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Ein Punkt nur ist es, kaum ein Schmerz, 

Nur ein Gefühl, empfunden eben; 

Und dennoch spricht es stets darein, 

Und dennoch stört es dich zu leben [1]. 

 

 

 

Theodor Storm 

Verstorben am Magenkarzinom 1888 
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1 Einleitung 

1.1 Das Magenkarzinom 

Maligne Tumoren des Magens umfassen unterschiedliche histologische Entitäten, zu denen 

unter anderem Lymphome, Sarkome und Karzinome zählen. Mit über 90 % findet der 

überwiegende Anteil seinen Ursprung im Schleimhautepithel des Magens und es handelt sich 

meistens um Adenokarzinome [2]. Die Untersuchungen für die vorliegende Arbeit wurden 

ausschließlich an Adenokarzinomen des Magens durchgeführt, weshalb „Magenkarzinom“ und 

„Adenokarzinom des Magens“ im Folgenden synonym verwendet wurden. Zudem wurde bei 

personenbezogenen Hauptwörtern und bei Personenbezeichnungen das generische 

Maskulinum verwendet. Das diente nur der sprachlichen Vereinfachung und damit einer 

leichteren Lesbarkeit. Sämtliche Bezeichnungen stehen im Sinne der Gleichbehandlung 

repräsentativ für alle Geschlechter. 

1.1.1 Epidemiologie 

Das Magenkarzinom stellt nach wie vor ein großes Gesundheitsproblem dar und trägt nach dem 

Lungen- und Leberkarzinom den drittgrößten Anteil an den tumorassoziiert verlorenen 

gesunden Lebensjahren (engl.: disease adjusted life years lost) [3]. Es ist weltweit mit über 

1 000 000 Neuerkrankungen die fünfhäufigste Tumorentität und steht mit geschätzten 769 000 

jährlichen Todesfällen an vierter Stelle der krebsbedingten Todesursachen [4]. Im europäischen 

Vergleich liegt Deutschland mit jährlich 15 600 Neuerkrankungen und 9 600 Todesfällen im 

Mittelfeld [5]. Global betrachtet lassen sich klare geographische Unterschiede in den 

Inzidenzen feststellen. Während der afrikanische Kontinent sowie die westlichen Länder 

niedrige Inzidenzen aufweisen, ist der asiatische und osteuropäische Raum von hohen 

Neuerkrankungsraten geprägt. Obwohl seit Jahrzehnten ein stetiger Rückgang der absoluten 

Inzidenzen zu verzeichnen ist, lassen sich für proximale Tumoren (Kardia und 

ösophagogastrale Überganszone) sowie für Tumoren bei jüngeren Menschen eine Zunahme der 

Inzidenzen beobachten [4]. Dem gegenüber steht das insgesamt hohe Erkrankungsalter. In 

Deutschland beispielsweise erkranken Männer durchschnittlich im Alter von 72 und Frauen im 

Alter von 76 Jahren [6]. Neben der Assoziation zum Alter der Patienten ist außerdem eine 

Häufung beim männlichen Geschlecht zu beobachten, das im Vergleich zum weiblichen 

Geschlecht etwa doppelt so häufig betroffen ist [4].  
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1.1.2 Ätiologie 

Topographisch lässt sich das Magenkarzinom prinzipiell in einen proximal (Kardia und 

ösophagogastrale Übergangszone) und distal gelegenen Tumor (Rest des Magens) unterteilen. 

Insbesondere für proximale Tumoren erweist sich eine eindeutige Einteilung jedoch als 

schwierig, da, neben einer uneinheitlichen anatomischen Definition der Kardia, die 

Veränderungen der distalen Ösophagus- und proximalen Magenschleimhaut histologische und 

immunphänotypische Überschneidungen aufweisen [7]. Das Magenkarzinom präsentiert sich 

als multifaktoriell bedingte Erkrankung. Als eine der Hauptursachen lässt sich das Bakterium 

Helicobacter pylori (H. pylori) benennen, das 1984 von Barry Marshall und Robin Warren 

entdeckt [8] und 1994 durch die Internationale Agentur für Krebsforschung als Kanzerogen der 

Klasse I eingestuft wurde [9]. Mit einer weltweiten Durchseuchungsprävalenz von fast 60 % 

gilt H. pylori [10], insbesondere für distale Tumoren [11–13], als einer der wichtigsten 

Risikofaktoren [14]. Pathophysiologisch werden direkte und indirekte proinflammatorische 

Prozesse diskutiert, die bei ausbleibender Eradikation von H. pylori über Meta- und Dysplasien 

in der Entstehung eines Karzinoms münden [15]. Die Infektion mit H. pylori allein reicht jedoch 

nicht für die Entstehung eines Karzinoms, da Varianzen in den Virulenzfaktoren sowie Wirts- 

und Umweltfaktoren diesen Prozess maßgeblich beeinflussen [16–18]. In diesem 

Zusammenhang zeigt sich, dass Kochsalz als Induktor von Virulenzfaktoren den 

prokarzinogenen Effekt von H. pylori verstärken kann [19], weshalb Fortschritte in der 

Eradikationstherapie von H. pylori und Nahrungskonservierung zur einer Verringerung distal 

lokalisierter Tumoren geführt haben [20]. Bei proximalen Tumoren hingegen lässt sich eine 

Assoziation zum Übergewicht und einem gesteigerten Reflux nachweisen, obwohl die 

Datenlage hierzu nicht eindeutig ist [21]. Es wird vermutet, dass das proximale 

Magenkarzinom, je nach anatomischer Lage, in der Ätiologie einem Ösophaguskarzinom, 

beziehungsweise einem distalen Magenkarzinom, ähnelt [22,23]. Als weitere allgemeine 

Risikofaktoren gelten der übermäßige Konsum von Zigaretten und Alkohol sowie chronische 

Infektionen mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV). Das hieraus entstehende Magenkarzinom wird 

als gesonderte Entität gewertet [24]. Zudem lässt sich bei rund 10 % der Patienten eine familiäre 

Vorbelastung nachweisen, wobei das Magenkarzinom in aller Regel sporadisch auftritt [25].  
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1.1.3 Klassifikationen 

Histologie 

Neben einer Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation aus dem Jahre 2010 [26] wird 

heutzutage vor allem die Klassifikation nach Laurén verwendet, die drei Subtypen voneinander 

unterscheidet [27]. Es wird ein intestinaler Typ, der sich durch scharf begrenzte, differenzierte 

und kohäsive Drüsenverbände auszeichnet, von einem diffusen Typ abgrenzt, der vor allem 

durch eine undifferenzierte, lose Gruppierung von Tumorzellen gekennzeichnet ist. Als 

kleinere, dritte Gruppe wird der gemischte Typ beschrieben, der phänotypische Merkmale 

beider Subtypen aufweist [27]. Die Subtypen unterscheiden sich unter anderem in ihrer 

Ätiologie, Epidemiologie, Pathogenese und in der Prognose [27–29].  

Molekulargenetik 

Dank der rasanten Fortschritte in der Sequenzierung der nächsten Generation 

(engl. next generation sequencing), etablierten sich in den letzten Jahren molekulargenetische 

Klassifikationen, die es ermöglichen, das Magenkarzinom anhand seines Mutationsprofils 

einzuteilen [30–32]. Eine umfassende Klassifikation wurde 2014 im Rahmen des Projektes 

The Cancer Genome Atlas (TCGA) veröffentlicht. Die vier Subtypen, EBV-positiv, 

chromosomal instabil (CIN), Mikrosatelliten-instabil (MSI) und genomisch stabil (GS), weisen 

jeweils ein distinktes genetisches Profil auf [33]. CIN-Tumoren stellen mit einer Prävalenz von 

50 % die größte Gruppe dar und sind durch eine proximale Tumorlokalisation, häufige 

Inaktivierungsmutationen des TP53-Gens, dem histologisch intestinalen Typ und fokalen 

Amplifikationen von Genen gekennzeichnet, die proliferationsassoziierte Rezeptor-

Tyrosinkinasen (RTKs) kodieren (zum Beispiel EGFR, FGFR, HGF/MET). MSI-Tumoren 

zeichnen sich vor allem durch Hypermutationen in Signalwegen aus, die die Mitose betreffen. 

GS-Tumoren lassen sich mit Mutationen in Genen der Zellmotilität (CDH1, RHOA) und dem 

histologisch diffusen Typ assoziieren. Die kleine Gruppe der EBV-positiven Tumoren (9 %) 

weist häufiger Mutationen des ARID1A- und PIK3CA-Gens sowie eine Überexpression von 

PD-L1 und -L2 auf, wodurch sie vielversprechende Angriffspunkte für zukünftige 

Immuncheckpoint-Inhibitoren bieten. Im Hinblick auf die Prognose zeigte jedoch keiner der 

vier Subtypen einen signifikanten Vorteil [33]. Trotz zahlreicher Überschneidungen zwischen 

den molekulargenetischen Klassifikationen fehlt es weiterhin an einer allgemeingültigen 

Einteilung, um die individuelle Therapie der Patienten zu optimieren [34–36]. 
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1.1.4 Therapie und Prognose 

Konventionelle Therapie 

In der Therapieplanung, Prognoseabschätzung sowie im Tumorstaging spielt die  

TNM-Klassifikation (Tabelle 1) eine große Rolle und stellt bislang den einzigen routinemäßig 

bestimmten prognostischen Biomarker dar [37]. Sie verschlüsselt neben anderen 

histopathologischen Merkmalen die Ausbreitung des Primärtumors (T-Kategorie), den 

regionären Lymphknotenbefall (N-Kategorie) und das Vorhandensein von Fernmetastasen (M-

Kategorie). Der postoperative histopathologische Befund wird mit der Schreibeweise pTNM 

versehen, der bei stattgefundener neoadjuvanter Therapie zu ypTNM erweitert wird. Die 

Kriterien werde regelmäßig aktualisiert und von der Union internationale contre le cancer 

(UICC) und der American Joint Commitee on Cancer (AJCC) in vier Stadien eingeteilt (Tabelle 

2) [38]. In der Therapie des resektablen Magenkarzinoms wird auf ein multimodales Konzept 

aus chirurgischer Intervention, Bestrahlung und Chemotherapie gesetzt, wobei die operative 

Sanierung weiterhin den einzigen kurativen Therapieansatz darstellt. Für kleinere, auf die 

Mukosa beschränkte Tumoren (T1a nach TNM-Klassifikation [38]) bietet sich alternativ eine 

endoskopische Abtragung an [39]. Neben der operativen Säule wird vor allem der 

Chemotherapie ein hoher Stellenwert beigemessen, für die weltweit unterschiedliche 

Therapiekonzepte ausgearbeitet wurden. Während im asiatischen Raum primär eine 

postoperative (adjuvante) Chemotherapie nach erfolgter Gastrektomie durchgeführt wird, 

basiert die Therapie im nordamerikanischen Raum auf einer adjuvanten Radiochemotherapie 

[36]. In Europa hat sich seit der Veröffentlichung der MAGIC-Studie aus dem Jahre 2006 ein 

präoperatives (neoadjuvant) beziehungsweise perioperatives Regime aus Epirubicin, Cisplatin 

und 5-Fluorouracil (ECF) etabliert [40,41]. Darauffolgend erarbeitete die Arbeitsgemeinschaft 

Internistische Onkologie 2019 ein perioperatives Chemotherapie-Regime aus 5-Fluorouracil, 

Folinsäure, Oxaliplatin, und Docetaxel (FLOT), das mittlerweile als Standardkonzept in Europa 

gilt [42]. Im Folgenden wird „neoadjuvant“ synonym für „präoperativ“ und „perioperativ“ 

verwendet. Trotz Einführung dieser aggressiven Therapieansätze liegen die Ansprechraten 

weiterhin auf einem niedrigem Niveau und fluktuieren von Patient zu Patient [30,43].  



Einleitung  5 

 

Tabelle 1: TNM-Klassifikation des Magenkarzinoms. Gemäß der 8. Auflage der TNM-Klassifikation 

maligner Tumoren [38] 

 

 

 

Tabelle 2: UICC-Stadien des Magenkarzinoms. Gemäß der 8. Auflage der TNM-Klassifikation 

maligner Tumoren [38] 

 

 

Tx

T0

Tis

T1

T1a

T1b

T2

T3

T4

T4a

T4b

N0

N1

N2

N3

N3a

N3b

M0

M1 

T - Primärtumor

N - regionale Lymphknoten

M - Fernmetastasen

Keine Fernmetastasen

Fernmetastasen oder positive peritoneale Zytologie

Metastasen in 16 oder mehr Lymphknoten

Metastasen in sieben bis 15 Lymphknoten

Metastasen in sieben oder mehr Lymphknoten

Metastasen in drei bis sechs Lymphknoten

Metastasen in ein bis zwei Lymphknoten

Primärtumor kann nicht beurteilt werden

Kein Nachweis eines Primärtumors

Carcinoma in situ

Tumor infiltriert Lamina propria, Muscularis Mucosae oder Submucosa

Tumor infiltriert Lamina propria oder Muscularis Mucosae

Tumor infiltriert Submucosa

Tumor infiltriert Muscularis propria

Keine regionalen Lymphknotenmetastasen

Tumor infiltriert benachbarte Strukturen

Tumor perforiert Subserosa 

Tumor perforiert Subserosa (viszerales Peritoneum) oder infiltriert benachbarte Strukturen

Tumor infiltiert Subserosa ohne Beteiligung des viszeralen Peritoneums

UICC-Stadium T-Kategorie N-Kategorie M-Kategorie

0 Tis N0 M0

IA T1a N0 M0

T1b N0 M0

IB T2 N0 M0

T1 N1 M0

IIA T3 N0 M0

T2 N1 M0

T1 N2 M0

IIB T4a N0/1 M0

T3 N1 M0

T2 N2 M0

T1 N3 M0

IIIA T4a N1 M0

T3 N2 M0

T2 N3 M0

IIIB T4b N0/1 M0

T4a N2/3 M0

T3 N3 M0

IIIC T4b N2/3 M0

T4a N3 M0

IV Jedes T Jedes N M1
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Antikörpertherapie 

Aufgrund der fortschreitenden Erkenntnisse über die genetische und immunologische 

Zusammensetzung des Magenkarzinoms rücken die gezielte Krebstherapie (engl. targeted 

therapy) und die Immuncheckpoint-Inhibitoren zunehmend in den Fokus. Während für das 

nicht resektable Magenkarzinom mit dem gegen den Wachstumsrezeptor Her2/neu gerichteten 

Antikörper Trastuzumab ein Antikörper in der Erstlinientherapie zugelassen ist [44], befinden 

sich Antikörper für die Therapie des resektablen Magenkarzinoms noch in klinischer Prüfung 

[36]. Die Zulassung für das nicht resektable Magenkarzinom beruht auf den Ergebnissen der 

ToGa-Studie aus dem Jahre 2010, die eine Überlebensverlängerung von rund zwei Monaten 

durch Zugabe von Trastuzumab erzielte. Im Hinblick auf die insgesamt schlechte Prognose 

(medianes Überleben 13,8 Monate), ist die Überlebensverlängerung jedoch als unzulänglich 

anzusehen [45]. Ein Grund hierfür liegt möglicherweise darin, dass Her2/neu in der 

Studienkohorte nur zu 22,1 % überexprimiert war und, dass die Positivraten für Her2/neu 

zwischen Biopsie und Resektat variierten [46]. Für das resektable Magenkarzinom befinden 

sich Antikörper gegen Strukturen wie Her2/neu und den vaskulären endothelialen 

Wachstumsfaktor Rezeptor 2 (VEGF-R2) in klinischer Prüfung, ohne bislang wegweisende 

Phase-III Daten vorweisen zu können [47,48]. Auch Studien zu anderen Tyrosinkinasen wie 

HGF/MET oder EGFR zeigten bisher keine nennenswerten Ergebnisse [36]. Hingegen bieten 

sich mit Claudin 18.2, FGFR und VISTA weitere Ansatzpunkte, die derzeit untersucht werden 

[49]. Eine vielversprechende Substanzgruppe sind zudem die Immuncheckpoint-Inhibitoren, zu 

denen schon erste aussichtsreiche Daten vorliegen [36,50]. Somit befinden sich für das 

Magenkarzinom zwar erfolgsversprechende Antikörper gegen verschieden Proteinstrukturen in 

klinischer Testung [49], dennoch bildet das Grundgerüst der leitliniengerechten Therapie des 

Magenkarzinoms weiterhin die (Radio-)Chemotherapie und die gegebenenfalls anschließende 

operative Entfernung [44].  

