 467 0441 467 0,638
ium
IA/1B 81|73 41 |G06) 40 |@94)| 66 |85 15 |a8m)| 67  |®27)| 14 173
IA/1IB 909|eL2)| 46 |wes)| 53 |(35)| 69 |697)| 30 |B03)| 79 798| 20 |02
A/ 1B/ 1IC 197|@22)| 95 |@482)| 102 |GL8)| 147 |(746) 50 |(254)| 161 |8L7)| 36 |(183)
v 90|193)| 50 |[G56) 40 |@4)| 75 (833 15 |ae7| 76 |®44)| 14 |158)
LNRatio |n p® 467 0926 467 0320 467 0336
(2';‘1’;3'%) 27/486) 112 |@93)| 115 |G07)| 169 |(744) 58 |(256)| 182 |(802) 45 |(198)
(>r(1)o1cgg) 20,614 120 |00 10 |00 188 |783| 52 |17 201 |@38] 39 |63
L n pt 449 0131| 449 0377| 449 0271
LO 219|(488) 115 |G25)| 104 |@75)| 171 |(781)| 48 |2L9)| 184 |840) 35 |(160)
L1 230|61,2)| 104 |@52)| 126 |(48)| 171 |(743) 59 |(@57)| 183 |(796)| 47 |(204)
v n pt 448 0290| 448 0154| 448 0,170
VO 390|89,1)| 198 [@496) 201 |(04)| 308 |(772)| 91 |@28)| 329 |@®25| 70 |75
Vi 49](109) 20 |@08)| 20 |E92)| 33  |673)] 16 (@27 36 (735 13 |@65)
R n pt 464 0575| 464 1,000, 464 1,000
RO 406|875)| 198 |488) 208 |(G12)| 310 |(764)| 96 |236)] 333 |B20)] 73 |(180)
R1/R2 58((125)| 31 |(B34) 27 |w@es)| 45 |(776)| 13 |24 48 |828)| 10 |(172)
HER2 |n p® 437 0223| 437 0305 437 0038
Negativ 401)(018)| 204 [(509) 197 |@91)| 310 |773)| 91 |@27)| 336 |838)] 65 [(162)
Positiv 3662 14 |39 22 |6LY| 25 |694) 11 |(308)] 25 |(694)] 11 [(306)
MET |n p® 456 0147| 456 1,000 456 0,635
Negativ 423|928)| 216 |11 207 |@89)| 325 |(768)| 98 |32 349 |®25)| 74 |75
Positiv 369 12 |34 21 |636)] 26 (788 7 |12 26 |88 7 |12
ARID1A
jede Expres-
sionvs. |n p¢ 415 0,000% 415 0,000 415 0,165
kompletter
Verlust
Histoscore
=0 (Verlust) 45|(108)| 38 @44 7 (56| 43 |6 2 |@4| 40 (@89 5 |11
H'S‘Ssgore 370/(89,2) 157 |@24)| 213 |G76)| 268 |724) 102 |@76)| 205 |79 75 |(203)
ARID1A
BWvs. |n pt 392 0075| 392 0215 392 0,093
non-BW
non-B/W 370[944) 157 |@24) 213 |(76)| 268 |(724) 102 |@276)| 295 |797)| 75 |(203)
BW 2|66)| 14 |636) 8 |34 19 |84 3 |@3e 21 |©55] 1 |@5
ARIDIA
Verlust o. a
EWes |n P 437 0000% 437 0000| 437 0027
Rest
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SMARCEL1 Expression SMARCEL1 Expression - x
im Zellkern im Zellkern SMARCEL Intensitat 3+ prasent
Histoscore nied-| ;¢ core hoch
Total rig ®120) Q123 Q4 fehlt prasent
(< 120) =
n %) n (%) n (%) n %) n (%) n %) n (%)
Rest 370|(84, 157 42,4 213 57,6 268 24 102 27,6 295 9, 75 20,3
(84,7) @24 (57.6) (724) (27.6) (79,7) (20.3)
Veé'xlsvt o 67|(153)| 52 |776)| 15 |@24)| 62 |©@5| 5 |75 61 |©9L0)| 6 |90
TP53 Histo-
scoreMe- |n p® 459 0,007 459 0,743 459 0,116
dian
niedrig (His-
toscore 230|(50,)| 128 |(B57) 102 |(443)| 177 |(770) 53 |(230) 195 |(848)] 35 [(152)
<915)
hoch (Histo-
score 229|(499) 98 |@428)| 131 |GB72)| 173 |(755)| 56 |(245)| 181  |(790) 48 [(21,0)
>91.5)
TP53 Histo-
score Quar-|n p¢ 459 0,020 459 0,038 459 0,398
tile
QUQ4 229|(49,9)) 100 |@37)| 129 |(63)| 165 |(721)| 64 |(27.9] 184 |(803) 45 [(19,7)
Q2/Q3 230|50,1)| 126 |(548) 104 |@52)| 185 |(804)| 45 |(196) 192 |(835)| 38 |(165)
TEOSIHC 1y po 459 o8| 459 0075| 459 1,000
roup
Normal
A oralon| 130 |07 135 |@e3)| 217 |we2| 57 |08 224 e8| s0 |82
50%)
Extrem
0,
“gﬁﬁ,@g‘;ﬁ 185((403) 87 |@470| 98 [(B30)| 133 |(719)] 52 |81 152 @22 33 |@78)
50%)
Tpi?o“g“ta' pt 107 0153| 107 0240 107 0,445
‘“,(‘AO- silent 72673 40 |G56)| 32 |@a4)| 57 |92 15 |08 59 |B8L9 13 |(181)
utation
Mutation 3B(@27n 14 |@o| 21 |00 24 |@E86)| 11 |BL4| 26 |73 9 |@57)
SMAD4 Cyt
Histoscore |n p“ 458 0,050 458 0,220 458 0,128
Q123/Q4
Q123 364/(795) 189 |G19)| 175 |@81)| 283 |(777)| 81 |(223) 305 [(838)] 59 [(162)
Q4 94|@05)| 38 |@04) 56 |G96)| 67 |73 27 |87 72 |(766) 22 |(234)
ARG 458 0707| 458 0824| 458 0,220
HScore0
prasent 260|(56,8) 131 |G04) 129 |(496)| 200 |(769)| 60 |@31)] 219 |[(842)] 41 |(158)
fehit 198/(432)| 9 |@85)| 102 |(BL5)| 150 [(758) 48 |@42)| 158 [(798)| 40 |(202)
H.pylori [n p® 396 0674| 39 1000, 39 0,267
Negativ 336|(848)| 170 |(506) 166 |@94)| 259 |7z 77 |29 275 |8L8)| 61 |(182)
Positiv 60((152) 28 |@67)| 32 |6G33)| 46 |77 14 |(233)] 53 (@83 7 |@L7)
EBV-Status |[n p®“ 453 0,036 453 0,583 453 1,000
Negativ 434(958) 210 |@84) 224 |(G1e)| 330 |(760)| 104 |(240)| 356 |[(820)] 78 [(180)
Positiv 19/@2| 14 |37 5 |@3| 16 (842 3 |58 16 (842 3 |@159)
MSI Status [n p“ 452 0,000% 452 0,001 452 0,170
MSS 4171923 194 |@65)| 223 |(B35)| 311 |(746) 106 |(254) 339 |(8L,3)] 78 |(187)
MSI Bl 30 |7 5 (@3] 34 @y 1 |29 2 |e14 3 |@®6)
PIK3CA |n p¢ 461 1,000 461 0,806 461 1,000
Wildtyp 437|(948) 219 ‘(50,1)‘ 218 ‘ @9,9)| 336 ’ms,g)’ 101 ‘(23,1) 359 ‘(82,2)’ 78 ’(17,8)
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SMARCEL1 Expression SMARCEL1 Expression - x
im Zellkern im Zellkern SMARCEL Intensitat 3+ prasent
Histoscore nied- Histoscore hoch
Total rig ®120) Q123 Q4 fehlt prasent
(<120) =
n %) n (%) n (%) n %) n (%) n %) n (%)
mutiert %62 12 ‘(50,0)] 12 ‘(50,0) 18 |(75,0)| 6 ‘(25,0) 20 |e3] 4 |asn
KRAS |n pt 461 0323| 461 0382 461 1,000
Wildtyp 444(963)| 220 |(495)| 224 |m05)| 339 |(764) 105 |(236) 365 [(822)] 79 |(178)
mutiert 17|67 11 |en 6 (353 15 @82 2 |a8| 14 |84 3 |176)
RHOA |n pt 400 0803| 400 0245 400 0,200
Wildtyp 384960 178 |@464)| 206 |(36)| 200 |(755)| 94 |45 313 |15 71 |(185)
mutiert 16|40 8 |00 8 |(00| 10 |25 6 |375 11 |688 5 |(BL3)
Je‘jﬁo'\:']“ta' pt 37 0515| 37 1000 37 0713
Wildtyp 23622 1 |@rg| 12 |22 15 (652 8 |38 17 (739 6 |@261)
Mmtgﬁir?ﬂ " 14|@78) 5 |(&B7] 9 643 10 |74 4 |88 9 |®43 5 [657)
E-Cadherin |n p® 431 0127| 431 0197| 431 0,062
negativ 317|(735)| 166 |(524) 151 |@476)| 248 |(782)| 69 |(218)| 268 |(845)| 49 |(155)
positiv 114|(265| 50 |@39)| 64 |GeL| 8 |7L9 32 |esyn| 87 |(763)| 27 |(237)
R-Catenin [n p@ 433 0,122 433 0451
negativ 245/566) 128 |(522)| 117 |47 204|833 4 |@67)
positiv 188|(434) 84 |@47)| 104 |(53) 151 |(803)] 37 |(19.7)
Overall Sur-
vival [Mo- | p® 456 0931| 456 0498 456 0913
nate]
To/t‘:‘ én'i}’eer[‘ts 224/173/51 232/181/51 347/269178 100/85/24 374/288/86 82/66/16
Mecﬂ?/r;]J Sur- 140+18 156+14 141+12 16,726 146+11 16,0£4,0
95%ClI. 105-175 129-183 11,7-164 121i77_ 126-167 82-238
Tumor Spe-
cific Survi- | p® 427 0,610 427 0,320 427 0471
val [Monate]
T‘}‘i‘ e’n'i‘ifr[‘ts 20714265 |2201147173 323221102 |1046836  |349038111  |78/5127
Median Sur- 147+19 171419 155+15 195+33 155+ 14 221+
vival 2,7
31— 169-
95%ClI. 11,0-183 133-208 126-183 s 128-182 275
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Tabelle 7: Statistische Auswertung der Expression von SMARCA4 und der Dysregulation des
SWI-/SNF-Komplexes