Mit einer relativen 5-Jahres-Überlebensrate von 33 % über alle Tumorstadien hinweg ist die 

Prognose des Magenkarzinoms als ungünstig anzusehen. Einige entscheidende Faktoren hierfür 

sind, dass sich bei etwa einem Drittel der Patienten zum Diagnosezeitpunkt Metastasen 

nachweisen lassen [6] und dass das Magenkarzinom, trotz Resektion in sano (R0-Resektion), 

eine hohe Rezidivrate von bis zu 60 % aufweist [40,51]. Zusätzlich lässt sich bei bis zu 20 % 

der Patienten eine frühe lymphogene Metastasierung (ab T1b nach TNM-Klassifikation [38]) 

feststellen, die mit einer ungünstigen Prognose assoziiert ist [52].  
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1.1.5 Zusammenfassung Kernprobleme des Magenkarzinoms 

Es lässt sich festhalten, dass einige der Kernprobleme im Management des Magenkarzinoms in 

den uneinheitlichen molekulargenetischen Klassifikationssystemen [34–36], einem schlechten 

und variablen Ansprechen auf Chemotherapeutika [30,43] sowie in den wenigen derzeit 

zugelassenen Antikörpertherapien liegen [36]. Als Ursache für diese Probleme wird eine auf 

genetischer und translationaler Ebene beschriebene intratumorale Heterogenität (ITH) 

diskutiert [53–55]. 

1.2 Tumorheterogenität 

Ausgangspunkt eines malignen Tumors ist die Entartung einer Zelle, die durch somatische 

Mutationen tumorspezifische Eigenschaften erwirbt (engl.: Hallmarks of Cancer) und dadurch 

das invasive Wachstum sowie die Ausbreitung des Tumors ermöglicht [56]. Aus 

tumorbiologischer Sicht wird ein maligner Tumor nicht mehr als genetisch homogene Entität, 

sondern als hoch komplexer und heterogener „Organismus“ angesehen, der sich in einem 

permanenten Wandel befindet [57].  

Peter Nowell erarbeitete 1972 ein Modell, das besagt, dass Tumore sich aus mehreren genetisch 

unterschiedlichen Tumorzellclustern, sogenannten Subklonen, zusammensetzen, die das 

Ergebnis evolutionärer Selektionsprozesse sind [58]. Entscheidend für die Tumorevolution ist 

das zufällige Auftreten von Mutationen, die an nachfolgende Generationen vererbt werden und 

so zur Ausbildung einer subklonalen Struktur beitragen (Abbildung 1) [58]. Diese Struktur von 

genetisch distinkten Subpopulationen wird gemeinhin als genetische ITH bezeichnet [59]. Je 

nach Art und Lokalisation werden die Mutationen in Treibermutationen (engl.: driver) und 

neutrale (engl.: passenger) Mutationen unterteilt. Eine Treibermutation resultiert in einem 

Fitness-Vorteil gegenüber den anderen Tumorzellen, wodurch der Progress der betroffenen 

Tumorzelle gefördert wird. Neutrale Mutationen weisen hingegen weder einen Vor- noch einen 

Nachteil im Hinblick auf die Fitness der Tumorzelle auf [60,61]. Zur phylogenetischen 

Einordnung der Mutationen wurde zudem ein Modell vorgestellt, das Stammmutationen  

(engl. trunk) von Zweigmutationen (engl. branch) unterscheidet. Stammmutationen treten in 

der Tumorevolution früh auf und sind folglich in einer Mehrzahl der Subklone zu finden, 

während Zweigmutationen verhältnismäßig spät auftreten und nur in einigen wenigen 

Subklonen vorhanden sind [62]. Im Verlauf der Zeit kommt es zur Akkumulation der 

Mutationen und zur Ausbildung einer weitreichenden subklonalen Architektur, in der die 

genetische Komposition der einzelnen Subklone einen maßgeblichen Einfluss auf die Fitness 
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der jeweiligen Tumorzellen des Subklons hat [57,60]. Während die konkrete subklonale 

Architektur eines Malignoms individuell verschieden ist, lassen sich für die einzelnen 

Tumorentitäten unterschiedliche Evolutionsmodelle nachweisen. Dabei können mehrere 

Modelle gleichzeitig gelten und/oder fließend ineinander übergehen [53,61]. Somit ist die 

Tumorevolution als ein hochkomplexer Prozess zu verstehen, der durch zahlreiche Faktoren, 

wie die Tumormikroumgebung, intersubklonale Konkurrenz, räumliche Begrenzungen oder 

Chemotherapie beeinflusst wird [57,60,63–65].  

Im Magenkarzinom zeigt sich die ITH unter anderem darin, dass zahlreiche Biomarker wie 

Claudin 18.2, Her2/Neu, FGFR, PD-L1, KRAS oder Ki-67 innerhalb des Tumors eine 

heterogene Expression aufweisen [66–75]. Eine Folge dieser ITH ist die inkorrekte Erfassung 

des Biomarkers, was eine Über- oder Unterschätzung der tatsächlichen Expression zur Folge 

haben kann [67,70]. 

 

 
 

Abbildung 1: Tumorevolution. Dargestellt sind zwei mögliche Modelle der Tumorevolution in 

Abhängigkeit von der Zeit. Jeder farbige Kreis repräsentiert eine in sich genetisch homogene 

Tumorzellpopulation innerhalb eines Tumors (Gesamtheit der Kreise). Die Größe des Kreises korreliert 

mit der Größe des Subklons. In (A) ist die lineare Tumorevolution gezeigt, in der es durch regelmäßige 

Treibermutationen (driver Mutationen) zur Ausbildung eines neuen dominanten Tumorklons (neuer, 

anders gefärbter Kreis) kommt, der den vorherigen Klon verdrängt. (B) zeigt mit der verzweigten 

Evolution einen möglichen Evolutionsweg, der in der Ausbildung einer subklonalen Architektur 

mündet. Durch das zufällige Auftreten von Treiber- oder neutralen Mutationen entsteht eine subklonale 

Struktur, in der genetisch unterschiedliche Subklone für eine gewisse Zeitspanne gleichzeitig im Tumor 

existieren. Die Subklone können mit anderen Subklonen in Konkurrenz, Symbiose oder friedlicher 

Koexistenz leben. Modifiziert nach Marusyk et al. [60]. Creative-Commons-Lizenznummer: 

5531250570605. 
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1.3 Ki-67 

Die Assoziation zwischen Ki-67 und der Zellproliferation wurde erstmals 1983 von einer  

Kieler Arbeitsgruppe beschrieben [76]. Während Ki-67 von jeder proliferierende Zelle in den 

aktiven Zellteilungsphasen (G1-, S-, G2- und M-Phase) obligat exprimiert wird, ist das Protein 

in der Ruhephase der Zelle (G0-Phase) nicht vorzufinden [77,78]. Ki-67 wird normalerweise in 

einem kleinen Teil der Tumormasse (sogenannte Wachstumsfraktion) erfasst und als 

Proliferationsindex (PI) angegeben. In verschiedenen Tumorentitäten, wie dem 

Mammakarzinom [79], neuroendokrinen Tumoren [80] oder Lymphomen [81], gilt der Ki-67-

PI als ein etablierter Prognosemarker. Beim Magenkarzinom hingegen wird diese Rolle von 

Ki-67 kontrovers diskutiert [70,82,83]. Das wird besonders im Hinblick auf den seit der 

MAGIC-Studie [40] stattgefundenen Paradigmenwechsel hin zu einem neoadjuvanten 

Therapiekonzept deutlich, da es zu Ki-67 als Prognosemarker nach neoadjuvanter Therapie an 

stichhaltigen Studienergebnissen fehlt [84,85].  

Die Evaluation von Ki-67 wird ebenfalls kontrovers diskutiert. Durch variierende 

Expressionsmuster mit unterschiedlichen Färbeintensitäten, die unter anderem von dem 

verwendetem Antikörper [86], der Zellzyklus- sowie der Mitosephase [77,78,86,87] abhängen, 

wird eine zwischen den Laboratorien konsistente Auswertung von Ki-67 und eine Reproduktion 

der Ergebnisse erschwert [88,89]. Das spiegelt sich auch in der Datenlage zu Ki-67 beim 

Magenkarzinom wider, da vor allem in Bezug auf die Auswertekriterien und Grenzwerte wenig 

Konsens besteht [70,83,90–92]. 

Die Evaluation von Ki-67 wird entweder anhand vollständiger Gewebeschnitte oder kleiner 

Gewebeproben (engl. tissue micro array, TMA) aus in Paraffin eingebettetem Tumorgewebe 

vorgenommen. Es zeigt sich jedoch, dass TMAs in der Beurteilung von Biomarkern als 

umstritten gelten. So wurde durch Warneke et al. und Böger et al. eine hohe Rate an  

falsch-positiven und falsch-negativen Ergebnissen durch TMAs in der Evaluation von Her2/neu 

und Ki-67 bei therapienaiven Magenkarzinomen beschrieben. Als ein Grund hierfür wird die 

ITH der Biomarker diskutiert [67,70]. Aufgrund dieser Fehleranfälligkeit wurden vermehrt 

vollständige Gewebeschnitte zur Evaluation von Ki-67 verwendet, wobei gemeinhin nur ein 

repräsentativer Tumorblock pro Fall untersucht wurde [70,82,90,92].  
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1.4 Tumorregression 

Die Tumorregression ist ein häufig erfasster Biomarker, der das Ansprechen des Tumors auf 

die neoadjuvante Therapie quantifiziert. Hierfür wird der exzidierte Tumor in Paraffin 

eingebettet und der Gesamtrückgang der Tumormasse anhand von immunhistochemisch 

gefärbten Schnitten des eingebetteten Tumors beurteilt. Es existieren verschiedene 

Klassifikationssysteme, die unterschiedliche Evaluationskriterien und Tumorregressionsgrade 

(TRG) systematisieren [93–95], wobei der TRG nach Becker et al. zu den am häufigsten 

verwendeten Klassifikationen gezählt wird [95,96] (Tabelle 3).  

Hinsichtlich der Prognose zeigt sich ein uneinheitliches Bild. Während eine Metaanalyse einen 

Zusammenhang zwischen Prognose und der Tumorregression nachweisen konnte [97], zeigte 

sich in einer Studie an 850 Magenkarzinomen keine Assoziation zwischen Patientenprognose 

und der Tumorregression [98]. Das spiegelt sich auch in den verschiedenen 

Klassifikationssystemen wider, in denen bisher kein eindeutiger Konsens darüber herrscht, ab 

welchem Grenzwert die Prognose des Patienten am besten abgeschätzt werden kann [99–102]. 

Hierzu trägt eine ausgeprägte Inter- und Intraobserver-Variabilität möglicherweise 

entscheidend bei [103]. 

Allen Klassifikationssystemen ist gemein, dass sie den Gesamtrückgang der Tumormasse 

beurteilen und dadurch eine homogene Reaktion der Tumorzellen auf die Chemotherapie 

implizieren, obwohl zahlreiche Faktoren, wie die unmittelbare Umgebung der Tumorzellen 

(sogenannte Tumormikroumgebung) [104], der histologische Phänotyp oder die anatomische 

Lokalisation, das individuelle Verhalten der Tumorzellen auf die Therapie beeinflussen können 

[96,105]. Zudem wurden interindividuelle Unterschiede in DNS-Reparaturmechanismen und 

genetische Polymorphismen für das Magenkarzinom beschrieben, weshalb die Annahme einer 

homogenen Reaktion des gesamten Tumors, insbesondere vor dem Hintergrund der genetischen 

ITH, möglicherweise unzureichend ist [106,107]. 

 

Tabelle 3: Klassifikation der Tumorregression. Gemäß Becker et al. [95] 

   

Tumorregressionsgrad

1a

1b

2

3

Definition

  >50% Residualtumor im Vergleich zum vorherigen Tumorbett

Histopathologische Einteilung der Tumorregression 

  Kein Residualtumor vorhanden

  <10% Residualtumor im Vergleich zum vorherigen Tumorbett

  10-50% Residualtumor im Vergleich zum vorherigen Tumorbett
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1.5 Fragestellung 

Die ITH und die daraus resultierenden Herausforderungen für Therapie und Diagnostik des 

Magenkarzinoms haben im letzten Jahrzehnt an Bedeutung gewonnen. Insbesondere die 

Evaluation von Biomarkern wird durch die ITH erheblich erschwert. Gleichzeitig ist wenig 

über die Folgen der neoadjuvanten Therapie auf die Expression der Biomarker bekannt. Das 

Ziel dieser Arbeit bestand darin, den Einfluss der neoadjuvanten Therapie auf die Expression 

von Ki-67 unter Berücksichtigung der ITH zu untersuchen. 

Hierfür wurden die folgenden Hypothesen überprüft:  

1. Die neoadjuvante Therapie erschwert die Evaluation des Ki-67-PI. 

2. Der Ki-67-PI weist nach neoadjuvanter Therapie eine ITH auf, da aufgrund der 

subklonalen Architektur eines malignen Tumors dessen Subklone unterschiedlich 

auf die Therapie ansprechen. 

3. Demzufolge stehen auch der Ki-67-PI und die Tumorregression miteinander in 

Zusammenhang. 

4. Der Ki-67-PI kann trotz der ITH als prognostischer Biomarker dienen. 

Um diese Hypothesen zu überprüfen, wurden der Proliferationsmarker Ki-67 und die 

Tumorregression anhand von bis zu fünf Tumorproben pro Fall aus einer neoadjuvant 

vorbehandelten Kohorte untersucht. Bei den Tumorproben handelte es sich um in Paraffin 

eingebettetes Tumorgewebe. Die Auswertung erfolgte in zwei Schritten. Zum einen wurden die 

Tumorblöcke unabhängig von ihrer Fallzugehörigkeit untersucht (Blockweise-Analyse mit 

Blockweisen-Parametern). Zum anderen wurden die Paraffinblöcke ihren jeweiligen Fällen 

zugeordnet und diese miteinander verglichen (Fallweise-Analyse mit Fallweisen-Parametern). 
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2 Materialien und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Ethik 

Alle in dieser Studie unternommenen Versuche entsprechen den Vorgaben der Deklaration von 

Helsinki aus dem Jahr 1964 und ihren späteren Versionen sowie den ethischen Standards des 

verantwortlichen Ausschusses für Humanexperimente (institutionell und national) [108]. Vor 

Aufnahme in die Studie wurde von jedem Patienten das schriftliche Einverständnis oder ein 

entsprechender Ersatz eingeholt. Die Studien waren von der Ethikkommission des 

Universitätsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel, genehmigt worden (D 453/10 und 

D525/15). Bei allen Experimenten wurden die vorgeschriebenen Gesundheits- und 

Sicherheitsvorschriften des Labors eingehalten. 

2.1.2 Studienkollektiv 

Es wurden 108 Fälle von Adenokarzinomen des Magens und der ösophagogastralen 

Übergangszone aus dem Archiv des Instituts für Pathologie des Universitätsklinikums 

Schleswig-Holstein, Campus Kiel, herausgesucht. Alle Tumoren waren zwischen den Jahren 

2009 und 2018 reseziert worden. Folgende klinisch-pathologischen Patientencharakteristika 

wurden erhoben: Alter bei Diagnosestellung, Geschlecht, Tumorlokalisation, histologischer 

Tumortyp, T-Kategorie, N-Kategorie, Anzahl der untersuchten Lymphknoten, Veneninvasion 

(V-Kategorie), Lymphgefäßinfiltration (L-Kategorie), Perineuralscheideninvasion (Pn-

Kategorie) und der Resektionsstatus (R-Status). Die Tumorregression wurde nach der 

Klassifikation von Becker et al. in den TRG 1a (komplette Regression), TRG 1b (<10 % 

residuale Tumorzellen), TRG 2 (zwischen 10 % und 50 % residuale Tumorzellen) und TRG 3 

(>50 % residuale Tumorzellen) eingeteilt [95]. Folgende Kriterien mussten zum Einschluss in 

die Studie erfüllt sein: 

(1) Zustand nach neoadjuvanter/perioperativer Chemotherapie, (2) totale oder partielle 

Gastrektomie, (3) histologisch gesichertes Adenokarzinom, (4) Vorhandensein von Sterbe- und 

Überlebensdaten. Alle Patienten mit einem klassifiziertem Tumorstadium T1a nach der 

8. Ausgabe der UICC [38] und einer vollständigen Tumorregression (TRG 1a nach 

Becker et al. [95]) wurden von der Studie ausgeschlossen. Jedes resezierte Präparat wurde unter 

fachärztlicher Aufsicht präpariert und histologisch begutachtet. Alle Daten bezüglich  

des Todeszeitpunktes und der Todesursache wurden aus dem epidemiologischen  
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Krebsregister des Landes Schleswig-Holstein, Deutschland, entnommen. Anhand der 

Krankenhausdokumentation und auf Anfrage bei den zuständigen Hausärzten wurden die 

Follow-Up-Daten der noch lebenden Patienten eingeholt. Sämtliche Patienten wurden nach 

Aufnahme in die Studie pseudonymisiert und die zugehörigen Daten ausschließlich in 

kumulativer Form anonymisiert ausgewertet. 

2.1.3 Geräte und Verbrauchsmaterialien 

Folgende Geräte kamen zum Einsatz: Rotationsmikrotom Leica RM2245 (Leica Biosystems 

Nussloch, Nussloch, Deutschland), Färbeautomat Tissue-Tek Prisma® (Sakura Finetek 

Germany, Staufen, Deutschland), Eindeckautomat Tissue-Tek Film® (Sakura Finetek 

Germany, Staufen, Deutschland), Mikroskop Leica DM 1000 (Leica Microsystems, Wetzlar, 

Deutschland), Autostainer BOND™ Max System (Leica Biosystems Nussloch, Nussloch, 

Deutschland), Leica SCN400 Slidescanner (Leica Biosystems Nussloch, Nussloch, 

Deutschland), Medite COP 30 Cooling Plate (Medite Medical, Burgdorf, Deutschland), Tissue 

Flotation Bath TFB 45 (Medite Medical, Burgdorf, Deutschland), Inkubationskammer für 

Objektträger (Dunn Labortechnik, Asbach, Deutschland), Trocken- und Wärmeschrank 

(Binder, Tuttlingen, Deutschland), Labor-Kühlschrank (Philipp Kirsch, Willstätt-Sand, 

Deutschland). 

Die folgenden Verbrauchsmaterialien wurden verwendet: Mikrotomklinge A22 (FEATHER 

Safety Razor Co. LTD, Osaka, Japan), Leica BOND™ Plus Slides Objektträger 25,5 mm x 

75,5 mm x 1,0 mm (Leica Biosystems Nussloch, Nussloch, Deutschland), BOND Epitope 

Retrieval Solution 2 (Leica Biosystems, Richmond, Vereinigte Staaten), Antibody Diluent B 

(Zytomed Systems, Berlin, Deutschland). 

2.1.4 Antikörper 

Die immunhistochemischen Färbungen wurde unter Verwendung eines monoklonalen anti- 

Ki-67 Kaninchen-Antikörpers (clone SP6 Abcam, Cambridge, Vereinigtes Königreich) und 

eines monoklonalen anti-Pan-Zytokeratin (PCK) Maus-Antikörpers (#MS-343-P1, Clone 

AE1/AE3, Epredia, Breda, Niederlande) durchgeführt. 

2.1.5 Kit-Systeme 

Zur Visualisierung fand das folgende Kit-System Verwendung: Bond™ Polymer Refine 

Detection Kit (braune Färbung; A.Menarini Diagnostics Deutschland, Berlin, Deutschland).  
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2.1.6 Bindegewebsfärbung 

Zur Darstellung des Bindegewebes wurde die Trichrom-Färbung nach Masson verwendet 

(Trichrom-Färbelösung AB -Lösung, HT10516, Sigma-Aldrich, St. Louis, Vereinigte Staaten). 

2.1.7 Software 

Die folgende Software wurde verwendet: Windows 8.1 (Microsoft, Redmond, Vereinigte 

Staaten), Microsoft® Office 2019 Home and Student (Microsoft Deutschland, 

Unterschleißheim, Deutschland), IBM® SPSS® Statistics 25.0 und 27.0 (IBM, New York, 

Vereinigte Staaten). Zur Auswertung wurde auf ein Viewer-Programm zurückgegriffen 

(„virtuelle Mikroskopie Plattform; VMP“, Dr. rer. medic. HM Behrens, persönliche Mitteilung, 

03.02.2023), über das eine digitale Auswertung ermöglicht wurde. Das VMP-Programm wurde 

bereits in Arbeiten mit ähnlichem Auswertungsansatz verwendet [72,109]. 

2.2 Methoden 

2.2.1 Histologie 

Die Gewebeproben waren nach Resektion in 10 % neutral gepuffertem Formalin fixiert worden. 

Nach Entwässerung der Proben folgte die Einbettung in Paraffin. Alle Tumorproben stammten 

aus den Jahren 2009 bis 2018. Die resezierten Tumoren waren in der Regel vollständig 

eingebettet worden. Es wurden nur die Paraffinblöcke in die Auswertung aufgenommen, in 

denen das Tumorbett eingebettet war. Alle ausgewählten Blöcke enthielten Anteile der 

Schleimhaut, des Tumorzentrums und der Invasionsfront. Anhand von Hämatoxylin und Eosin 

(HE) gefärbten, entparaffinierten Gewebeschnitten erfolgte die Einteilung aller Tumoren 

gemäß der Laurén- Klassifikation [27]. Die Einschätzung der Tumorregression wurde anhand 

des TRG nach Becker et al. vorgenommen [95]. Primärtumorausdehnung, Nodal- und 

Fernmetastasenstatus (TNM) wurde nach der 8. Ausgabe der UICC klassifiziert [38]. Das 

gesamte Tumorbett der resezierten Tumoren wurde in Paraffin eingebettet, sodass die Anzahl 

der zur Auswahl stehenden Tumorblöcke von der Größe des Tumors abhing. 

2.2.2 Blockauswahl 

Für jeden Patient wurden ein bis fünf Tumorblöcke ausgewählt und HE-gefärbte Schnitte der 

ausgewählten Tumorblöcke zur Bestätigung der Einschlusskriterien nachmikroskopiert. Die 

Größe des resezierten Tumorgewebes war von Patient zu Patient unterschiedlich, wodurch die 

Anzahl der zur Auswahl stehenden Tumorblöcke variierte. Wenn weniger als fünf 



Materialien und Methoden  15 

 

tumortragende Blöcke von einem Patienten vorhanden waren, wurden alle Tumorblöcke  

(d.h. alle fünf) in die Studie eingeschlossen. Wenn mehr als fünf Tumorblöcke vorhanden waren 

(zum Beispiel 20 tumortragende Paraffinblöcke), wurden fünf repräsentative Tumorblöcke 

randomisiert aus den zur Auswahl stehenden Blöcken gewählt. In sieben Fällen war nur in 

einem Tumorblock Resttumor vorhanden, obwohl das ganze Tumorbett eingebettet worden 

war. Insgesamt erfüllten 108 Fälle mit 443 Blöcken die Einschlusskriterien. 

2.2.3 Ganzgewebeschnitte 

In vorangegangenen Studien wurde gezeigt, dass die feingewebliche Beurteilung von 

Biomarkern durch die ITH beeinträchtigt werden kann [67,70]. Aufgrund dessen wurden in der 

vorliegenden Arbeit nur Ganzgewebeschnitte der primär in Paraffinblöcken eingebetteten 

Gewebeproben verwendet (engl. whole mount tissue sections, WMTS). Diese unterscheiden 

sich in der Flächengröße (ca. 2-4 cm2) deutlich von TMAs (3,1 mm2). 

2.2.4 Färbeprotokolle 

Für die Durchführung der histologischen und immunhistochemischen Färbungen wurden 

zwei µm dicke Serienschnitte hergestellt. Nach Überführung der hergestellten Paraffinschnitte 

in ein 37° Celsius warmes Wasserbad wurden die Schnitte auf beschichtete Objektträger 

aufgezogen. Nach einer Trocknungsphase über 24 Stunden bei 53° Celsius in einem 

Inkubationsschrank wurden die Schnitte der immunhistochemischen und histologischen 

Färbung zugeführt. Zur Untersuchung der Fragestellung wurden jeweils zehn Serienschnitte 

pro Tumorblock angefertigt, sodass insgesamt 4 430 Leerschnitte vorhanden waren. Jeweils 

drei aufeinanderfolgende Serienschnitte pro Tumorblock wurden in unterschiedlichen 

Färbungen angefärbt, während die übrigen sieben Leerschnitte eines Blocks als Reserve 

dienten.  

Immunhistochemische Ki-67- and Pan-Zytokeratin-Färbung 

Die immunhistochemischen Färbung von Ki-67 und PCK wurde mit einem vollautomatischen 

Färbeautomat (Autostainer BOND™ Max System, Leica Biosystems Nussloch, Nussloch, 

Deutschland) durchgeführt. Zur Freilegung der Antigene erfolgte für einen Zeitraum von 20 

Minuten eine Vorbehandlung mittels BOND Epitope Retrieval Solution 2 (Leica Biosystems, 

St. Louis, Vereinigte Staaten) bei 37° Celsius. Der anti-Ki-67-Antikörper wurde anschließend 

in einer Verdünnung von 1:300 und der anti-PCK-Antikörper in einer Verdünnung von 1:200 

aufgetragen (Antibody Diluent B, Zytomed Systems, Berlin, Deutschland).  
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Histologische Trichrom-Färbung nach Masson 

Die Trichrom-Färbung nach Masson wurde mittels des vollautomatisierten Färbeautomaten 

Tissue-Tek Prisma® durchgeführt [110]. Anschließend wurden die gefärbten Schnitte mit dem 

Eindeckautomaten Tissue-Tek Film® eingedeckt (Färbeautomat und Eindeckautomat von 

Sakura Finetek Germany, Staufen, Deutschland). 

2.2.5 Durchsicht des Kollektivs 

Zur mikroskopischen Durchsicht des Kollektivs wurden die Schnitte verwendet, die einer  

PCK-Färbung zugeführt wurden. Es wurde geprüft, ob ausreichend Tumorgewebe vorhanden 

war, um in die Auswertung aufgenommen werden zu können. Als Grenzwert wurde eine 

Mindestzellzahl von 50 Tumorzellen pro Schnitt festgelegt. Da es sich um Serienschnitte 

handelte, lagen die gefärbten Schnitte in direkter Nachbarschaft zueinander (2 µm 

Schnittdicke), sodass die Größe und Ausdehnung des Tumors in den korrespondierenden 

Serienschnitten als annähernd identisch angesehen wurde. Nach Durchsicht des Kollektivs 

wurden 14 Tumorblöcke (3,2 %) aufgrund von zu geringem Resttumorgewebe aus der Studie 

ausgeschlossen. Das Studienkollektiv verkleinerte sich dadurch auf 58 Fälle (54,7 %) mit fünf 

Blöcken, 19 Fälle (17,9 %) mit vier Blöcken, zwölf Fälle (11,3 %) mit drei Blöcken, zehn Fälle 

(9,4 %) mit zwei Blöcken und sieben Fälle (6,6 %) mit einem Block. Das finale Studienkollektiv 

bestand aus 106 Fällen mit 429 Tumorblöcken (durchschnittlich 4,1 Blöcke pro Fall), die der 

Färbung zugeführt wurden. 

2.2.6 Digitale Auswertung 

Ein Leica-SCN400 Slide Scanner (Leica Biosystems Nussloch, Nussloch, Deutschland) wurde 

verwendet, um die immunhistochemisch und histologisch gefärbten WMTS (N=1 287) 

einzuscannen. Die größtmögliche Vergrößerung in den gescannten Bildern betrug 400-fach bei 

einer maximalen räumliche Auflösung von 0,26 µm pro Pixel. Für die weitere Auswertung 

wurden die Bilder in Leica-SCN-Dateien exportiert und mithilfe des VMP-Programmes 

ausgewertet, das speziell für Arbeiten an histologischen Präparaten programmiert wurde. Die 

im VMP-Programm dargestellten Schnitte wurden anschließend in ihrer gesamten Fläche 

untersucht. Wichtige Funktionen waren unter anderem die stufenlos einstellbaren 

Vergrößerungsstufen, die Aufnahme hochauflösender Bilder von Ausschnitten der  

eingescannten Schnitte sowie die Polygon-Linienzeichnungsfunktion. Letztere wurde 

verwendet, um die Umrisse eines zu untersuchenden Areals einzuzeichnen.  