@ Fisher's exact Test, @ Kendall's tau Test, @ log-rank Test, die nach angewandter Multiple-Testing-Korrektur signi-
fikant verbliebenen Werte wurden mit * markiert. Teile dieser Tabelle wurden bereits publiziert

© Pries et al. Cancer Medicine published by John Wiley & Sons Ltd. [56].

SMARCA4 Expression SMARCA4 Expression Dysregulation von
im Zellkern im Zellkern SMARCE1L und SMARCA4
Total HIStOS?,?re nied- Histoscore hoch 01 Q234 Beide Histoscore| Beide Histo-
& 1%5) (>175) niedrig score hoch
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Total
236‘ ‘ 231‘ 117 350 148|(31,6) ‘ 147|(31,4)
Ge- n
schlecht |p® 467 0,128|467 0,443[295 0,476
Weiblich 179|(38,2) 82|(45,8) 97|54,2) 41/(22,9) 138|(77,1) 55|(47,4) 61/(52,6)
Mannlich 289|(61,8) 154/(535) 134/(46,5) 76|(26,4) 212|(738) 93((52,0) 86|(48,0)
n
Alter |5 467 0267|467 0.749|295 0201
<68 Jahre 237/(50,6) 113|(47.9) 123|(52,1) 61/(25,8) 175|(74,2) 68(46,3) 79\53,7)
>=68
Jahre 231/(49.4) 123/(53.2) 108/(46,8) 56((24.,2) 175/(75,8) 80/(54,1) 68/(45,9)
Lokalisa- |n
tion pt 465 0,369|465 0,731/294 0,526
Proximal 146/(31,3) 79|(54,1) 67/(45,9) 35((24,0) 111/(76,0) 42|(47,2) 47|(52,8)
Distal 320|(68,7) 157/(49.2) 162/(50,8) 82|(25,7) 237|(74,3) 106/(51,7) 99|(48,3)
Laurén n
Phanotyp |p® 467 0,031/467 0,179/295 0210
Intestinal 240|(51,3) 134)(56,1) 105/(43,9) 69/(28,9) 170|(71,) 82|(54,3) 69|(45,7)
Diffus 148/(31,6) 63|(42,6) 85|(57.4) 30/(20,3) 118/(79,7) 39|(42,9) 52|(57,1)
Gemischt 31/(6,6) 12/(38,7) 19((61,3) 5((16,1) 26/(83,9) 8((40,0) 12/(60,0)
Unklassi-
fizierbar 49(10,5) 27|65,1) 22/(44,9) 13/(26,5) 36/(73,5) 19/(57,6) 14/(42.4)
. n
Crdliy | 467 0,021/467 0377|295 0,266
Gl/G2 110|(23,5) 66/(60,6) 43((39,4) 31/(284) 78((71,6) 38(56,7) 29(43,3)
G3/G4 358|(76.,5) 170|(47,5) 188/(52,5) 86((24,0) 272|(76,0) 110/(48.2) 118/(51,8)
n
U pt 467 0434|467 0592|295 0,878
Tla/Tib 58/(12,4) 25|(43.9) 32/(56,) 15/(26,3) 42|(73,7) 14/(42,4) 19/(57.6)
T2 53|(11,3) 34/(64.2) 19/(35,8) 13/(245) 40|(75.,5) 21|(67.7) 10/(32,3)
T3 185/(39,5) 95|(51,4) 90|(48,6) 49|(26,5) 136(73,5) 59|(47,6) 65|(52,4)
T4a/T4b 172/(36,9) 82/(47,7) 90/(52,3) 40((23,3) 132(76,7) 54/(50,5) 53/(49,5)
n
) pt 466 0,153/466 0,144|204 0,349
NO 134/(28,6) 76((56,7) 58/(43,3) 38/(28,4) 96|(71,6) 46((56,1) 36/(43.9)
N1 64/(13.7) 28(43.8) 36/(56,3) 18/(28,1) 46|(71,9) 17/(4055) 25/(59,5)
N2 84/(18,0) 45/(54,2) 38/(45,8) 21/(253) 62|(74,7) 31/(56,4) 24/(436)
N3a/b 185/(39,6) 87/(47,0) 98/(53,0) 40/(21,6) 145/(78,4) 54/(47,0) 61/(53,0)
n
A\ pt 467 0348|467 0417|295 1,000
Mo 378/(80,8) 195/(51,7) 182|(48,3) 98/(26,0) 279|(74,0) 118)(50,0) 118(50,0)
M1 90/(19,2) 41/(45,6) 49|(54,4) 19/(21,1) 71/(78,9) 30/(50.8) 29|(49,2)
UICC-Sta- |n
dium pt 466 0,208|466 0,173[294 0,731
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SMARCA4 Expression SMARCA4 Expression Dysregulation von
im Zellkern im Zellkern SMARCE1L und SMARCA4
Histoscore nied- | | ,. . . . )
Total rig Hlsto(ici);g)hoch 01 Q234 Belden ikgg:i(;score 2@21:—:(; Elé);(t:(r)]-
($175)
IA/1B 81/(17,3) 41|(50,6) 40(49,4) 21/(25,9) 60/(74,1) 24|(51,1) 23/(489)
IA/1IB 99|(21,2) 57|(582) 41|(41,8) 31/(31,6) 67/(68,4) 34/(54,0) 29|(46,0)
WA/ B/
lic 197|(42,2) 97|492) 100|(50.,8) 46/(23.4) 151/(76,6) 60|(48,0) 65|(52,0)
vV 90/(19,3) 41|(45,8) 49(54,4) 19(21,1) 71/(78,9) 30/(50,8) 29/(49,2)
el B 466 0518466 0592|294 0,728
niedrig
(<0.189) 227|(48,6) 118((52,2) 108((47.,8) 173|(76,5) 53/(23,5) 73|51,4) 69|(48,6)
hoch
(20.189) 240|(51,4) 118/(49,2) 122|(50,8) 178((74,2) 62/(25,8) 75/(49,3) 77|0,7)
n
5 pt 448 0,158|448 0,279|284 0,075
Lo 219|(48,8) 118|(54,1) 100|(45,9) 60|(27,5) 158|(72,5) 78/(55,3) 63/(44,7)
L1 230/(51,2) 109|(47,4) 121/(52,6) 53/(23,0) 177|(77,0) 63/(44,1) 80|(55,9)
n
v pt 447 1,000/447 0,163/283 0538
Vo 399/(89,1) 201/(50,5) 197|(49,5) 104{(26,1) 294/(739) 129|(50,2) 128((49,8)
V1 49/(10,9) 25/(51,0) 24/(49,0) 8/(16,3) 41/(837) 11/(42,3) 15(57,7)
n
X pt 463 0575|463 0518|293 1,000
RO 406/(87,5) 208|(51,4) 197|(48,6) 100|(24,7) 305|(75,3) 124{(50,2) 123((49,8)
R1/R2 58((12,5) 27/(46.,6) 31/(534) 17/(29,3) 41|(70,7) 23/(50,0) 23/(50,0)
n
HERZ |50 436 0487|436 1,000(278 0,835
Negativ 401/(91,8) 205|(51,2) 195|(48,8) 101/(25,3) 299((74,98) 131/(51,8) 122((48,2)
Positiv 36/(82) 21/(583) 15((41,7) 9(25,0) 27/(75,0) 12|(48,0) 13((52,0)
SMARCEL
Histo-
score Me- |n
dian p® 467 0,000
niedrig His-
toscore
<120 232|(49,6) 148/(63.8) 84/(36,2)
Hoch His-
toscore
2120 236/(50,4) 83(37,4) 147|(62.,6)
MET N
p
455 0,207|455 0,681
Negativ 423((92,8) 218|(51,7) 204/(48,3) 107/(25,4) 315((74,6)
Positiv 33/(6,9) 13((39.4) 20((60,6) 71212) 26/(78,9)
ARIDIA
jede Ex-
pression |n
vs.kom- |p®
pletter
Verlust 414 0,001*(414 0,000/258 0,000
Histoscore
=0 (Ver-
lust) 45/(10,8) 33/(733) 12|(26,7) 22|(48,9) 23/(51,1) 29/(90,6) 3/(9.4)
Histoscore
>0 370/(89,2) 170|(46,1) 199|(53,9) 75/(20,3) 294|(79,7) 92|(40,7) 134/(59,3)
ARDIA |
B/MWvs. ot
non-BIW 391 0,827|391 0,787
non-BW 370((94,4) 170‘ (46,1) ‘ 199‘ (53,9) 75‘ (20,3) ’ 294‘ (79,7)
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SMARCA4 Expression SMARCA4 Expression Dysregulation von
im Zellkern im Zellkern SMARCE1L und SMARCA4
Histoscore nied- | , . . . . )
Total rig Hlsto(ici);g)hoch 01 Q234 Belden iFgg:i(;score 2@21:—:(; El;t:(r)]-
(£175)