Das Polygon wurde per Mausklick aufgespannt und konnte durch weitere Mausklicks 
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vergrößert werden [109]. Das VMP-Programm wurde um die Funktion erweitert, 

verschiedenfarbige Punkte zu platzieren.  

Evaluation des Ki-67-Proliferationsindex 

Die mit einem gegen Ki-67-gerichteten Antikörper immunhistochemisch gefärbten Schnitte 

(N=429) wurden zur Bestimmung des Ki-67-PI verwendet. Jede Färbereaktion des Nukleolus 

oder eine überwiegende Färbung des Karyoplasmas wurde als Ki-67-positiv gewertet. 

Tumorzellen, die nur eine zytoplasmatische Färbereaktion aufwiesen, wurden als Ki-67-negativ 

gewertet (Abbildung 2). Es wurde keine weitere Unterteilung der Ki-67-positiven Tumorzellen 

in unterschiedliche Färbeintensitätsstufen vorgenommen. Üblicherweise wurde der Ki-67-PI in 

der Region mit der höchsten Dichte (engl. hot spot) an Ki-67-positiven Tumorzellen bestimmt 

[70,92]. In dieser Arbeit wurde zusätzlich ein weiterer Ki-67-PI in der Region mit der 

geringsten Dichte an Ki-67-positiven Tumorzellen bestimmt, sodass für jeden Schnitt die  

höchste (Ki-67 high PI, KiH) und niedrigste (Ki-67 low PI, KiL) Proliferationsrate ermittelt 

wurde. Durch die Berechnung der Differenz (KiD) zwischen KiH und KiL wurde die 

Spannbreite (=Heterogenität) der Proliferation beurteilt. Zur Evaluation von Ki-67 wurde in 

jedem Schnitt jeweils die Region mit der visuell höchsten (für den KiH) und niedrigsten Dichte 

(für den KiL) an Ki-67-positiven Zellen aufgesucht. Mithilfe der Polygon-

Linienzeichnungsfunktion wurden die Regionen unabhängig voneinander eingegrenzt. Jedes 

gesetzte Polygon wurde als Auswertungsareal bezeichnet, sodass pro Schnitt zwei 

Auswertungsareale vorhanden waren. Innerhalb eines Auswertungsareals wurden die  

Ki-67-positiven Tumorzellen mit einem roten Punkt und die Ki-67-negativen Tumorzellen mit 

einem blauen Punkt markiert. Der Ki-67-PI des jeweiligen Auswertungsareals wurde 

anschließend automatisch durch das VMP-Programm errechnet, indem die Anzahl der roten 

Punkte (entspricht den Ki-67-positiven Tumorzellen) ins Verhältnis zur Gesamtzahl der 

gesetzten Punkte (entspricht allen Ki-67-positiven und Ki-67-negativen Tumorzellen) des 

gleichen Auswertungsareals gesetzt wurde. Sowohl für den KiH als auch für den KiL eines 

Schnittes wurden bis zu 500 Tumorzellen manuell ausgezählt. Insgesamt wurden 376 142 

Tumorzellen in entweder Ki-67-positiv oder Ki-67-negativ eingeteilt.  
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Abbildung 2: Immunhistochemischer Nachweis von Ki-67. Dargestellt sind Beispiele für die 

Einteilung der Tumorzellen in Ki-67-positiv und Ki-67-negativ. Die Pfeile in (A) markieren Zellen, die 

einen angefärbten Nukleolus aufweisen und somit Ki-67-positiv sind. (B) zeigt Grenzfälle in der 

Färbeintensität des Karyoplasmas. Der rote Pfeil markiert eine Ki-67-negative Zelle, während der grüne 

Pfeil eine schwach Ki-67-positive Tumorzelle kennzeichnet. Die schwarzen Pfeile zeigen zum 

Vergleich eindeutig Ki-67-positive Tumorzellen. Zytoplasmatische Färbereaktionen sind in (C) gezeigt  

(Ki-67-negativ). Anti-Ki-67-Immunfärbung, (A,B) 400-fache Vergrößerung, (C) 200-fache 

Vergrößerung. 

Evaluation der Tumorregression 

Die Erfassung der Tumorregression in den für diese Arbeit verwendeten Paraffinblöcken wurde 

durch Frau Laura Dunst im Rahmen ihrer Promotionsarbeit durchgeführt und die zugehörigen 

Daten freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Im Folgenden wird die Methodik 

zusammengefasst, wobei für weiterführende Informationen hinsichtlich des Vorgehens auf die 

Arbeit von Frau Laura Dunst verwiesen wird. Für die Erfassung der Tumorregression wurden 

die Trichrom (N=429) und die PCK (N=429) gefärbten WMTS verwendet. Anhand der  

PCK-Färbung wurden residuale Tumorzellen identifiziert, während mittels der Trichrom-

Färbung die ehemalige Tumorfläche (=Tumorbett) sichtbar gemacht wurde, die sich durch 

bindegewebige Veränderungen als Folge der neoadjuvanten Therapie zeigte. Mithilfe der 

Polygon-Linienzeichnungsfunktion wurde in beiden Schnitten die jeweilige Fläche des 

residualen Tumors (PCK) und des vorherigen Tumorbetts (Trichrom) eingezeichnet und 
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automatisch durch das VMP-Programm in der richtigen Größeneinheit registriert. Die 

Regression errechnete sich anschließend aus dem Größenverhältnis der residualen zur 

vorherigen Tumorfläche und wurde im Folgenden als Tumorbettanteil (TBA) bezeichnet. 

2.2.7 Studiendesign 

Für die Studie wurden Serienschnitte von einem bis zu fünf Paraffinblöcken pro Fall mit der 

Trichrom-Färbung und immunhistochemisch mittels Antikörper gegen Ki-67 sowie PCK 

gefärbt. Um zu gewährleisten, dass ausreichend Resttumorgewebe vorhanden war, wurden alle 

PCK gefärbten Schnitte nachmikroskopiert. Es mussten mehr als 50 Tumorzellen vorhanden 

sein (Grenzwert), damit der Tumorblock in die Studie aufgenommen wurde. Aus jedem 

Paraffinblock wurden vier Parameter ermittelt (Blockweise-Parameter: KiH, KiL, KiD und 

TBA). Da pro Fall zwischen ein und fünf Paraffinblöcke vorhanden waren, wurden mindestens 

vier und maximal 20 Datenpunkte pro Fall gemessen. Die nachfolgende statistische 

Auswertung bezog sich entweder auf eine Blockweise-Analyse (anhand Blockweise-

Parameter), in der alle Datenpunkte unabhängig von ihrem Fall untersucht wurden, oder auf 

eine Fallweise-Analyse, für die vier weitere Parameter (Fallweise-Parameter: maximale KiH 

des Falls, der minimale KiL des Falls, die KiD des maximalen KiH und minimalen KiL des 

Falls und der Median aller TBAs (mTBA) des Falls) festgelegt wurden. Die Messergebnisse 

wurden mit dem TBA, den klinisch-pathologischen Patientencharakteristika und den 

Überlebensdaten in Zusammenhang gebracht (Abbildung 3). 

2.2.8 Statistik 

Für die statistischen Analysen wurde IBM® SPSS® Statistics 25.0 und 27.0 (IBM, New York, 

Vereinigte Staaten) verwendet. Die Werte zu Ki-67 und dem mTBA wurden am Median 

dichotomiert. Zur Analyse der nominalen und dichotomierten Variablen wurde der exakte Test 

nach Fischer benutzt [111]. T- und N-Kategorie, Stadium nach UICC [38] und TRG nach 

Becker et al. [95] wurden mittels des Kendall-Tau-Korrelationskoeffizienten untersucht [112]. 

Mit der Pearson Korrelation wurde der Zusammenhang zwischen PI und Tumorblockalter 

berechnet [113]. Mithilfe des Wilcoxon-Mann-Whitney Tests wurde der Zusammenhang 

zwischen zugeführter Therapie und Heterogenität von Ki-67 festgestellt [114]. Die 

Überlebensraten wurden mittels des Kaplan-Meier-Schätzers ermittelt und als Kaplan-Meier-

Kurven graphisch dargestellt [115]. Signifikante Unterschiede in den Überlebenskurven 

wurden durch den Log-Rank-Test festgestellt [116]. Es wurde ein Signifikanzniveau von 0,05 

angenommen. Das Simes-Verfahren wurde zur Korrektur für multiples Testen verwendet [117].   
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Abbildung 3: Studiendesign. Dargestellt ist das Studiendesign der vorliegenden Arbeit.  

KiH: Ki-67 high Proliferationsindex (PI); KiL: Ki-67 low PI; TBA: Tumorbettanteil.  

PCK: Pan-Zytokeratin-Färbung; CAB: Trichrom-Färbung nach Masson [110]. Modifiziert nach Kock 

am Brink et al. [118]. Die Abbildung ist unter der Creative Commons Attribution  

4.0 International License lizensiert. Die Lizenz ist unter folgendem Link einzusehen: 

Https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Methodische Aspekte 

Die Evaluation von Ki-67 bei neoadjuvant behandelten Magenkarzinomen erforderte die 

Festlegung spezifischer Auswertekriterien. Durch die neoadjuvante Therapie verkleinerte sich 

die Tumormasse teils erheblich, wodurch eine Auswertung erschwert wurde. Zum einen war, 

je nach Ausmaß der Regression, nur noch wenig residuelles Tumorgewebe im Schnitt 

vorhanden, zum anderen wurde das Resttumorgewebe durch narbiges Bindegewebe zersplittert. 

Daraus ergaben sich folgende Probleme:  

Problem 1: Zellzahl des Proliferationsindex 

Zur Bestimmung eines Ki-67-PI musste eine ausreichend große Anzahl an Tumorzellen 

ausgezählt werden. Sie musste entsprechend groß gewählt werden, um den Einfluss von falsch 

klassifizierten Tumorzellen (sogenannte Ausreißer) zu minimieren und den Ki-67-PI nicht zu 

verfälschen. Auf der anderen Seite durfte die Zellzahl nicht zu groß gewählt werden, da die 

neoadjuvante Therapie in variablem Ausmaß zu einer substanziellen Reduktion der 

Tumormasse führte und dadurch nicht ausreichend viel Resttumorgewebe für eine Evaluation 

von Ki-67 vorhanden war. Es galt, die Balance zwischen Ausreißer-Risiko und 

Resttumorgewebe im Gleichgewicht zu halten, weshalb 500 Tumorzellen pro Ki-67-PI als 

Kenngröße gewählt wurde. Dennoch konnten, bedingt durch die Tumorregression, die  

Ki-67-PIs nicht für jeden Schnitt auf der Basis von jeweils 500 Tumorzellen berechnet werden. 

Als Lösung wurde festgelegt, dass pro Schnitt mindestens ein Ki-67-PI mit mindestens  

100 Tumorzellen ausgezählt werden musste. Wenn ausreichend Resttumorgewebe vorhanden 

war, wurden bis zu 500 Tumorzellen pro Ki-67-PI ausgezählt. Wenn mehr als 100 Tumorzellen 

vorhanden waren, aber die Anzahl der Tumorzellen nur für einen Ki-67-PI ausreichend war 

(zum Beispiel 150 Tumorzellen), wurde der Ki-67-PI unabhängig von der Höhe des PI als KiH 

gewertet (Abbildung 4). Falls keiner der beiden Ki-67-PIs (KiH oder KiL) anhand von jeweils 

100 Tumorzellen berechnet werden konnte, wurde dieser Schnitt in der Auswertung nicht 

berücksichtigt. 35 Schnitte wurden aufgrund dieser Vorgehensweise von der Auswertung 

ausgeschlossen. Durch diese Selektion verkleinerte sich das auswertbare Kollektiv auf eine 

abschließende Größe von 99 Fällen mit insgesamt 394 Blöcken. 
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Übersicht Vergrößerung 

A B 

C D 

 

Abbildung 4: Proliferationsindizes. Gezeigt sind Ki-67-Proliferationsindizes (PIs), die 

unterschiedliche Zellanzahlen aufweisen. (A+B) und (C+D) zeigen Tumorschnitte aus verschiedenen 

Fällen in zwei Vergrößerungsstufen. Das gelbe Polygon zeigt das Auswertungsareal für den  

Ki-67 low PI (KiL), das blaue Polygon zeigt das Auswertungsareal für den Ki-67 high PI (KiH). Jeder 

rote Punkt markiert eine Ki-67-positive, jeder blaue Punkt eine Ki-67-negative Zelle. In (A+B) ist 

ausreichend Tumorgewebe vorhanden, um die PIs jeweils anhand von 500 Tumorzellen zu berechnen 

(KiL: 2,2 %; KiH: 84,6 %; KiD: 82,2 %). Das graue Areal grenzt den Residualtumor ein. (C+D) zeigen 

einen Schnitt mit wenig Resttumor. Wegen der geringen Resttumormasse wird nur ein PI (KiH) für 

diesen Schnitt ermittelt. Der PI errechnet sich anhand von 209 Tumorzellen (KiH: 55,0 %). Der KiL 

und die KiD werden aufgrund der geringen Tumormassen in diesem Schnitt nicht erfasst (n.e.).  

Anti-Ki-67-Immunfärbung. (B,D) 50-fache Vergrößerung. (A,C) einfache Vergrößerung. 

Problem 2: Morphologie der Auswertungsareale 

Die Erfassung eines Ki-67-PI erfolgt in der Routine mithilfe eines Mikroskops bei 200- bis  

400-facher Vergrößerung, sodass immer ein Ausschnitt aus dem gesamten Tumor in Form eines 

runden Gesichtsfeld ausgezählt wird [70]. Damit ist der ausgezählte Flächenanteil in seiner 

Größe „standardisiert“. In dieser Arbeit erfolgte die Auswertung anhand digitaler Scans, 

wodurch der gesamte Schnitt, ohne Einschränkung durch einen kreisrunden  

KiH: 84,6 % 

KiL: 2,4 % 

KiD: 82,2 % 

KiH: 55,0 % 

KiL: n.e. 

KiD: n.e. 
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Sichtfeldausschnitt wie bei der Auswertung mithilfe eines Mikroskops, eingesehen und 

beurteilt wurde. Daraus ergab sich jedoch das Risiko, dass das Auswertungsareal, unter 

anderem aufgrund von Regressions- und Überlappungsphänomenen, nicht als kreisrunde 

Fläche ausgewählt werden konnte. Je nach Ki-67-PI, wurden vermehrt Ki-67-positive oder  

Ki-67-negative Zellen eingeschlossen. Weiterhin war in den Fällen, in denen nur noch wenig 

Resttumorgewebe vorhanden war, nicht immer die Möglichkeit gegeben, ein standardisiertes 

rundes Areal einzugrenzen. 