BW 22/(5,6) 11/(50,0) 11/(50,0) 5((22,7) 17|(77,3)
ARID1A
Verlusto. |n
BMWvs. |[p¢
Rest 436 0,003*|436 0,001/271 0,000
Rest 370((84,7) 170|(46,1) 199|(53,9) 75/(20,3) 294((79,7) 92/(40,7) 134/(59,3)
Verlust o.
BW 67/(15,3) 44((65,7) 23((34,3) 27/(40,3) 40/(59,7) 37/(822) 8((17.8)
TP53 His-
toscore a
Median [P 458 0,191|458 0,017|292 0,010
niedrig
(Histoscore
<91.5) 230/(50,1) 123/(53,5) 107/(46,5) 68((29,6) 162(70,4) 91/(56,5) 70|(435)
hoch (His-
toscore >
91.5) 229((49,9) 107/(46,9) 121/(53,1) 45/(19,7) 183|(80,3) 54/(41,2) 77/(58,8)
TPE3His- |
toscore a
Quartile [P 458 0,061/458 0,009
QR4 229|(49,9) 104(45,6) 124/(54,4) 44/(193) 184(80.7)
Q2/Q3 230|(50,1) 126/(54,8) 104{(45,2) 69|(30,0) 161/(70,0)
TP53I1HC |n
Group p® 458 0,086|458 0,046
Normal
(IHCO<
90% and
IHC3 <
50%) 274((59,7) 147/(53,6) 127|(46,4) 77/(28,1) 197|(71,9)
Extrem
(IHCO 2
90% o.
IHC3 2
50%) 185(40,3) 83/(45,1) 101|(54,9) 36((19,6) 148/(80,4)
TP53Mu- [n
tation pt 107 0,410|107 0,633|71 0,213
wt 0. silent
Mutation 72/(67,3) 36/(50,0) 36/(50,0) 18/(25,0) 54/(75,0) 25/(54,3) 21|(45,7)
Mutation 35/(32,7) 14(40,0) 21/(60,0) 7/(20,0) 28/(80,0) 9((36,0) 16/(64,0)
SMAD4
Cyt Histo- |n
score p¢
Q123104 457 0,419|457 1,000/292 0,090
Q123 364/(79,5) 188/(51,8) 175/(482) 90((24.8) 273|(75,2) 121/(53,0) 107/(46,9)
Q4 94/(20,5) 44((46,8) 50(53,2) 23((24,5) 71/(75,5) 26((40,6) 38/(59,4)
SMAD4

n
Nuc @
Hscoreo [P 457 0,510|457 0,514(292 0,553
prasent 260/(56,9) 135/(52,1) 124/(47,9) 61/(23,6) 198|(76,4) 89](52,0) 82/(48,0)
fehtt 198/(43.2) 97/(49,0) 101/(51,0) 52/(26,3) 146/(73.7) 58((47.,9) 63|(52,1)
H.pylori | 0 395 0,889/395 0,145/244 0718
Negativ 336/(84,8) 173|(51,6) 162|(48,4) 86|(25.,7) 249((74,3) 108|(51,9) 100/(48,1)
Pasitiv 60/(15,2) 30/(50,0) 30{(50,0) 10/(16,7) 50|(83,3) 17|(47,2) 19](52,8)
EBV-Sta- |n
tus p& 452 0,641|452 1,000/286 0,169
Negativ 434((95,8) 217/(50,1) 216((49,9) 108|(24,9) 325|(75,1) 133((48,9) 139|(51,1)
Positiv 19/4,2) 11|(57,9) 8|(42,1) 4/(21,0) 15((78,9) 10/(714) 4/(28,6)
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SMARCA4 Expression SMARCA4 Expression Dysregulation von
im Zellkern im Zellkern SMARCE1L und SMARCA4
Total Hlstostiz’:)re nied- Histoscore hoch 01 Q234 Beide Histoscore| Beide Histo-
© 1%5) (>175) niedrig score hoch
MSISta- |n
tus pt 451 0,004*/452 0,000/283 0,000
MSS 417/(92,3) 203|(48,7) 214/(51,3) 94/(22,5) 323|(77.5) 116((46,0) 136|(54,0)
MSI 35|(7,7) 26(74,3) 9|(25,7) 19|(54,3) 16|(45,7) 26/(83,9) 5/(16,1)
n
PIKSCA  |pt 460 0,532]460 0,469
Wildtyp 437/(94,8) 220/(50,5) 216/(49,5) 112|(25,7) 324|(74,3)
mutiert 24/(5,2) 14/(58,3) 10/(41,7) 4)(16,7) 20/(83.3)
n
S e 460 0324|460 0,152
Wildtyp 444/(96,3) 223((50,3) 220|(49,7) 109|(24,6) 334/(75,4)
mutiert 17/(3.7) 11/(64,7) 6(35,3) 7|412) 10/(58,8)
n
RHOA ot 399 0614399 0,380
Wildtyp 384{(96,0) 185/(48.3) 198/(51,7) 91/(239) 292|(76,2)
mutiert 16((4,0) 9/(56,3) 7\(438) 2|(12,5) 14/(87,5)
Jede Mu- |n
tation pt 37 0,732|37 0,653
Wildtyp 23/(62,2) 8|(34,8) 15/(65,2) 3|(13,0) 20|(87,0)
Mind. 1
Mutation 14/(37,8) 6(42,9) 8|(57,1) 3/21.4) 11/(78,6)
E-Cadhe- |n
rin pt 431 0,447|431 0,619(270 0,675
negativ 317/(735) 159((50,2) 158|(49,8) 79((24.9) 238((75,1) 105/(52,0) 97((48,0)
positiv 114/(26,5) 62/(54,4) 52|(45,6) 31((27,2) 83[(72.8) 33/(485) 35/(51,5)
. n
AR | o 433 0,629 271 0222
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95%Cl. 127-242 120-174 370 125-173 88-269 126-184