Um diese Stichprobenverzerrungen zu minimieren und ein einheitliches Vorgehen zu 

ermöglichen, wurden die Auswertungsareale so eingezeichnet, dass sie möglichst dem runden 

Sichtfeld eines Mikroskops entsprachen (Abbildung 5A). In den Schnitten, in denen diese 

Möglichkeit durch die Tumorausdehnung nicht bestand, wurde die Form des 

Auswertungsareals so rund wie möglich eingezeichnet. Weiterhin wurde der Zell-Zell-Abstand 

innerhalb eines Auswertungsareals auf maximal 1000 µm begrenzt. Dadurch wurde 

gewährleistet, dass sich die Auswertungsareale auf einen bestimmen Bereich beschränkten und 

nicht willkürlich groß gezeichnet wurden (Abbildung 5B). 

 

 

A B C 

 

Abbildung 5: Morphologie der Auswertungsareale. Dargestellt sind verschiedene Formen der 

Auswertungsareale aus unterschiedlichen Fällen. Die Auswertungsareale wurden zur Berechnung der  

Ki-67-Proliferationsindizes (PIs) verwendet. Das gelbe Polygon zeigt den Ki-67 low PI (KiL), während 

die Ki-67 high PIs (KiH) in blau dargestellt sind. Jeder rote Punkt markiert eine Ki-67-positive Zelle, 

jeder blaue Punkt eine Ki-67-negative Zelle. In (A) ist ausreichend Tumorgewebe vorhanden, um ein 

rundes Areal einzugrenzen. (B) zeigt ein verformtes Auswertungsareal. Es sind keine weiteren 

Tumorzellen vorhanden, wodurch es keine Möglichkeit gab, ein rundes Auswertungsareal 

einzuzeichnen. Der Zell-Zell-Abstand beträgt weniger als 1000 µm, weshalb die Zellen in einem 

Auswertungsareal eingrenzt sind. (C) zeigt den Sonderfall, wenn 500 Zellen für einen PI (in dem Fall 

KiH) im Schnitt vorhanden waren, aber der Zell-Zell-Abstand über 1000 µm lag. Auswertungsareal 1 

enthält 280 Zellen (PI: 49,3 %) und liegt 2400 µm von den nächsten Tumorzellen entfernt. Durch 

Addition eines zweiten Auswertungsareals (2) mit 220 Zellen (PI: 30,5 %), errechnete sich der PI 

anschließend auf Basis von 500 Tumorzellen (KiH: 41,0 %). Anti-Ki-67-Immunfärbung.  

(A) 75-fache Vergrößerung. (B,C) elffache Vergrößerung.  

950 µm 

2400 µm 

2 

850 µm 
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Problem 3: Räumliche Trennung 

Die durch die Chemotherapie induzierte Regression resultierte in teilweise spärlich 

vorhandenem Resttumorgewebe, das unter anderem durch unterschiedliche große Narbenzonen 

zersplittert war. Durch die Festlegung des maximalen Zell-Zell-Abstands innerhalb eines 

Auswertungsareals von 1000 µm, konnte die erforderliche Anzahl von 500 Tumorzellen in 

einigen Schnitten nicht in einem Auswertungsareal ausgezählt werden, da keine weiteren 

Tumorzellen im Umkreis von 1000 µm um das Auswertungsareal herum vorzufinden waren 

(Abbildung 5C). 

Als Lösung wurde festgelegt, dass in den Schnitten, in denen der Resttumor stark verteilt 

vorlag, ein Ki-67-PI aus mehreren Auswertungsarealen zusammengesetzt werden durfte. 

Hierfür wurden, je nach PI, weitere passende Regionen (d.h. Regionen mit einer hohen Dichte 

an Ki-67-positiven Tumorzellen für den KiH, Regionen mit einer geringen Dichte an  

Ki-67-positiven Tumorzellen für den KiL) aufgesucht und ausgezählt. Somit wurde die Anzahl 

von 500 Tumorzellen pro PI durch die Addition von mehreren Auswertungsarealen erreicht 

(Abbildung 5C). Die zusätzlichen Auswertungsareale mussten keine Mindestanzahl an Zellen 

vorweisen.  

Problem 4: Verfälschung der Proliferationsindizes 

Durch die Möglichkeit, mehrere Auswertungsareale zu einem Ki-67-PI zusammenzufassen, 

bestand das Risiko, trotz ausreichenden Tumorgewebes gezielt jeweils nur kleine Bereiche aus 

mehreren Regionen (zum Beispiel hot spot-Regionen für den KiH) auszuzählen und zu 

addieren. Dadurch würde sich der PI (beispielsweise der KiH) artifiziell erhöhen lassen.  

Es wurde deshalb festgelegt, dass in allen Schnitten, in denen ausreichend Tumorgewebe 

vorhanden war, die 500 Zellen aus einem einzigen Auswertungsareal stammen mussten.  
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Abbildung 6: Inter- und intratumorale Heterogenität von Ki-67 und der Tumorregression des 

gesamten Kollektivs. Die Visualisierung der Daten in drei Graphen zeigt eine ausgeprägte inter- und 

intratumorale Heterogenität (ITH) sowohl in der Ki-67-Expression als auch in der Tumorregression. 

Auf der X-Achse sind jeweils die Fälle in chronologischer Reihenfolge (Fall 1 ist aus 2009; 

Fall 106 ist aus 2018) zu sehen. Auf der Y-Achse sind die prozentualen Messwerte für die Ki-67-

Proliferationsindizes (PIs) und den gemessenen Tumorbettanteil (TBA) angegeben. Jede farbliche Raute 

stellt einen Datenpunkt für entweder den Ki-67 high PI (KiH, rot), den Ki-67 low PI (KiL, blau), die 

Differenz von KiH und KiL (KiD, grün) oder den TBA (lila) dar. Alle Datenpunkte sind orthogonal 

über ihrem jeweiligen Fall angeordnet. Die Heterogenität bei der Tumorregression zeigte sich darin, 

dass die TBA-Werte eines Falles über eine Reihe von Prozentsätzen hinweg verteilt waren (A). Die ITH 

von Ki-67 hingegen zeigte sich in mehrfacher Hinsicht. Zum einen variierten die KiH und KiL-Werte 

von Schnitt zu Schnitt innerhalb eines Falls (B). Zum anderen zeigten sich vermehrt hohe KiD-Werte 

(C), was auf eine heterogene Expression von Ki-67 hindeutet (KiH und KiL liegen weit auseinander). 

Modifiziert nach Kock am Brink et al. [118]. Die Abbildung ist unter der Creative Commons Attribution 

4.0 International License lizensiert. Die Lizenz ist unter folgendem Link einzusehen: 

Https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode. 
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3.2 Homogenität und Heterogenität der Ki-67-Expression 

Mithilfe der virtuellen Mikroskopie wurden 394 Tumorgroßflächenschnitte aus 99 Fällen auf 

ihre Ki-67-Expression hin untersucht. Abbildung 6 stellt die Ergebnisse meiner Auswertung 

graphisch dar. Zusätzlich sind die TBAs der untersuchten Kohorte mit aufgeführt  

(429 Großflächenschnitte aus 106 Fällen; Für weitere Informationen verweise ich auf die Arbeit 

von Frau Laura Dunst). Durch die Evaluation des KiH und KiL ließ sich die KiD und damit das 

Ausmaß der Ki-67-Heterogenität ermitteln (Abbildung 7). In Tumorschnitten mit einer 

heterogeneren Expression von Ki-67 zeigten sich tendenziell hohe KiD-Werte (KiH und KiL 

lagen weit auseinander; Abbildung 7A+B), während in Tumorschnitten mit einer homogeneren 

Expression kleinere KiD-Werte (KiH und KiL lagen näher beieinander) nachgewiesen wurden. 

Eine homogene Verteilung von Ki-67 (KiD klein) war jedoch nicht zwangsläufig mit einem 

niedrigen Proliferationsniveau (niedrige Werte für KiH und KiL; Abbildung 7C+D) assoziiert. 

Auch in Tumorschnitten mit einer insgesamt hohen Ki-67-Expression, und folglich einer 

gesteigerten Proliferation, zeigten sich homogene Verteilungsmuster der Ki-67-positiven 

Tumorzellen (KiH und KiL hoch; Abbildung 7E+F).  

3.3 Inter- und intratumorale Heterogenität der Ki-67-Expression 

Für die Ki-67-PIs wurden beträchtliche Schwankungen innerhalb eines Falls (Abbildung 8) und 

zwischen den einzelnen Fällen beobachtet. Der KiH wurde in 394 Blöcken (Median: 61,5 %; 

Spanne von 1,0 % bis 99,0 %) ermittelt, während der KiL (Median: 11,7 %; Spanne von 0 % 

bis 82,0 %) und die KiD (Median 40,4 %; Spanne von 0 % bis 96,0 %) jeweils in 376 Blöcken 

bestimmt werden konnte. Wie in Abbildung 6B gezeigt, variierten der KiH und der KiL 

erheblich zwischen den einzelnen Blöcken eines Falls (=Intratumorale Heterogenität) und 

zwischen den unterschiedlichen Fällen (=Intertumorale Heterogenität). Außerdem zeigten sich 

hohe KiD-Werte (Abbildung 6C), was auf eine heterogene Expression von Ki-67 im einzelnen 

Tumorblock hinwies (Abbildung 7A+B). Somit ließ sich für alle Ki-67-Parameter eine 

ausgeprägte inter- und intratumorale Heterogenität nachweisen. Das traf sowohl auf die 

Patienten zu, die eine Chemotherapie erhalten hatten, als auch auf die Patienten, die einer 

Radiochemotherapie zugeführt worden waren (Anhangstabelle 1). 
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Abbildung 7: Homogenität und Heterogenität von Ki-67. Dargestellt sind exemplarische 

Expressionsmuster von Ki-67 in drei unterschiedlichen Fällen. (A+B), (C+D) und (E+F) stellen jeweils 

einen Schnitt eines Falls mit den zugehörigen Ki-67 high (KiH) und low (KiL) Proliferationsindizes (PI) 

dar. (A+B) zeigen eine heterogene Verteilung von Ki-67 (KiD groß: 86,8 %). In (C+D) und (E+F) 

hingegen ist eine homogene Verteilung von Ki-67 (KiD klein; C+D: 2,8 %, E+F: 6,6 %) auf 

unterschiedlichen Proliferationsniveaus zu erkennen. Anti-Ki-67-Immunfärbung. 300-fache 

Vergrößerung. 

  

KiH: 91,2 % 

KiH: 2,8 % 

KiH: 61,0 % KiL: 54,4 % 

KiL: 0 % 

KiL: 4,4 % 
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Abbildung 8: Intratumorale Heterogenität von Ki-67 und der Tumorregression. 

Veranschaulichung der intratumoralen Heterogenität der Ki-67-Expression und der Tumorregression 

anhand des Beispielfalls. Jede Zeile stellt einen separaten Block desselben Tumors dar. Die Spalten 

zeigen jeweils die Serienschnitte des Blocks in unterschiedlichen Färbungen. Die Tumorregression 

errechnet sich aus dem Flächenverhältnis des Residualtumors (Pan-Zytokeratin-Immunfärbung; PCK) 

zur vorherigen Tumorfläche (Trichrom-Färbung). Mit zunehmender Tumorregression verringert sich 

der Ki-67 high (KiH) Proliferationsindex (PI), während der Ki-67 low PI (KiL) ansteigt (Werte in 

Abbildung 3). Anti-Ki-67-Immunfärbung der Bilder in den Spalten „Ki-67 high PI“ und „Ki-67 low PI“; 

200-fache Vergrößerung. Die Bilder in den Spalten „Trichrom-Färbung“ und „PCK-Färbung“ in 

einfacher Vergrößerung. Modifiziert nach Kock am Brink et al. [118]. Die Abbildung ist  

unter der Creative Commons Attribution 4.0 International License lizensiert. Die Lizenz ist unter 

folgendem Link einzusehen: Https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode.  
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3.4 Blockweise-Analyse  

Die Analyse wurde mittels der Blockweise-Parameter durchgeführt (TBA, KiH, KiL, KiD). Für 

die Analysen wurde auf die von Frau Dunst zur Verfügung gestellten Daten zu der erfassten 

Tumorregression zurückgegriffen.  

Der TBA wurde in 429 WMTS (Median: 13,5 %; Spanne von 0 % bis 99,9 %) erhoben. Im 

nächsten Auswertungsschritt wurde der Zusammenhang zwischen dem KiH und dem  

TBA (n=394) sowie jeweils zwischen dem KiL und dem TBA (n=376) und der KiD und dem 

TBA (n=376) auf der Ebene aller Tumorblöcke untersucht. Hierfür wurden die TBA-Werte der 

gesamten Kohorte am Median in Tumorblöcke mit Anzeichen einer Tumorregression 

(TBA<13,5 %; im Folgenden als Responder-Blöcke bezeichnet) und in Tumorblöcke ohne 

Anzeichen einer Tumorregression (TBA≥13,5 %; im Folgenden als Non-Responder-Blöcke 

bezeichnet) unterteilt. Die Ki-67-Parameter wurden ebenfalls an ihren jeweiligen Medianen 

(KiH: 61,5 %; KiL: 11,7 %; KiD: 40,4 %) dichotomiert. 

3.4.1 Ki-67 und Tumorbettanteil 

Alle drei Ki-67-Parameter (Blockweise-Parameter: KiH, KiL, KiD) waren hochsignifikant 

mit dem TBA (p<0,001, Tabelle 4) assoziiert. Im Vergleich von Responder- zu  

Non-Responder-Blöcken zeigten sich in den Non-Responder-Blöcken höhere Werte für den 

KiH und die KiD. Im Gegensatz dazu wiesen Responder-Blöcke im Vergleich zu  

Non-Responder-Blöcken höhere Werte für den KiL auf. 

 

 

Tabelle 4: Assoziation zwischen den Ki-67-Proliferationsindizes und dem Tumorbettanteil in der 

Blockweisen-Analyse. Die Tabelle zeigt den Zusammenhang zwischen den Ki-67-Proliferationsindizes 

(PI) und der Tumorregression (Tumorbettanteil, TBA) in der Blockweisen-Analyse. Der Ki-67 high PI 

ist als KiH, der Ki-67 low PI als KiL und die Differenz der beiden als KiD angegeben. Die  

Ki-67-Parameter sind an ihrem jeweiligen Median in niedrig (<Median) und hoch (≥Median) 

dichotomiert (Median KiH: 61,5 %, KiL: 11,7 %, KiD: 40,4 %). Der TBA ist ebenfalls am Median in 

Responder (<Median) und Non-Responder (≥Median) dichotomiert (Median TBA: 13,5 %).(1) Die p-

Werte wurden anhand des exakten Tests nach Fisher ermittelt [111]. Hochsignifikante p-Werte sind 

dunkelgrau hinterlegt.  