Ergebnisse 36

Abbildung 3: Kaplan-Meier Kurve zum OS von SMARCA4 und SMARCE1

Dargestellt sind die Gesamtuiberlebenskurven (OS) von SMARCA4 und SMARCEL dichotomisiert am
Median und kategorisiert in ,hohe* und ,niedrige“ Expression.
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Abbildung 4: Kaplan-Meier Kurven zum TSS von SMARCA4 und SMARCEL1

Dargestellt sind die Kurven zum tumorspezifischen Uberleben (TSS) von SMARCA4 und SMARCE1
dichotomisiert am Median und kategorisiert in ,hohe" und ,niedrige” Expression.

© Pries et al. Cancer Medicine published by John Wiley & Sons Ltd. [56].
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Abbildung 5: Kaplan-Meier Kurven zum OS und TSS von SMARCEL1 Intensitat 3+ vorhanden

Dargestellt sind die Kurven zum Gesamtiiberleben (OS) und tumorspezifischen Uberleben (TSS) zum
Vorhandensein der Intensitat 3+ in der IHC von SMARCEL1
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Abbildung 6: Kaplan-Meier Kurven OS und TSS der Dysregulation des SWI-/SNF-Komplexes
Dargestellt sind die Kurven zum Gesamtiiberleben (OS) und tumorspezifischen Uberleben (TSS) zur

Dysregulation des SWI-/SNF-Komplexes, welche als vorhandene Expression von SMARCA4 und
SMARCE1 ,beide hoch® und ,beide niedrig” definiert wurde.

1.0 Dysregulation of

SMARCE1 and SMARCA4

—both low
0.8 —I"both high
—+both low-censored
—+—both high-censored

Overall Survival

T ] T I
;D N © O
o N RO

cl <
¥Z -
9€ —
8% —
801 —
02l -
el -

Time [Months]

Pl

Tumor specific survival

1.0 Dysregulation of
SMARCE1 and SMARCA4
—both low
0.8 —Iboth high
—both low-censored
——both high-censored
0.6
0.4
0.2 !
0.0 p=0.805
T T T T T T T T T T T 1
O = N W A O N OO 2 A o
N A O DO N Ao N BB
o O N A

Time [Months]




Ergebnisse 38

4.3 SMARCE1 und HER2 in Immunhistochemie und CISH

Im Vergleich der immunhistochemischen Farbungen der Expression von SMARCEL1
und Her2/neu ergab sich in 20 von 35 untersuchten Fallen eine komplette Uberein-
stimmung der SMARCEL und Her2/neu-positiven Tumorareale. Diese Bereiche zeig-
ten des Weiteren ebenfalls eine Ubereinstimmung mit den HER2-positiven Bereichen,
welche mit Hilfe der CISH untersucht wurden (Abb. 7). In einigen Fallen gab es zwar
eine Ubereinstimmung der Expression von SMARCE1 und Her2/neu in einzelnen Are-
alen des Tumors, jedoch waren SMARCEL1 und Her2/neu in anderen Tumorarealen
desselben Falls unabhangig voneinander nachweisbar. Nur 7 von 35 Fallen zeigten
gar keine Ubereinstimmung der SMARCE1 und Her2/neu exprimierten Tumorareale.
Die folgende Abbildung 7 und anschlie3ende Tabelle 8 stellen die Ergebnisse des

durchgefuihrten Vergleichs dar [56].

Abbildung 7: Vergleich der Expression und Amplifikation von SMARCE1 und HER2

Obere Reihe: Gibereinstimmend keine Expression von SMARCEL1 (links) und HER2 (Mitte), sowie
keine Amplifikation von HER2 (rechts) im gleichen Tumorareal.

Untere Reihe: Gbereinstimmend starke Expression von SMARCEL1 (links) und HER2 (Mitte) sowie
Amplifikation von HER2 (rechts) in einem anderen Tumorareal desselben Falls.

Links Anti-SMARCEL Antikorper (400-fach vergréRert), Mitte Anit-HER2 Antikdrper (400-fach vergro-
Rert), rechts HER2 CISH (400-fach vergrofR3ert).

© Pries et al. Cancer Medicine published by John Wiley & Sons Ltd. [56]
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Tabelle 8: Vergleich SMARCE1 und HERZ2 IHC und CISH

Aufgefiihrt ist der jeweilige Histoscore des untersuchten Falls, welcher die Auspragung der Expression von
SMARCEZ1 wiedergeben soll. Sowie die Auspragung der Expression von HER2 in der Immunhistochemie, und die
Amplifikation von HER2 in der CISH, welche in einer vorangegangenen Studie des Instituts fir Pathologie am
UKSH Kiel untersucht wurden [57].Teile dieser Tabelle wurden bereits publiziert © Pries et al. Cancer Medicine
published by John Wiley & Sons Ltd. [56]

SMARCEL | HER2 Immunhisto- |HER2 Amplifi-
Nr.| Histoscore chemie kation Bemerkung
Komplette Ubereinstimmung
31 280 2+ +
25 255 3+ X HER2 Amplifikation nicht bewertbar.
26 250 3+ +
17 230 3+ +
18 220 3+ +
34 215 3+ +
30 185 3+ +
32 185 2+ +
8 175 3+ +
4 165 3+ +
5 160 3+ +
13 160 2+ +
9 140 3+ +
24 140 3+ X HER2 Amplifikation nicht bewertbar.
1 130 3+ +
6 110 2+ +
27 105 3+ +
14 95 3+ +
15 85 3+ +
2 50 3+ +
Partielle Ubereinstimmung
Partielle Ubereinstimmung. SMARCE1 und HER2 posi-
11 230 3t + tive Tumorareale stimmen Uberein. Es zeigt sich jedoch
ein stark posttives Areal fir SMARCEL, welches HER2
negativ ist.
12 190 3t + Die Expression von HER?Z ist heterogen. HER2 positive
Areale sind stark SMARCEZ1 positiv.
Die Expression von HER? ist heterogen. Die Expres-
33 180 3+ + sion von SMARCEL ist weit verbreitet, zeigt jedoch
keine Variation.
Der GroRteil des Tumors ist muzings. Ubereinstim-
7 170 3+ + mung nur im nicht muzinésen Tumoranteil. Der muzi-
nose Tumoranteil ist komplett HER2 negativ aber
SMARCEL1 positiv.
19 115 3+ + Die Expression von HER? ist heterogen. HER2 positive
Areale sind stark SMARCEL positiv.
Partielle Ubereinstimmung. SMARCE1 und HER2 posi-
28 110 ot + tive Tumorareale stimmen Uberein. Es zeigt sich jedoch
ein stark positives Areal fir SMARCE1, welches HER2
negativ ist.
29 85 3+ X HER?2 negative Tumorareale sind teilweise SMARCE1
positiv. HER2 Amplifikation nicht bewertbar.
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SMARCEL | HER2 Immunhisto- |HER2 Amplifi-
Nr.| Histoscore chemie kation Bemerkung

o1 75 3t + Die Expression von HER? ist heterogen. HER2 positive
Areale sind stark SMARCEL positiv.

Keine Ubereinstimmung

HER?2 positive und SMARCEL positive Areale sind un-
35 170 3+ X terschiedlich verteilt. HER2 Amplifikation nicht bewert-
bar.

Grof3flachig HER2 positive Areale sind SMARCEL1 ne-
gativ. HER2 Amplifikation nicht bewertbar.