 

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

 TBA n       p
(1) 429  394 <0,001  376 <0,001  376 <0,001

 <Median (Responder) 215 (50,1) 110 (61,6) 70 (38,9) 63 (38,4) 101 (61,6) 104 (63,4) 60 (36,6)

 ≥Median (Non-Responder) 214 (49,9) 87 (40,7) 127 (59,3) 125 (59,0) 87 (41,0) 85 (40,1) 127 (59,9)

gültig gültig

niedrig

(<Median)

hoch

(≥Median)

p-Wert p-Wertp-Wertgültig

Gültig KiH KiL KiD

niedrig

(<Median)

hoch

(≥Median)

niedrig

(<Median)

hoch

(≥Median)
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3.5 Fallweise-Analyse  

Anschließend wurde untersucht, ob die beobachteten Effekte der Blockweisen-Analyse auch 

vorhanden waren, wenn die Datenpunkte ihrem jeweiligen Fall zugeordnet wurden  

(Fallweise-Analyse). Hierfür wurden vier neue Parameter (Fallweise-Parameter) festgelegt, die 

die Parameter der Blockweisen-Analyse widerspiegeln und aus den für jeden Fall angegebenen 

Datenpunkten abgeleitet wurden. Es wurde der mTBA (n=106 Fälle, Median: 12,2 %, Spanne 

von 0 % bis 85,6 %), der maximale KiH (n=99 Fälle, Median: 75,8 %, Spanne von 4,1 % bis  

99,0 %), der minimale KiL (n=97 Fälle, Median: 4,0 %, Spanne von 0 % bis 41,8 %) und die 

KiD vom maximalen KiH zu minimalen KiL (n=97 Fälle, Median: 66,8 %, Spanne von 1,7 % 

bis 97,6 %) für jeden Fall bestimmt. Für die Analyse wurden alle Parameter an ihren jeweiligen 

Medianen in hoch und niedrig dichotomiert. Analog zur Blockweisen-Analyse wurden die 

mTBA-Werte in Fälle mit Zeichen einer Tumorregression (mTBA<12,2 %; im Folgenden als 

Responder-Fälle bezeichnet) und in Fälle ohne Zeichen einer Tumorregression  

(mTBA≥12,2 %; im Folgenden als Non-Responder-Fälle bezeichnet) eingeteilt. 

3.5.1 Ki-67 und Tumorbettanteil 

Während der minimale KiL und der KiD-Parameter signifikant mit dem mTBA assoziiert 

waren (p=0,002; p=0,015), wurde zwischen dem maximalen KiH und dem mTBA kein 

signifikanter Zusammenhang festgestellt (Tabelle 5). Analog zu den Ergebnissen der 

Blockweisen-Analyse wurden in Responder-Fällen hohe Werte für den minimalen KiL 

gefunden, während Non-Responder-Fälle hohe Werte für den KiD-Parameter aufwiesen. 

 

Tabelle 5: Assoziation zwischen den Ki-67-Proliferationsindizes und dem medianen 

Tumorbettanteil in der Fallweisen-Analyse. Die Tabelle zeigt den Zusammenhang zwischen den  

Ki-67-Proliferationsindizes (PI) und der Tumorregression (medianer Tumorbettanteil, mTBA) in der 

Fallweisen-Analyse. Es sind der Maximum Ki-67 high PI (KiH), Minimum Ki-67 low PI (KiL) und die 

Differenz (KiD) der beiden gezeigt. Die Ki-67-Parameter sind an ihrem jeweiligen Median in niedrig 

(<Median) und hoch (≥Median) dichotomiert (Median Maximum KiH: 75,8 %, Minimum KiL: 4,0 %, 

KiD Max.KiH/Min.KiL: 66,8 %). Der mTBA ist ebenfalls am Median in Responder (<Median) und 

Non-Responder (≥Median) dichotomiert (Median mTBA: 12,2 %). (1) Die p-Werte wurden durch den 

exakten Test nach Fisher berechnet [111]. Signifikante p-Werte sind dunkelgrau hinterlegt. 

 

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

 mTBA n       p
(1) 106  99 0,16  97 0,002  97 0,015

 <Median (Responder) 53 (50,0) 27 (58,7) 19 (41,3) 15 (34,1) 29 (65,9) 28 (63,6) 16 (36,4)

 ≥Median (Non-Responder) 53 (50,0) 23 (43,4) 30 (56,6) 35 (66,0) 18 (34,0) 20 (37,7) 33 (62,3)

p-Wertp-Wertgültig gültig gültig

Gültig Maximum KiH Minimum KiL KiD von Max KiH/Min KiL

niedrig

(<Median)

hoch

(≥Median)

niedrig

(<Median)

hoch

(≥Median)

niedrig

(<Median)

hoch

(≥Median)

p-Wert
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Abbildung 9: Gesamt- und tumorspezifisches Überleben anhand Kaplan-Meier-Kurven in 

Abhängigkeit der Ki-67-Proliferationsindizes. Dargestellt sind die Kaplan-Meier Überlebenskurven 

für den maximalen Ki-67 high (Maximum KiH) Proliferationsindex (PI), minimalen Ki-67 low PI 

(Minimum KiL) und die Differenz (KiD) der beiden eines jeden Falls. Alle Parameter sind an ihren 

Medianen (Tabelle 5) in niedrig und hoch dichotomiert. In (A,C+E) ist das kumulative Gesamtüberleben 

gezeigt, während in (B,D+F) das kumulative tumorspezifische Überleben abgebildet ist. Die p-Werte 

wurden mithilfe des Log-Rank-Tests ermittelt [116]. Für keinen der Ki-67-Parameter zeigt sich ein 

signifikanter Zusammenhang mit dem Patientenüberleben (Tabelle 6 für p-Werte).   
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3.5.2 Überlebensanalyse 

Des Weiteren wurde geprüft, ob das Patientenüberleben mit den Ki-67-PIs in Zusammenhang 

stand. Während der mTBA signifikant mit dem Überleben assoziiert war (Gesamtüberleben 

und mTBA, p=0,014; für genauere Ausführungen wird auf die Promotionsarbeit von Frau Laura 

Dunst verwiesen), wurde in Bezug auf die Ki-67-Parameter kein signifikanter Zusammenhang 

mit der Prognose nachgewiesen (Abbildung 9). 

3.5.3 Ki-67-Proliferationsindizes und Alter der Paraffinblöcke  

Da nachgewiesen wurde, dass die Zeitspanne nach Einbettung des Tumors in Paraffin einen 

Einfluss auf die Antigenität von Ki-67 haben kann [119], wurde mithilfe des 

Korrelationskoeffizienten nach Pearson in dieser Kohorte der Zusammenhang zwischen dem 

Alter der Tumorblöcke und den Ki-67-PIs (KiH und KiL) untersucht (Abbildung 10). Für beide 

PIs zeigte sich keine signifikante Assoziation mit dem Alter der Paraffinblöcke (KiH: p=0,955; 

KiL: p=0,305). 

3.5.4 Zusammenhang mit klinisch-pathologischen Patientencharakteristika 

Abschließend wurde untersucht, inwieweit die Ki-67-Parameter mit klinisch-pathologischen 

Patientencharakteristika zusammenhingen (Tabelle 6). Es zeigte sich, dass hohe Werte des 

maximalen KiH und des KiD-Parameters eines Falls signifikant mit einem fortgeschrittenem 

Tumorstadium (UICC-Stadium III/IV; p=0,003 für beide Parameter) und hochsignifikant mit 

einer lymphatischen Infiltration (pL1; p<0,001 für beide) assoziiert waren. Außerdem zeigten 

sich signifikant höhere Werte für den maximalen KiH und den KiD-Parameter im gemischten 

und unklassifizierten Typ nach Laurén, während Tumoren des diffusen Typs niedrigere Werte 

aufwiesen (p=0,003 für beide Parameter) [27]. Proximale Tumoren wiesen im Vergleich zu 

distalen Tumoren ebenfalls höhere Werte für den maximalen KiH und den KiD-Parameter auf 

(p=0,016; p<0,001). Schließlich zeigte sich, dass alle drei Parameter signifikant mit dem TRG 

nach Becker et al. zusammenhingen [95]. Magenkarzinome mit einem schlechten Ansprechen 

auf die Chemotherapie (TRG 3) zeigten signifikant höhere Werte des maximalen KiH und des 

KiD-Parameters (p<0,001 für beide Parameter). Im Gegensatz dazu wurden in Tumoren mit 

einem guten Ansprechen auf die Chemotherapie höhere Werte für den minimalen KiL gefunden 

(TRG 1; p=0,012). Alle angegebenen p-Werte wurden durch das Simes-Verfahren adjustiert 

[117]. 
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Abbildung 10: Ki-67-Proliferationsindizes in Abhängigkeit vom Alter der Tumorblöcke. 

Darstellung der Ki-67-Proliferationsindizes (PIs) in Abhängigkeit des Alters nach Einbettung. Index 

und PI werden synonym verwendet. Der jeweilige Ki-67-PI ist auf der Y-Achse und das Datum der 

Paraffineinbettung auf der X-Achse angegeben. Anhand des Korrelationskoeffizienten nach Pearson 

ließ sich kein Zusammenhang zwischen dem Alter der Blöcke und den Ki-67-PIs nachweisen  

(oben: Ki-67 high PI, Korrelationskoeffizient: 0,003, p=0,955; unten: Ki-67 low PI,  

Korrelationskoeffizient: -0,053, p=0,305) [113]. Modifiziert nach Kock am Brink et al. [118]. Die 

Abbildung ist unter der Creative Commons Attribution 4.0 International License lizensiert. Die Lizenz 

ist unter folgendem Link einzusehen: Https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode. 
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Tabelle 6: Klinisch-pathologische Patientencharakteristika und Überlebensdaten der 

untersuchten Kohorte. Die Tabelle zeigt die Assoziationen der verschiedenen Ki-67-

Proliferationsindizes (PIs) (KiH: Ki-67 high PI; KiL: Ki-67 low PI; KiD: Differenz der beiden) mit 

klinisch-pathologischen Patientencharakteristika und den Überlebensdaten. Signifikante p-Werte 

(p≤0,05) sind grau hinterlegt. Die Ki-67-Parameter sind am Median in hoch (≥Median) und niedrig 

(<Median) dichotomiert. Hochsignifikante Werte (p<0,001) sind in dunkelgrau hinterlegt. Die Art des 

Tests ist am p-Wert angegeben ((1) exakter Test nach Fisher [111], (2) Kendall-Tau [112], 

 (3) Log-Rank-Test [116]). (4) beschreibt p-Werte, die nach dem Simes-Verfahren nicht mehr signifikant 

waren [117]. Nicht berechnete Werte sind mit n.b. gekennzeichnet. Das mediane Überleben (*) ist in 

Monaten angegeben. 

 

gültig p-Wert gültig p-Wert gültig p-Wert

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

   Geschlecht n        p
(1) 106 99 0,023

(4) 97 0,805 97 0,047
(4)

    Männlich 85 (80,2) 35 (44,3) 44 (55,7) 39 (50,6) 38 (49,4) 34 (44,2) 43 (55,8)

    Weiblich 21 (19,8) 15 (75,0) 5 (25,0) 11 (55,0) 9 (45,0) 14 (70,0) 6 (30,0)

   Alter n        p
(1) 106 99 0,546 97 1,000 97 0,684

    < 64 Jahre 49 (46,2) 24 (54,5) 20 (45,5) 22 (51,2) 21 (48,8) 20 (46,5) 23 (53,5)

    ≥ 64 Jahre 57 (53,8) 26 (47,3) 29 (52,7) 28 (51,9) 26 (48,1) 28 (51,9) 26 (48,1)

   Lokalisation n        p
(1) 106 99 0,016 97 0,825 97 <0,001

    Proximaler Magen 75 (70,8) 29 (42,0) 40 (58,0) 36 (52,9) 32 (47,1) 26 (38,2) 42 (61,8)

    Distaler Magen 31 (29,2) 21 (70,0) 9 (30,0) 14 (48,3) 15 (51,7) 22 (75,9) 7 (24,1)

   Laurén Phänotyp n        p
(1) 106 99 0,003 97 0,989 97 0,003

    Intestinal 53 (50,0) 26 (55,3) 21 (44,7) 24 (53,3) 21 (46,7) 24 (53,3) 21 (46,7)

    Diffus 23 (21,7) 17 (73,9) 6 (26,1) 11 (47,8) 12 (52,2) 17 (73,9) 6 (26,1)

    Gemischt 21 (19,8) 5 (25,0) 15 (75,0) 10 (50,0) 10 (50,0) 4 (20,0) 16 (80,0)

    Unklassifiziert 9 (8,5) 2 (22,2) 7 (77,8) 5 (55,6) 4 (44,4) 3 (33,3) 6 (66,7)

   ypT n        p
(2) 106 99 0,148 97 0,154 97 0,432

    T1a / T1b 17 (16,0) 8 (66,7) 4 (33,3) 5 (41,7) 7 (58,3) 7 (58,3) 5 (41,7)

    T2 16 (15,1) 10 (71,4) 4 (28,6) 5 (41,7) 7 (58,3) 9 (75,0) 3 (25,0)

    T3 63 (59,4) 26 (41,3) 37 (58,7) 33 (52,4) 30 (47,6) 25 (39,7) 38 (60,3)

    T4a / T4b 10 (9,4) 6 (60,0) 4 (40,0) 7 (70,0) 3 (30,0) 7 (70,0) 3 (30,0)

   ypN n        p
(2) 106 99 0,095 97 0,084 97 0,133

    N0 35 (33,0) 20 (64,5) 11 (35,5) 15 (50,0) 15 (50,0) 19 (63,3) 11 (36,7)

    N1 23 (21,7) 9 (42,9) 12 (57,1) 5 (23,8) 16 (76,2) 7 (33,3) 14 (66,7)

    N2 28 (26,4) 13 (48,1) 14 (51,9) 17 (63,0) 10 (37,0) 16 (59,3) 11 (40,7)

    N3 20 (18,9) 8 (40,0) 12 (60,0) 13 (68,4) 6 (31,6) 6 (31,6) 13 (68,4)

   UICC-Stadium n        p
(2) 106 99 0,003 97 0,087 97 0,003

    IA / IB 17 (16,0) 8 (66,7) 4 (33,3) 6 (50,0) 6 (50,0) 7 (58,3) 5 (41,7)

    IIA / IIB 16 (15,1) 12 (75,0) 4 (25,0) 3 (20,0) 12 (80,0) 13 (86,7) 2 (13,3)

    IIIA / IIIB / IIIC 60 (56,6) 27 (46,6) 31 (53,4) 34 (58,6) 24 (41,4) 25 (43,1) 33 (56,9)

    IV/IVA/IVB 13 (12,3) 3 (23,1) 10 (76,9) 7 (58,3) 5 (41,7) 3 (25,0) 9 (75,0)

   ypL n        p
(1) 106 99 <0,001 97 0,828 97 <0,001

    L0 74 (69,8) 44 (64,7) 24 (35,3) 35 (53,0) 31 (47,0) 41 (62,1) 25 (37,9)

    L1 32 (30,2) 6 (19,4) 25 (80,6) 15 (48,4) 16 (51,6) 7 (22,6) 24 (77,4)

   ypV n        p
(1) 106 99 0,318 97 1,000 97 0,487

    V0 97 (91,5) 47 (52,2) 43 (47,8) 45 (51,1) 43 (48,9) 45 (51,1) 43 (48,9)

    V1 9 (8,5) 3 (33,3) 6 (66,7) 5 (55,6) 4 (44,4) 3 (33,3) 6 (66,7)

   ypPn-Kategorie n        p
(1) 106 99 0,504 97 0,657 97 0,652

    Pn0 79 (74,5) 38 (52,8) 34 (47,2) 35 (50,0) 35 (50,0) 36 (51,4) 34 (48,6)

     Pn1 27 (25,5) 12 (44,4) 15 (55,6) 15 (55,6) 12 (44,4) 12 (44,4) 15 (55,6)

   R-Status n        p
(1) 104 97 0,755 95 1,000 95 0,759

     R0 92 (88,5) 45 (52,3) 41 (47,7) 42 (50,0) 42 (50,0) 43 (51,2) 41 (48,8)

     R1 12 (11,5) 5 (45,5) 6 (54,5) 6 (54,5) 5 (45,5) 5 (45,5) 6 (54,5)

   Becker Regressionsgrad n        p
(2) 106 99 <0,001 97 0,012 97 <0,001

    1b 29 (27,4) 16 (72,7) 6 (27,3) 5 (25,0) 15 (75,0) 16 (80,0) 4 (20,0)

    2 19 (17,9) 14 (73,7) 5 (26,3) 10 (52,6) 9 (47,4) 15 (78,9) 4 (21,1)

    3 58 (54,7) 20 (34,5) 38 (65,5) 35 (60,3) 23 (39,7) 17 (29,3) 41 (70,7)

   Gesamtüberleben           p
(3) 96 90 0,823 88 0,811 88 0,372

    Gültig / Events / Zensiert

    Medianes Überleben*

    95% K.I.