Das kleine HER2 positive Areal ist komplett SMARCE1
23 120 2+ + negativ. Grol3e SMARCEL positive Areale sind HER2
negativ.

Der grof3e HER? positive Bereich ist in der SMARCE1L
Farbung nicht vorhanden. Der kleine HER2 positive Be-
22 105 3+ + reich, welcher in der SMARCEL Farbung enthalten ist,
ist SMARCEL1 negativ. Grol3e SMARCEL positive Are-
ale sind HER2 negativ.

Die HER2 positiven Areale sind zum Teil SMARCEL1
positiv und negativ. HER2 Ampilifikation nicht bewertbar.
SMARCEL1 ist groitenteils negativ (Histoscore 50!). Die
36 50 3+ + positiven Areale fir HER2 und SMARCEL1 sind unter-
schiedlich verteilt.

Das kleine HER2 positive Areal ist komplett SMARCE1
negativ (Histoscore 11).

/ Kein Gewebe fir SMARCEL Immunhistochemie vor-
handen.

Das HER2 positive Areal ist in der Farbung fur

37 100 SMARCEZ1 auf Grund einer anderen Tumorebene nicht
vorhanden.

=

16 165 3+ X

20 70 3+ X

10

4.4 Amplifikation von SMARCEL in der ddPCR

Die Analyse der Amplifikation mit Hilfe der ddPCR ergab eine Amplifikation von
SMARCEL in 4 von 34 Fallen. Dabei wurden Falle mit einer CNV (Copy-Number-Vari-
ation) > 3 als amplifiziert gewertet. Die Grol3e der CNV reichte dabei von 3,99 (erste
ddPCR) /3,81(zweite ddPCR) bis 20/19,3 (siehe Tabelle 9). In 3 Féllen lag nicht aus-

reichend Material fiir eine zweite ddPCR vor [56].

4.5 Amplifikation von SMARCE1 und ERBB2

Die durchgefiihrte ddPCR zeigte in 4 von 34 untersuchten Fallen eine Amplifikation
von SMARCEL. Bei drei von diesen Fallen war zuvor schon auf eine Amplifikation von
ERBB2 untersucht und als amplifiziert klassifiziert worden [57]. Damit konnte in 3 von
4 (75%) Fallen eine Ko-Amplifikation von SMARCE1 und ERBB2 nachgewiesen wer-

den. In einem Fall lag zwar eine Amplifikation von ERBB2 vor, es konnte jedoch keine
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Amplifikation von SMARCEL1 gefunden werden. Die folgende Tabelle 3.6 stellt die Er-
gebnisse der Amplifikationsanalyse von SMARCEL in Ganze dar [56].

Tabelle 9: Amplifikationsanalyse von SMARCEL durch ddPCR

Angegeben sind die Grol3e der Tumorareale in der jeweiligen in der Immunhistochemie nachgewie-

sene Expressionsintensitat von SMARCEZ1, die Werte der CNV aus der ersten und zweiten ddPCR mit

der zugehorigen abschlieBenden Bewertung sowie die Daten des Studienkollektivs zum Amplifikati-

onsstatus von HER2 aus CISH-Untersuchungen vorangegangener Studien des Instituts fiir Pathologie

am UKSH Kiel [57]. In 3 Fallen lag kein Material fiir eine zweite ddPCR vor: n.a. = nicht anwendbar.
Teile dieser Tabelle wurden bereits publiziert © Pries et al. Cancer Medicine published by John Wiley &
Sons Ltd. [56]

Nr.

Potentiell amplifizierte Falle mit hoher SMARCEL Expression
1 0 30 10 60 230 2,33
2 0 10 10 80 270 3,99
3 0 10 0 90 280 2,08
4 0 0 70 30 230 2,08
5 0 10 50 40 230 20,00
6 0 15 65 20 205 2,56
7 0 20 10 70 250 10,4
8 0 0 80 20 220 2,29
9 0 5 35 60 255 2,29
10 5 40 35 20 170 2,77
11 10 0 70 20 200 2,19
12 0 5 10 85 280 8,82
13 0 5 70 25 220 2,31
14 0 0 30 70 270 1,89
15 0 0 60 40 240 2,06
16 0 20 50 30 210 2,03

Potentiell nicht amplifizierte Falle mit niedriger SMARCEL Expression
17 95 5 0 0 5 2,42
18 95 5 0 0 5 2,24
19 95 5 0 0 5 2,01
20 95 5 0 0 5 2,23

SMARCEL1 Intensitat 0 %-Areal

SMARCEL1 Intensitat 1+ %-Areal

SMARCEL1 Intensitat 2+ %-Areal

SMARCET1 Intensitat 3+ %-Area

SMARCE1 Histoscore

CNV SMARCE1 erste ddPCR

CNV SMARCEL zweite ddPCR

2,48
3,81
2,39
2,08
19,30
2,59
11,40
2,36
2,51
2,85
2,20
9,6
2,21
1,94
n.a.
2,27

2,59
2,90
2,37
2,53

SMARCE1 Amplifikation

ERBB2 Amplifikation
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21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

O U1 OO OO0 OO OO Fr o u o

90
95
90
90
90
90
89
95
93
95
95
85
80
85

=
Hoswooo

o101 O N O

190
190
200
197
190
210
191
205
197
195
205
195
195
195

2,83
2,21
2,28
2,3

2,84
2,35
2,55
2,31
2,26
2,6

191

2,55
2,59

2,83
n.a.
2,44
2,38
3,14
2,48
2,31
2,24
n.a.
2,57
1,95
3,30
242
242
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5 Diskussion

Der SWI-/SNF-Komplex ist als Chromatin-Remodeller in der Lage, epigenetische Ver-
anderungen zu vermitteln. Dies bietet Raum fur neue Mdglichkeiten in der zukinftigen
Medizin, speziell in der Diagnostik und Therapie von Krebspatienten. Dennoch ist der
potentielle Einfluss einer Dysregulation dieses Komplexes weitestgehend unbekannt,
so auch in Bezug auf das Magenkarzinom. Zu einigen Untereinheiten des SWI-/SNF-
Komplexes gab es in der Vergangenheit bereits einzelne Studien, welche jedoch
hauptséachlich aus dem asiatischen Raum stammten. Dies ist zunachst nachvollzieh-
bar, ist hier doch die Inzidenz fur Magenkarzinome im weltweiten Vergleich am hochs-
ten [1]. Dennoch ist nicht klar, ob sich die Ergebnisse auch auf die Weltbevdlkerung
Ubertragen lassen. So gibt es doch zahlreiche Umwelteinflisse, die zur Entstehung
eines Magenkarzinoms beitragen kdnnen. Unter anderem gelten die Erndhrungsge-
wohnheiten, welche sich abhéngig von der jeweiligen Kultur stark unterscheiden kon-
nen, als Einflussfaktor in der Atiopathogenese (siehe Kapitel 1.1.2 ,Atiopathoge-
nese“)[14, 15, 18-20, 22, 23]. Eine kirzlich erschienene Studie konnte zeigen, dass
eine hohe Expression von SMARCEL zu einer schlechteren Prognose fuhrte und die
Metastasierung vorantrieb [53]. Die aktuelle Studienlage zum Einfluss der Untereinheit
SMARCA4 auf die Tumorbiologie ist ambivalent. Einige kommen zu dem Ergebnis,
eine hohe Expression sei mit einem vorangeschrittenen Tumorstadium und einer
schlechteren Prognose assoziiert [45, 67], andere weisen auf eine Funktion als Tu-
morsuppressor hin [42, 47]. In dieser Studie wurde eine unabhéngige Kohorte von
westlichen Magenkarzinomen auf den potenziellen tumorbiologischen Einfluss beziig-
lich der Expression von SMARCA4 und SMARCE1 sowie die Expressionsmuster
selbst und Zusammenhéange mit wichtigen genetischen Charakteristika wie Mikrosat-

telitenstabilitét, untersucht [56].

5.1 Methodische Diskussion

Zum Nachweis von SMARCA4 und SMARCEL auf Proteinebene wurde die Immunhis-
tochemie gewahlt. Die Immunhistochemie gilt als gangiges und verlassliches Verfah-
ren zur Darstellung der Expression spezifischer Genprodukte. Nach wiederholten Far-
bungen zur Etablierung der Antikorper ergab der Antikdrper zur SMARCA4-Farbung
die besten Ergebnisse in der Verdinnung 1:400 mit EDTA als Puffer. Fir SMARCE1
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wurde die Farbung mit einer Verdinnung des Antikérpers in 1:300 mit EDTA als Puffer
etabliert. Die Farbungen mit Citrat ergaben zwar ebenfalls gute Ergebnisse, jedoch
musste dazu eine geringere Verdunnung der Antikdrper genutzt werden, welches ei-
nen héheren Verbrauch an Antikbrper insgesamt bedeutet hatte. Aus diesen Grinden
entschied ich mich, bei gleichwertigem Ergebnis fir eine Farbung mit EDTA als Puffer.
Als interne Kontrolle des Farbeerfolgs von SMARCA4 und SMARCE1 wurden das
nicht neoplastische Epithel sowie Lymphozyten fir SMARCE1 genutzt. Die Farbung
selbst erfolgte automatisiert, sodass Schwankungen in der Durchfiihrung durch die
durchfuihrende Person auszuschlief3en sind. Die Verdinnung des jeweilig genutzten

Antikdrpers erfolgte jedoch héndisch, hier sind geringe Inkonsistenzen denkbar.

Zur Auswertung der immunhistochemischen Farbung von SMARCA4 und SMARCEL1
wurde der Histoscore genutzt, welcher auf einer individuellen Einschatzung des Un-
tersuchers zur Intensitat und anteiliger Gréf3e der Tumorareale beruht. Um eine Be-
standigkeit in der Einschatzung der Intensitaten zu gewahrleisten, wurden vorab Ver-
gleichsfalle ausgewahlt und wahrend der Auswertung hinzugezogen. Dennoch beruht
die Angabe des Anteils einer Intensitat innerhalb des abgebildeten Tumorgewebes auf
Schatzungen und kann von der exakten, nicht bestimmbaren Prozentzahl abweichen.
Es wird davon ausgegangen, dass sich Ungenauigkeiten beim Schétzen durch ebenso
oft vorkommendes Uber- wie Unterschatzen desselben Untersuchers ausgleichen. Die
Auswertung der immunhistochemischen Farbungen mit Hilfe des Histoscores wurden
daher nur durch einen Untersucher durchgefiihrt. Die so untersuchten Falle wurden
erst nach Abschluss der Auswertung anhand des Medians dichotomiert und in Quartile
eingeteilt, um eine Beeinflussung der Ergebnisse durch die Auswertung der IHC selbst

zu verhindern.

Zur Auswertung einer potentiellen Ko-Expression von SMARCE1 und Her2/neu wurde
beim immunhistochemischen Vergleich sowie beim Vergleich mit der CISH darauf ge-
achtet, dass die jeweilige genutzte Tumorebene innerhalb eines Falls dieselbe war
oder zumindest anteilig miterfasst, um falsch negative Ergebnisse durch intratumorale

Heterogenitat und Stichprobenfehler auszuschliel3en oder wenigstens zu reduzieren.

Fur die Analyse der Amplifikation von SMARCEL1 kam die ddPCR zur Anwendung, da
es keine kommerziellen Sonden fir eine in situ-Hybridisierung gab. Die ddPCR bietet

im Vergleich zu herkdmmlichen PCR-Verfahren wie der gPCR (Real-Time PCR) viele
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Vorteile. Dazu zahlt die grol3ere Toleranz gegentber mit der DNA ko-isolierten Inhibi-
toren, welche besonders grof3en Einfluss bei der Amplifikationsanalyse hat. Die ko-
isolierten Inhibitoren fihren bei einer gPCR zu einer Verringerung der Effizienz der
PCR und einem erhéhten Cqg-Wert (Schwellenwert, ab wie viel Zyklen in der PCR eine
Probe ein positives Signal ergibt). Infolgedessen wird eine geringere Kopienzahl ge-
messen als die eigentliche durch die Ausgangsmenge erreichte. Bei der ddPCR grei-
fen gleich zwei Mechanismen, welche diesem Effekt entgegenwirken. Zum einen wer-
den bei der ddPCR positive und negative Signale im Verhaltnis zueinander ausgewer-
tet, sodass der Einfluss der Inhibitoren erst dann sichtbar wird, wenn durch die Inhibi-
toren ein positives Signal als negatives Signal gewertet wird. Zum anderen werden die
Proben zur Durchfiihrung der ddPCR stark verdiinnt, sodass auch die Inhibitoren stark
verdunnt werden [68]. Dadurch gelingt mit Hilfe der ddPCR eine wesentlich sensitivere
und genauere Analyse der Kopienzahl des gesuchten DNA-Abschnitts und damit eine

bessere Amplifikationsanalyse.

5.2 Expression von SMARCA4 und SMARCE1

Intratumorale Heterogenitat konnte bereits fur viele Biomarkern nachgewiesen werden
[36, 57, 61, 69]. Die meisten der in dieser Studie eingeschlossenen Falle zeigten ein
diffus verteiltes Expressionsmuster unterschiedlicher Farbeintensitaten innerhalb ei-
nes Tumors fir sowohl SMARCA4 als auch SMARCEL. Dieses Muster, welches als
,grey-scale“ bezeichnet wird und sich auf ineinander Gbergehende Farbeintensitaten
bezieht (siehe Abb. 2), wurde in 95,2 % (446 Falle) aller fir SMARCA4 gefarbten Falle
gefunden. 98,9 % (463 Falle) der fur SMARCEL gefarbten Magenkarzinome zeigten
ebenfalls ein Expressionsmuster in Graustufen. In 5 (1 %) Fallen konnte ein kompletter
Verlust der Expression von SMARCA4 nachgewiesen werden. Ein kompletter Verlust
der Expression von SMARCE1 wurde nur in einem Fall beobachtet (0,2 %). Ein parti-
eller Verlust der Expression, welcher sich als ,black-and-white“ Muster in der Farbung
zeigte (siehe Abb. 2), konnte fir SMARCAA4 in 16 (3 %) Fallen nachgewiesen werden,
fur SMARCEL in 3 (0,6 %) Fallen. Diese Ergebnisse filhren zu dem Schluss, dass die
Einschatzung des Verlusts der Expression von SMARCA4 und SMARCEL in kleinen
Gewebeproben wie z. B. Biopsien (Tumorstanzen) oder Tissue Micro Array Untersu-
chungen (TMA) anfallig fur Stichprobenfehler ist [56].
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Damit konnte die Hypothese, dass SMARCA4 und SMARCE1 im Magenkarzinom un-
terschiedliche Arten der Expression sowie intratumorale Heterogenitat zeigen, besta-

tigt werden.

SMARCA4 und SMARCEL1 zahlen zu den Untereinheiten des SWI-/SNF-Komplexes
[42]. Die erhobenen Daten weisen auf eine Korrelation der Expression von SMARCA4
mit SMARCE1 und umgekehrt hin. Eine niedrige Expression von SMARCAA4 korrelierte
signifikant mit einer niedrigen Expression von SMARCE1 (p <0,001, siehe Tabelle 7).
Dies allein erlaubt jedoch noch keinen Schluss zur Dysregulation der Untereinheiten.
SchliefZlich wird fir SMARCEL eine hohe Expression als dysreguliert angenommen,
wahrend fur SMARCAA4 ein Verlust der Expression von Relevanz zu sein scheint [53,
70, 71]. Es veranschaulicht jedoch, dass die Dysregulation des SWI-/SNF-Komplexes
komplex ist und vermutlich mehr als eine einzelne Untereinheit daran beteiligt ist.
Diese Annahme wird durch zusétzliche Daten der Untersuchung gestitzt, so konnte
ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von sowohl SMARCA4 als
auch SMARCE1 mit ARID1A festgestellt werden, welches eine weitere Untereinheit
des SWI/SNF-Komplexes darstellt [42]. In frGheren Studien des Instituts fur Pathologie
des UKSH Kiel wurde bereits der Nachweis intratumoraler Heterogenitat von ARID1A
erbracht. Des Weiteren wurde in der Studie zu ARID1A ein Zusammenhang zwischen
dem Verlust von ARID1A mit einer erhdhten Expression von PD-L1 sowie mit dem
EBV- und Mikrosattelitenstatus festgestellt, welcher unabhangig von der prozentual
vom Verlust betroffenen Tumorflache bestand [65, 72]. Schlief3lich kdnnten einzelne
Bereiche eines Tumors von einer biologisch relevanten Dysregulation des SWI-SNF-
Komplexes betroffen sein, welche z.B. durch inaktivierende Mutationen von ARID1A
[43] vermittelt wird und weitere Untereinheiten des SWI-SNF-Komplexes betreffen
kann. Dies kompliziert das Verstandnis des Zusammenhangs mit dem Patiententiber-
leben. So konnte, einzeln fir SMARCA4 und SMARCE1 betrachtet, kein Zusammen-

hang mit dem Patienteniberleben nachgewiesen werden (siehe Abb. 3 - 6) [56].