   Tumorspezif. Überleben           p
(3) 96 90 0,742 88 0,801 88 0,478

    Gültig / Events / Zensiert

    Medianes Überleben*

    95% K.I.

Gültig Maximum KiH Minimum KiL KiD von Max KiH/Min KiL

niedrig

(<Median)

hoch

(≥Median)

niedrig

(<Median)

hoch

(≥Median)

niedrig

(<Median)

hoch

(≥Median)

96 / 52 / 44 44 / 26 / 18 46 / 24 / 22 45 / 24 / 21 43 / 25 / 18 43 / 24 / 19 45 / 25 / 20

22,1 ± 7,4

[19,9 - 33,4] [18,3 - 30,9] [12,5 - 32,3] [10,0 - 35,5] [20,2 - 33,0] [18,3 - 35,0] [7,7 - 36,6]

26,6 ± 3,5 24,6 ± 3,2 22,4 ± 5,0 22,8 ± 6,5 26,6 ± 3,3 26,6 ± 4,3

45 / 19 / 26

30,9 ± 2,8 30,9 ± 8,8 32,0 ± 9,0 32,3 ± n.b. 27,3 ± 5,0 27,3 ± 8,9 26,7 ± 8,0

96 / 41 / 55 44 / 20 / 24 46 / 19 / 27 45 / 17 / 28 43 / 21 / 22 43 / 19 / 24

[11,1 - 42,3][25,3 - 36,4] [13,6 - 48,1] [14,4 - 49,7] n.b. [17,5 - 37,2] [10,0 - 44,7]



Diskussion  35 

 

4 Diskussion  

4.1 Diskussion der Methodik 

4.1.1 Allgemeine Evaluation von Ki-67 

Ki-67 zählt zu den ältesten und am häufigsten verwendeten Proliferationsmarkern. Trotz der 

routinemäßigen Nutzung des Biomarkers ist die Evaluation von Ki-67 durch fehlende Standards 

in Methodik und Präanalytik geprägt, die einen direkten Vergleich der Studien sowie eine 

konsistente Reproduktion der Ergebnisse erschwert [88,89,119,120]. Hinzu kommen 

biophysiologische Besonderheiten in der Expression des Proteins, die die Etablierung von  

Ki-67 als verlässlichen Biomarker beeinträchtigen können. Durch die obligate Kopplung von 

Ki-67 an die aktiven Phasen der Zellteilung unterliegt die Expression naturgemäß einer 

zyklischen Rhythmik, deren Geschwindigkeit, neben der Genetik der untersuchten 

Tumorzellen, von zahlreichen Faktoren beeinflusst wird. Gemeinhin wird in der Auswertung 

von Ki-67 nur ein Bruchteil der Tumormasse auf ihren Ki-67-PI hin untersucht 

(Wachstumsfraktion) und jede bewertete Tumorzelle, je nach Färbereaktion, in entweder  

Ki-67-positiv („Zellteilung“) oder Ki-67-negativ („Zellarrest“) dichotomiert [76–78,87] 

(Abbildung 2). Da somit nur ein geringer Teil der Tumormasse auf ihre Zellteilung hin 

untersucht wird, erscheint es naheliegend, dass die wenigen untersuchten Tumorzellen 

eindeutig zu kategorisieren sein sollten, um die Proliferation des Tumors exakt 

widerzuspiegeln. Zum einen sollte eine Tumorzelle aufgrund der Färbereaktion als eindeutig 

Ki-67-positiv oder Ki-67-negativ eingeteilt werden können, zum anderen sollte eine  

Ki-67-positive Zelle die Zellteilung vollständig durchlaufen. Letzteres ist jedoch nicht immer 

der Fall. Für die Tumorzelle besteht weiterhin die Möglichkeit des spontanen Zellarrests, auch 

nachdem die DNA-Synthese bereits abgeschlossen wurde [77,78,87]. Durch die Expression von 

Ki-67 wird somit vielmehr die Tendenz zur Proliferation als der tatsächliche Vollzug der 

Zellteilung angezeigt. Da es sich außerdem bei den in Paraffin eingebetteten Tumorproben um 

nicht mehr zellteilungsfähiges Gewebe handelt, ist nur ein momentaner Proliferationszustand 

der einzelnen Tumorzellen bei Einbettung abgebildet, wodurch kein verlässlicher Rückschluss 

auf die tatsächliche Proliferationsrate der Tumorzelle möglich ist [87]. Dadurch besteht jedoch 

das Risiko, dass eine Tumorzelle, die hoch teilungsaktiv ist, durch Zufall (zum Beispiel, weil 

die Tumorzelle kurz vor der Einbettung in Paraffin den Zellzyklus beendet hat und noch nicht 

in einen neuen Zyklus eingetreten ist) als Ki-67-negativ und damit als teilungsinaktiv 

kategorisiert wird. Für jede Tumorzelle existiert somit ein naturgegebenes Ausreißer-Risiko. 



Diskussion  36 

 

Ein weiterer Aspekt ist die Einteilung in Ki-67-positiv und Ki-67-negativ, die durch 

verschiedene Faktoren erschwert wird. Lindboe et al. verglichen vier Ki-67-Antikörper und 

beobachteten, dass die Färbeintensität und das Färbemuster vom verwendeten Antikörper 

abhing [86]. Dadurch war jedoch insbesondere in Grenzfällen eine eindeutige Differenzierung 

zwischen schwach Ki-67-positiven oder Ki-67-negativen Nuklei erschwert. Infolge dessen 

wurde eine signifikante Varianz der ermittelten PIs nachgewiesen [86], woraus sich die Frage 

ableitete, inwieweit PIs aus Studien mit unterschiedlichen Antikörpern überhaupt vergleichbar 

sind. Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Antikörper SP-6 fand schon in einer 

vorherigen Studie Verwendung [70] und erwies sich in Untersuchungen an Lungen- und 

Mammakarzinomen als insgesamt vergleichbar mit dem MIB-1 Antikörper [121–123], der in 

der Studie von Lindboe et al. die höchste Sensitivität gegenüber Ki-67 aufwies [86]. Dieser 

Aspekt wird durch uneinheitliche Grenzwerte, ab welcher Färbeintensität eine Tumorzelle 

Ki-67-positiv gewertet wird, verstärkt (Tabelle 7). Während mehrere Autoren eine Zelle mit 

Färbung des Nukleus als positiv werteten [70,83,91,92], nahmen andere Autoren keine 

genauere Definition des Grenzwerts vor [84,90,124]. Außerdem wurden in einigen Studien 

Tumorzellen mit einer zytoplasmatischen Färbung als Ki-67-positiv bewertet [85,91], obwohl 

gezeigt wurde, dass die Expression von Ki-67 strikt auf den Nukleus begrenzt ist [77,78]. Den 

Studien gemein ist jedoch, dass nicht genau spezifiziert wurde, ab welcher Färbeintensität des 

Nukleus eine Tumorzelle als positiv gewertet wurde. Angesichts der je nach Zellzyklusphase, 

des Ki-67-Expressionsmusters [77,78,86,87] oder des verwendeten Antikörpers [86] 

variierenden Färbeintensität, ist eine Inter- und Intraobserver-Variabilität, insbesondere in der 

Einteilung von Grenzfällen nicht sicher auszuschließen. Ein möglicher Lösungsansatz wäre ein 

visuelles Korrelat (Abbildung 2B), das einen Grenzfall zwischen schwach Ki-67-positiv und 

Ki-67-negativ aufzeigt. Hierdurch wäre klar erkenntlich, ab welcher Färbeintenstität eine 

Tumorzelle als positiv klassifiziert wird, was folglich eine Reproduktion der Ergebnisse 

erleichtern würde [89]. Müller et al. und Ramires et al. haben in ihren Untersuchungen eine 

Abbildung mit einer Beispielfärbung beigefügt, jedoch ohne konkret auf einen Grenzfall 

zwischen schwach Ki-67-positiv und Ki-67-negativ einzugehen [90,92]. Die genaue 

Kategorisierung der Tumorzellen ist vor allem in behandelten Kohorten von Bedeutung. 

Während in unbehandelten Tumoren mögliche Ausreißer aufgrund unspezifischer 

Auswertungskriterien über eine größere Anzahl an Tumorzellen zu kompensieren wären, ist 

dies in einer behandelten Kohorte mit potenziell sehr geringen Tumorzellzahlen nicht immer 

möglich.  
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Tabelle 7: Übersicht relevanter Studien mit Bezug auf den Ki-67-Proliferationsindex unter 

Aufführung der verwendeten Methodik. K.a: Keine Angabe; N.v.: Nicht vorhanden; HPF: 

Hochauflösendes Gesichtsfeld (400-fache Vergrößerung); * Bild vorhanden, aber ohne Grenzfall; 

**tissue micro array oder Biopsie anstatt Ganzgewebeschnitt; *** Automatisierte Auswertung 

 
  

Studie Therapie Kollektiv [n] Antikörper
Anzahl 

Tumorzellen [n]
Region

Grenzwert 

Auswertung

Grenzwert 

Ki67-positiv

Beispielbild 

Färbung

Müller et al.

(1996)*
Adjuvant 418 MIB-1

>1000 aus zehn 

HPFs pro Index

3 Regionen pro Fall 

- Hotspot

- Randomisiert

- Invasionsfront

Median

- ≥/< 53,3%;

- ≥/< 32,0%;

- ≥/< 34,9%; 

Nur Färbung 

Nukleus
Ja

Ramires et al.

(1997)*
Adjuvant 43 MIB-1

1000; zehn Fälle 

mit 2000

Randomisiert; 

oberflächlich vs. tief
K.a. K.a. Ja

Lee et al.

(2010)**
Adjuvant 245 MIB-1 300 Hotspot

10% Schritte; 

≤10%, > 10%; 

≤ 20%, > 20%

Färbung 

Nukleus
N.v.

Imano et al. 

(2010)
Neoadjuvant 63 MIB-1 1000 K.a. K.a. K.a. N.v.

Ott et al. 

(2011) **
Neoadjuvant 37 MIB-1

2000 oder alle 

Tumorzellen 
K.a. K.a.

Färbung 

Nukleus
N.v.

Amrani et al.

(2014)
Adjuvant 55 MIB-1 K.a. K.a. < 20%, ≥ 20%

Färbung 

Nukleus/

Zytoplasma

N.v.

Wu et al.

(2014)***
Perioperativ 78 SC-23900 K.a.

Fünf repräsentative 

Regionen
≤11,9%, >11,9% K.a. N.v.

Sun et al.

(2014)
Perioperativ 23 MAB-0129 100 > fünf Regionen K.a.

>10% 

Färbung 

Zytoplasma

N.v

Böger et al.

(2016)
Adjuvant 315 SP-6 500 Hotspot

Median

(>69%, ≤69%)

Quartile

Jede Färbung 

Nukleus
N.v.

Seo et al.

(2019)
Adjuvant 251 MIB-1 100 K.a.

≤ 25%,

25%-50%, 

50-75%,

 >75%

K.a. N.v.
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4.1.2 Evaluation von Ki-67 in einer neoadjuvant behandelten 

Magenkarzinomkohorte 

Insgesamt untersuchten bisher nur wenige Studien den Einfluss der neoadjuvanten Therapie auf 

den Ki-67-Status [84,85,125,126]. Ein möglicher Grund hierfür könnte in den 

Herausforderungen liegen, die sich einer Evaluation nach neoadjuvanter Therapie stellen. 

Durch die reduzierte Gesamttumorzellanzahl, die teils durch bindegewebige Vernarbungen 

räumlich voneinander getrennt vorlagen, war zum einen die Auswertung mithilfe eines 

Mikroskops erschwert und zum anderen bestand die Notwendigkeit, studienspezifische 

Auswertungskriterien festzulegen (siehe Kapitel 3.1). 