5.3 SMARCA4, SMARCEL1 und andere tumorbiologische Eigen-

schaften

In dieser Studie wurde der Zusammenhang von SMARCA4 und SMARCE1 mit kli-
nisch-pathologischen Patientencharakteristika untersucht. Ein bekannter Biomarker
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bei Tumoren ist TP53, welcher als Tumorsuppressor haufig in verschiedenen Karzino-
men mutiert vorliegt. Zu diesen Karzinomen zahlt auch das Magenkarzinom [32, 73].
Dabei ist TP53 nicht in allen Magenkarzinomen gleich haufig mutiert. Es konnte in der
Vergangenheit gezeigt werden, dass Mutationen von TP53 zwar nur selten bei EBV-
positiven Magenkarzinomen vorkommen, jedoch oft bei chromosomal instabilen (CIN)
Magenkarzinomen nachgewiesen werden kénnen [32, 73]. Vergleichbar mit dem SWI-
SNF-Komplex verhélt sich p53 als Transkriptions-Aktivator in einem komplexen Netz-
werk aus Genen, dessen Produkte eine Rolle in verschiedenen Signal-Transduktions-
wegen einnehmen [74]. Ich konnte zeigen, dass eine niedrige Expression von
SMARCA4 mit einer niedrigen Expression von p53 im Magenkarzinom assoziiert ist.
Diesen Zusammenhang konnte ich ebenfalls fir SMARCE1 und p53 nachweisen.
Diese Ergebnisse fuhren zu der Annahme, dass die Dysregulation des SWI-/SNF-

Komplexes v. a. in CIN-Magenkarzinomen auftritt [56].

Eine integrative, genomische Analyse des Cancer Genome Atlas Research Netzwerks
schlagt zur Einteilung von Patienten und Versuchen zu ,targeted therapies” die Unter-
scheidung von Magenkarzinomen in vier Subtypen vor: EBV-, MSI- (Mikrosatteliten-
instabil), CIN- und genomisch stabilen Magenkarzinomen vor [32]. ,Targeted thera-
pies” sind moderne und zielgerichtete Therapien in der Behandlung von Krebs. Dabei
werden gezielt Eigenschaften des jeweiligen Karzinoms als Angriffspunkte in der The-
rapie genutzt [75]. Erganzend zudem genannten Zusammenhang von SMARCA4 und
SMARCEL1 mit TP53 konnte auRerdem eine inverse Korrelation der Expression von
SMARCA4 und SMARCE1 mit MSI nachgewiesen werden. Ebenfalls zeichnete sich
eine Tendenz eines inversen Zusammenhangs der Expression von SMARCE1 und
einem positivem EBV-Status bei Magenkarzinomen ab. Dies unterstitzt die zuvor ge-
machte Annahme, dass eine Dysregulation des SWI-/SNF-Komplexes v. a. CIN-Ma-

genkarzinome betrifft und weniger MSI- oder EBV-positive Magenkarzinome [56].

Die Ergebnisse bisher durchgefiihrter Studien zu SMARCA4 und SMARCEL liel3en
einen Einfluss beider auf den TNM-Status sowie das Patienteniiberleben auch beim
Magenkarzinom vermuten [53, 67]. Dennoch konnten wir keinen Zusammenhang zwi-
schen der Expression von SMARCA4 und SMARCE1 mit dem TNM-Status oder dem
Patienteniiberleben, weder im Gesamtiiberleben noch im tumorspezifischen Uberle-
ben, finden. SMARCA4 scheint in bisherigen Studien als moéglicher Tumorsuppressor

in Erscheinung zu treten [70, 71], trotz dessen konnte in dieser Untersuchung keine
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Korrelation zwischen einer niedrigen Expression oder dem kompletten Verlust der Ex-
pression und dem TNM-Status, dem Gesamt- oder tumorspezifischen Uberleben
nachgewiesen werden. In den vorausgegangenen Studien, welche zu dem Schluss
kamen, dass die Dysregulation der Untereinheiten einen Einfluss auf die Prognose von
Patienten habe, wurden hauptsachlich Patientenkohorten asiatischer Herkunft als
Grundlage genommen [53, 67]. Im Gegensatz dazu, wurde als Grundlage dieser Stu-
die ein Patientenkollektiv kaukasischer Herkunft genutzt. Daraus lasst sich ableiten,
dass ein Unterschied zwischen Patienten kaukasischer und asiatischer Herkunft be-
stehen konnte. Dies unterstitzt den Ansatz einer Unterscheidung zwischen asiati-
schen und nicht asiatischen Magenkarzinomen in der Therapieplanung, da sich zu-
nehmend der Verdacht erhértet, dass die ethnische Herkunft des Patienten einen Ein-
fluss auf die Prognose hat [33, 56].

Zusatzlich zu dem Einfluss der einzelnen Untereinheiten SMARCA4 und SMARCEL1
auf die Tumorbiologie des Magenkarzinoms wurde in dieser Studie der Zusammen-
hang einer Dysregulation des SWI-/SNF-Komplexes mit den klinisch-pathologischen
Patientencharakteristika untersucht. Die Dysregulation wurde dabei als hohe Expres-
sion von sowohl SMARCA4 und SMARCEL1 oder niedrige Expression dieser beiden
Untereinheiten definiert. Ahnlich zu den bisherigen Ergebnissen konnte auch hier ein
Zusammenhang mit dem p53- und Mikrosattelitenstatus sowie dem ARID1A-Status
beobachtet werden. Wie zuvor erwahnt, handelt es sich bei ARID1A um eine weitere
Untereinheit des SWI-/SNF-Komplexes [42], welche den gleichen Zusammenhang mit
dem Mikrosattelitenstatus zeigt [65, 70], wie in dieser Studie fir SMARCA4 und
SMARCEL1 belegt. Dies zeigt erneut wie komplex sich die Dysregulation des SWI-
ISNF-Komplexes gestaltet [56].

Kirzlich erschienene Studien zu SMARCAA4 ergaben eine Beteiligung von SMARCA4
in der E-Cadherin abhangigen Induktion der Epithelial-Mesenchymalen Transition
(EMT), welche zu einer fortschreitenden Metastasierung fihrt [76, 77]. Die Ergebnisse
dieser Untersuchung konnten keinen Zusammenhang zwischen der Expression von
SMARCA4 und dem E-Cadherin Status bestéatigen sowie zuvor bereits genannt auch
keinen Zusammenhang zum TNM-Status, welcher die Ausbreitung der Metastasierung
abbildet [56].
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Obwohl in dieser Studie kein Zusammenhang zwischen der Expression von
SMARCA4 und SMARCE1 mit dem TNM-Status oder dem Patiententberleben gefun-
den werden konnte, so konnten doch wichtige Zusammenhé&nge zu klinisch-pathologi-
schen Patienteneigenschaften, wie dem p53-, EBV- oder Mikrosattelitenstatus nach-
gewiesen werden. Damit bestatigt sich die zweite aufgestellte Hypothese, dass die
Expression von SMARCA4 und SMARCE1 mit klinisch-pathologischen Patientencha-
rakteristika korreliert.

5.4 Amplifikation von SMARCE1

Die Ergebnisse der Amplifikationsanalyse von SMARCEL1 deuten darauf hin, dass
SMARCEL eher selten amplifiziert vorliegt. Daraus wiederum lasst sich schliel3en,
dass die Expression von SMARCEL nicht allein durch Amplifikation reguliert wird. Es
missen auch andere Mechanismen vorliegen. Diese Vermutung wird ebenfalls
dadurch unterstitzt, dass SMARCA4 und SMARCE1 eine Korrelation in der Expres-
sion zeigen, obwohl die Gen Loci auf denen sie sich befinden zu weit entfernt vonei-
nander sind, um durch eine Ko-Amplifikation oder den Verlust beider Gene allein er-
klart werden zu kénnen [44, 48]. Der genaue Mechanismus, durch den die Regulation
von SMARCA4 und SMARCE1 bzw. des SWI-/SNF-Komplexes erfolgt, ist weiter un-
klar [56].

5.5 SMARCE1 und HER2

Im Vergleich der immunhistochemischen Farbungen von SMARCE1 und Her2/neu
konnte in der Mehrheit der untersuchten Gewebeschnitte eine komplette Ubereinstim-
mung der SMARCEL1 und Her2/neu positiven Tumorbereiche beobachtet werden. Dies
weist auf eine Ko-Expression von SMARCEL und Her2/neu hin, welches von den Er-
gebnissen einer Studie von Sahlberg et al. [78] unterstiitzt wird. Die Studie von Sahl-
berg et al. beschrieb, dass diverse Gene gemeinsam mit HER2 im Tumorwachstum
und den Uberlebensmechanismen von Krebszellen assoziiert zu sein scheinen [78].
Dazu passt, dass sich SMARCE1 und ERBB2 genetisch benachbart auf Chromosom
17912-21 befinden [48], was eine Ko-Amplifikation mdglich macht. Das Gen ERBB2
kodiert fir Her2/neu, ein bekanntes Onkoprotein, welches bereits als Angriffspunkt in

der zielgerichteten Krebstherapie mit Trastuzumab ist. Trastuzumab ist ein
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monoklonaler Antikorper gegen Her2/neu, welcher v. a. in der palliativen Therapie zum
Einsatz kommt und eine starke Tendenz zur Resistenzentwicklung zeigt [77, 79]. In
der Amplifikationsanalyse von SMARCEL1 durch die ddPCR wurden u. a. einige ERBB2
amplifizierte Falle eingeschlossen. Hier konnte in 3 von 4 Féallen (75%, siehe Tabelle
9) eine Ko-Amplifikation von SMARCE1 und ERBB2 nachgewiesen werden. Damit
zeigt sich zwar eine Tendenz zur Ko-Amplifikation von SMARCE1 und ERBB2, jedoch
kann bei einer so geringen Fallzahl keine abschlielende Aussage hierzu getroffen
werden [56].

Zu Beginn wurde die Hypothese aufgestellt, dass SMARCE1 und ERBB2 ko-amplifi-
ziert vorliegen. Die Daten dieser Studie deuten darauf hin, dass diese Hypothese zu-
trifft. Die nachgewiesene Ko-Expression von SMARCE1 und Her2/neu sowie die in 3
von 4 Féllen nachgewiesene Ko-Amplifikation stiitzen diese These. Dennoch kann bei
einer zu geringen Fallzahl ERBB2 amplifizierter Falle in der ddPCR aufgrund Proben-
mangels keine abschlieRende Aussage Uber eine Ko-Amplifikation getroffen werden.
Der mogliche synergistische Effekt einer Uberexpression von SMARCE1 und
Her2/neu in einer Teilgruppe von Patienten sollte Gegenstand zukUnftiger Studien
sein. Immerhin weisen die Ergebnisse von Sahlberg et al. [78] daraufhin, dass eine
Ko-Expression von SMARCE1 und Her2/neu moglicherweise am Mechanismus der
Resistenzentstehung gegen Krebstherapeutika wie Trastuzumab beteiligt sein kénnte.
Dies birgt groRes Potential zur Verbesserung der modernen, zielgerichteten Behand-

lung von Magenkarzinomen.
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6 Zusammenfassung

Das Magenkarzinom zahlt zu den 10 h&aufigsten Tumorarten in der deutschen Bevol-
kerung. Die Prognose ist bei einer 5-Jahres-Uberlebensrate von nur 32% weiterhin
schlecht [2]. Neuere Tumortherapeutika sollen nicht nur wirkungsvoller, sondern im
Vergleich zu herkdbmmlichen Chemotherapeutika auch nebenwirkungsarmer fir ge-
sunde Zellen sein. ,Targeted Therapies® richten sich gegen vorher im Tumor unter-
suchte Zielstrukturen. Dafir ist die Kenntnis der genauen Mechanismen, die zu Tu-
morwachstum, Metastasierung aber auch zu Medikamentenresistenz fihren von be-
sonderem Interesse [39]. Der Switch-/Sucrose-non-fermenting-Komplex (SWI-/SNF-
Komplex) ist ein ATP-abhéngiger Chromatin-Remodeller. Er ist in der Lage, die Tran-
skription zu regulieren, indem er die Chromatinstruktur veréandert [42]. Einzelne Un-
tereinheiten des SWI-/SNF-Komplexes waren bereits Gegenstand wissenschaftlicher
Untersuchungen zur tumorbiologischen Bedeutung im Kontext anderer Tumorerkran-
kungen, darunter auch SMARCA4 und SMARCEL1. Auf Grund teils widersprichlicher
Ergebnisse, bleibt die Rolle dieser Untereinheiten und damit auch die tumorbiologische
Bedeutung des SWI-/SNF-Komplexes bisher unklar [42, 45—-47, 53-55]. Interessant ist
dabei auch die genetische Nahe von SMARCEL1 zu HER2, einem bereits bekanntem

Biomarker [48]. In dieser Arbeit sollten daher folgende Hypothesen Uberprift werden:

(1) SMARCA4 und SMARCE1 zeigen unterschiedlichen Arten der Expression sowie

intratumorale Heterogenitat beim Magenkarzinom.

(2) Die Expression von SMARCA4 und SMARCE1 korreliert mit klinisch-pathologi-

schen Patientencharakteristika.

(3) Es liegt eine Ko-Amplifikation von SMARCE1 und ERBB2 (fur Her2/neu kodieren-

des Gen) vor.

Um die aufgefuhrten Hypothesen zu untersuchen, wurden zun&chst immunhistoche-
mische Farbungen von SMARCA4 und SMARCEL1 an einem Studienkollektiv von 468
therapienaiven Adenokarzinomen des Magens oder gastroésophagealen Ubergangs
durchgefuhrt. Anschlie3end erfolgte der Vergleich von SMARCE1 und HER2 positiven
Tumorbereichen mit Hilfe von Immunhistochemie und in situ Hybridisierung sowie
schlief3lich die Untersuchung der Amplifikation von SMARCE1 mittels ddPCR.
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Insgesamt konnten die zu Beginn in dieser Studie aufgestellten Hypothesen weitest-
gehend bestétigt werden. Die immunhistologische Untersuchung von SMARCA4 und
SMARCEL1 zeigte ein buntes Bild unterschiedlicher Expressionsstarken und bestatigte
damit die intratumorale Heterogenitat der Expression von SMARCA4 und SMARCE1
beim Magenkarzinom. Die Daten zeigten aul3erdem, dass die Dysregulation des SWI-
ISNF-Komplexes im Vergleich besonders chromosomal instabile Magenkarzinome be-
trifft und weniger solche, die EBV-positiv oder mikrosatteliteninstabil sind. Die Amplifi-
kationsanalyse von SMARCEL1 brachte das Ergebnis, dass eine Amplifikation nur sel-
ten vorkommt, sodass es noch weitere Mechanismen geben muss, durch die die Ex-
pression von SMARCE1 beeinflusst wird. Auch der Zusammenhang der Expression
von SMARCA4 und SMARCEL1, welcher nicht allein durch eine genetische N&he er-
klart werden kann, spricht daftir. Dennoch konnte in der Mehrheit der einzelnen ERBB2
amplifizierten Falle, welche mit Hilfe der ddPCR untersucht wurden, eine Ko-Amplifi-
kation mit SMARCE1 nachgewiesen werden. Der histologische Vergleich zeigte eine
deutliche Ubereinstimmung der SMARCE1 und Her2/neu-positiven Tumorareale. Da-
mit konnte eine Ko-Expression nachgewiesen werden, welche ein Zusammenspiel von
SMARCEL und Her2/neu in der Tumorbiologie nahelegt.
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