Zellzahl 

Ein Aspekt ist die Anzahl der ausgezählten Tumorzellen. Ein Ki-67-PI wird in der Regel anhand 

mehrerer hundert Tumorzellen gebildet (Tabelle 7). Dadurch wird unter anderem versucht, den 

Einfluss von Ausreißern, die potenziell als Folge der biophysiologischen Eigenschaften von  

Ki-67 sowie der unterschiedlichen Färbegrenzwerte auftreten können, zu minimieren und einen 

Vergleich der PIs zwischen den Studien zu ermöglichen. Doch auch in Bezug auf die Anzahl 

der ausgezählten Tumorzellen besteht bisher kein Konsens. So wurde je nach Studie an 

unbehandelten Magenkarzinomen pro Ki-67-PI zwischen 100 Tumorzellen [124] und 

1 000 Tumorzellen ausgewertet [90,92], wobei in einer anderen Studie keine genaue Angabe 

zur Anzahl der ausgezählten Tumorzellen [91] vorgenommen wurde. In den Studien nach 

neoadjuvanter Therapie zeigt sich ein ähnliches Bild. Entweder wurde keine genaue Angabe 

zur Anzahl der ausgewerteten Tumorzellen gemacht [84] oder es wurde eine sehr große Anzahl 

(>1 000 Tumorzellen) [125,126] beziehungsweise nur eine kleine Anzahl (100 Tumorzellen) 

ausgezählt [85]. Vor dem Hintergrund, dass sich bei nur 100 Tumorzellen eine geringe Anzahl 

an falsch klassifizierten (zum Beispiel zehn falsch-positive) Tumorzellen stark auf den 

eigentlichen Ki-67-PI auswirken könnte, wurden in dieser Studie nach Möglichkeit bis zu 

500 Tumorzellen pro Ki-67-PI ausgezählt. Damit wurde versucht, die Robustheit des Ki-67-PI 

gegenüber dem Einfluss von Ausreißern zu erhöhen. Die teils erhebliche Tumorregression hatte 

hierauf jedoch einen entscheidenden Einfluss. Zum einen war insgesamt zu wenig 

Residualtumor vorhanden, sodass sich die erforderliche Mindestanzahl von 100 Tumorzellen 

im Schnitt nicht nachweisen ließ (folglich wurden 8,1 % der Schnitte ausgeschlossen; kleinste 

gemessene Tumorzellanzahl betrug 18). Zum anderen variierte, bedingt durch die Regression, 

die Anzahl der Tumorzellen pro Ki-67-PI (zwischen 100 und 500 Tumorzellen pro PI).  
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Hieraus leitet sich die Frage ab, wie groß der Einfluss von unterschiedlichen Tumorzellanzahlen 

auf den ermittelten PI ist und inwieweit sich PIs, die auf unterschiedlichen Zellanzahlen 

basieren, miteinander vergleichen lassen. Zudem stellt sich die Frage, ob es womöglich eine 

faktische Mindestanzahl an Tumorzellen gibt, die ein Ki-67-PI aufweisen sollte, damit dieser 

Ausreißern gegenüber robust genug ist. In diesem Zusammenhang erscheint es naheliegend, 

dass ähnliche Dimensionen, im Idealfall größere Anzahlen an Tumorzellen, ausgezählt werden 

sollten (zum Beispiel 500 und 750 Tumorzellen), damit einzelne Ausreißer weniger stark ins 

Gewicht fallen. Aussagekräftige Studien hierzu fehlen jedoch. Nur Ramires et al. verglichen 

probatorisch in zehn Fällen PIs aus 1 000 Zellen mit PIs aus 2 000 Zellen, ohne jedoch einen 

statistisch signifikanten Unterschied nachzuweisen [90]. Es ist allerdings zu beachten, dass es 

sich um eine kleine Stichprobe (N=10) mit einer ohnehin großen Anzahl an Tumorzellen  

(N>1 000) aus einer unbehandelten Kohorte handelte. In dieser Größenordnung sind starke 

Schwankungen des Ki-67-PI aufgrund von Ausreißern (zum Beispiel 50 falsch-positiv 

klassifizierte Tumorzellen) als eher unwahrscheinlich zu erachten. Insbesondere im Hinblick 

auf eine Evaluation nach neoadjuvanter Therapie sollten zukünftige Studien daher den Einfluss 

von variierenden, kleineren Anzahlen von Tumorzellen (zum Beispiel N=100; N=300;  

N= 500 Tumorzellen) auf den Ki-67-PI hin untersuchen.  

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass eine erfolgreiche neoadjuvante 

Chemotherapie grundsätzlich dazu führen kann, dass nicht mehr ausreichend vitale 

Tumorzellen in einem Tumorbett vorliegen, um überhaupt einen tumorbiologisch 

aussagefähigen Ki-67-PI bestimmen zu können. 

Region des Proliferationsindex und Art der Auswertung 

Die Region, in der der Ki-67-PI ermittelt wird, hat einen maßgeblichen Einfluss auf die Höhe 

des PI. Um einen Vergleich der PIs verschiedener Studien zu gewährleisten, braucht es 

demnach eine exakte Angabe der Region, die nach Möglichkeit einheitlich sein sollte. Hier 

zeigte sich jedoch eine inkonsistente Vorgehensweise innerhalb der Datenlage (Tabelle 7). In 

mehreren Arbeiten an unbehandelten Magenkarzinomen wurde der Ki-67-PI entweder in der 

hot spot-Region [70,83,92] oder in zufällig ausgewählten Regionen bestimmt [90–92]. Eine 

Studie von Amrani et al. hingegen spezifizierte die ausgewertete Region nicht näher [91]. Das 

trifft auch auf die meisten Studien zu neoadjuvant behandelten Karzinomen zu [85,125,126]. 

Dadurch lassen sich die publizierten Daten nicht adäquat nachvollziehen, wodurch, im Hinblick 

auf die heterogene Datenlage bezüglich der ausgewerteten Region, ein Vergleich der PIs der 

verschiedenen Studien nur unter Vorbehalt möglich ist. Auch eine zufällige Auswahl der 
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Regionen erscheint, aufgrund der zuvor beschriebenen ITH von Ki-67 [70,92] und dem damit 

verbundenen Risiko eines Stichprobenfehlers, als verlässlicher Parameter eher ungeeignet. Eine 

Kenngröße, die gute Voraussetzungen für eine Standardisierung hat, ist die hot spot-Region. 

Zwar unterliegt dieser Parameter einer subjektiven Einschätzung der höchsten Dichte an Ki-67-

positiven Tumorzellen, dennoch bietet er im Vergleich zu einer randomisierten Auswahl der 

Region eine erleichterte Reproduzierbarkeit und damit eine höhere Validität.  

Neben der ausgewählten Region ist auch die Art der Auswertung von Bedeutung. In einem 

unbehandelten Kollektiv lässt sich der Ki-67-PI problemlos anhand eines Mikroskops ermitteln, 

da ausreichend Tumorzellen vorhanden sind und diese meist in direkter Nachbarschaft 

zueinander liegen [70]. Bei einem neoadjuvant behandelten Tumor hingegen wird die teils stark 

reduzierte Tumormasse durch bindegewebige Narben voneinander getrennt, wodurch die 

Auswertung insgesamt erschwert wird. Doch insbesondere in den Schnitten mit einer 

ausgeprägten Tumorregression war eine exakte und möglichst fehlerfreie Klassifizierung der 

wenigen Tumorzellen von großer Wichtigkeit. Durch das eingeschränkte Sichtfeld (kreisrund) 

und die vergleichsweise langsame Handhabung des Mikroskops (Verschiebung innerhalb des 

Schnitts, Vergrößerung/Verkleinerung) würden sich die wenigen, aber weit verstreuten 

Tumorzellen jedoch nur langsam auszählen lassen, wodurch das Risiko für Flüchtigkeitsfehler 

(zum Beispiel Verzählen oder erneutes Zählen von bereits klassifizierten Tumorzellen) 

potenziell steigt. Das würde vor allem einen Auswertungsansatz betreffen, in dem mehr als ein 

PI pro Schnitt (wie in dieser Arbeit) berechnet wird. Hier stellt sich die digitale Analyse als 

eine geeignete Alternative heraus. Durch die Platzierung und automatische Registrierung der 

verschiedenfarbigen Punkte ließen sich Tumorzellen eindeutig markieren und dadurch 

Flüchtigkeitsfehler, die bei einer manuellen Auswertung auftreten können (zum Beispiel 

Verzählen oder versehentliches erneutes Zählen von Tumorzellen), minimieren. Das traf 

insbesondere auf die Schnitte zu, in denen die Tumorzellen vereinzelt und/oder verstreut 

vorlagen. Schon Wu et al. wendeten ein digital-assistiertes Auswertungsverfahren bei 

Magenkarzinomen an, ohne jedoch auf die verschiedenen hier beschriebenen Probleme 

einzugehen, sodass die vorliegende Arbeit nach derzeitigem Kenntnisstand die erste Studie ist, 

die über dieses Thema berichtet [84]. Ein interessanter Ansatz, der in Zukunft die Auswertung 

von Ki-67 revolutionieren könnte, ist die künstliche Intelligenz (KI). Die Evaluation von Ki-67 

mittels digitalem Analyseverfahren unterliegt wahrscheinlich ebenfalls einer Intra- und 

Interobserver-Variabilität, die durch eine KI weiter minimiert werden könnte. Eine erst kürzlich  
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veröffentlichte Studie an invasiven Mammakarzinomen zeigte, dass eine Auswertung des  

Ki-67-PI mittels Assistenz durch eine KI gegenüber einer Auswertung anhand eines 

Mikroskops eine signifikant höhere Genauigkeit und Reproduzierbarkeit aufwies [127]. Somit 

bietet diese Herangehensweise auch für das Magenkarzinom Ansatzpunkte, da aufgrund des 

stattgefundenen Paradigmenwechsels hin zu einer neoadjuvanten Therapie die Evaluation von 

Ki-67 weiter erschwert wurde und es hierzu Lösungsansätze bedarf.  

Es lässt sich abschließend festhalten, dass die Evaluation von Ki-67 in einer neoadjuvant 

behandelten Kohorte von mehreren Störeinflüssen geprägt ist. Hierzu zählen insbesondere die 

stark reduzierte Tumorzellzahl und dessen ungleichmäßige Verteilung innerhalb des 

ehemaligen Tumorbetts, die eine konsistente Auswertung beeinträchtigen. Die digitale 

Bildanalyse erweist sich hier als ein geeignetes Mittel, um Fehlerquellen zu minimieren. Hierzu 

sind in Zukunft jedoch weitere Untersuchungen, idealerweise unter Verwendung einer KI, 

nötig. Nichtsdestotrotz bleiben methodische und labortechnische Schwierigkeiten bestehen, die 

zusammen mit den uneinheitlichen Grenzwerten und Auswertekriterien ein standardisiertes 

Vorgehen erschweren. Daher sollten zukünftige Studien besonderen Wert auf exakte Kriterien 

(unter anderem einheitliche Region der Auswertung, festgelegte Mindestanzahl an 

Tumorzellen, Grenzfall der Färbeintensität) legen und eine objektive Methodik formulieren, 

um die Validität der Ergebnisse steigern zu können. 

4.2 Diskussion der Ergebnisse 

4.2.1 Intratumorale Heterogenität von Ki-67 

Die genetische und phänotypische ITH wurde bereits durch mehrere Studien an therapienaiven 

Magenkarzinomen belegt und unter anderem auch für Ki-67 beschrieben [70,90–92]. Die 

jüngste Studie hierzu wurde von Böger et al. im Jahre 2016 veröffentlicht, die in rund 60 % der 

315 untersuchten Magenkarzinome eine ITH von Ki-67 nachweisen konnten [70]. Zu ähnlichen 

Ergebnissen kam eine Studie vom Ramires et al., in der 29 der 43 (67 %) untersuchten 

Karzinome eine heterogene Verteilung von Ki-67 aufwiesen [90]. In beiden Studien basierten 

die Ergebnisse jedoch auf Befunden, die mit dem Mikroskop erhobenen wurden. So wurden 

zum einen fokale Tumorzellcluster von Ki-67-positiven Zellen in direkter Nachbarschaft von 

Ansammlungen Ki-67-negativer Tumorzellen (klonales Muster) beobachtet, zum anderen 

zeigten sich unterschiedliche Dichteverteilungen von Ki-67-positiven Zellen, je nachdem 

welches Gewebekompartiment untersucht wurde (oberflächlich vs. tief/Invasionsfront) [70,90]. 

Eine Studie von Amrani et al. vermerkte ebenfalls eine ausgeprägte ITH von Ki-67, ohne diese 
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jedoch weiter zu spezifizieren [91]. Somit beruhen die Erkenntnisse zur ITH von Ki-67 

überwiegend auf subjektiven Eindrücken ohne adäquate Objektivierung. Nur Ramires et al. 

verifizierten ihre Beobachtungen durch die Erfassung von zwei PIs. Es wurde jeweils ein  

Ki-67-PI im tiefen und oberflächlichen Kompartiment bestimmt, die sich signifikant 

voneinander unterschieden [90]. Eine Arbeit von Müller et al. ist die erste Studie, in der die 

ITH von Ki-67 systematisch über mehrere PIs erfasst wurde. Hierfür wurden in jedem 

untersuchten Tumorblock ein Ki-67-PI in der hot spot-Region (Median 53,3 %), ein Ki-67-PI 

in der Invasionsfront (Median 34,9 %) und ein Ki-67-PI in einer zufällig ausgewählten Region 

(Median 32,0 %) erfasst [92].  

Obwohl sich eine ausgeprägte Streuung der Ki-67-PIs zeigte, ist es fraglich, ob das gesamte 

Ausmaß der ITH von Ki-67 erfasst wurde. Um die Heterogenität von Biomarkern zu ermitteln, 

sollten statt fester Messpunkte (zum Beispiel die Invasionsfront) die Unterschiede in der 

Expression im Mittelpunkt stehen. Daher wurde in dieser Arbeit eine Methodik verwendet, bei 

der in jeder untersuchten Probe der höchste (KiH) und niedrigste (KiL) PI bestimmt wurde. 

Durch die anschließende Berechnung der Differenz (KiD) wurde zusätzlich ein objektives Maß 

der Heterogenität generiert. Zudem verwendeten vorherige Studien nur einen repräsentativen 

Tumorblock pro Fall [70,90,92], obwohl es im Zusammenhang mit der ausgeprägten ITH 

naheliegend ist, dass die Analyse anhand von nur einer Probe zu einer möglichen 

Unterschätzung des Ki-67-PI führen kann. Diese Annahme wird durch Böger et al. gestützt, die 

über die Unterschätzung des PIs anhand von TMAs im Vergleich zu WMTS berichteten [70]. 

Dementsprechend ließe sich das Missverhältnis von TMA- zu WMTS-Befunden auf den 

gesamten Tumor übertragen (entspricht dem Verhältnis eines einzelnen Tumorblocks zur 

Gesamtheit der Tumorblöcke). Um einen möglichen Stichprobenfehler zu minimieren, wurden 

in dieser Arbeit daher bis zu fünf Tumorblöcke pro Fall ausgewählt. Im Hinblick auf die von 

Müller et al. publizierten Ergebnisse (Median Ki-67-PIs variierten zwischen 53,3 % und  

32,0 % [92]), zeigen die hier vorgelegten Daten eine noch weitreichendere Streuung der Ki-67-

PIs von 4 % (Median Minimum KiL) bis zu 75,8 % (Median Maximum KiH) (Abbildung 6) 

[118]. Darüber hinaus wurde eine intertumorale Heterogenität des Ki-67-PI durch Müller et al. 

(3,0 % bis 92,0 % [92]) und Böger et al. (2,0 % bis 99,0 % [70]) beschrieben, wofür die 

Resultate dieser Arbeit weitere Anhaltspunkte bieten (Maximum KiH: 4,1 % bis 99,0 %) [118]. 

Diese Studie ist die erste Arbeit, die eine ITH von Ki-67 nach neoadjuvanter Therapie 

nachweist und damit, auf der Grundlage der verfügbaren Daten, die Hypothese unterstützt, dass 

die ITH von Ki-67 nach neoadjuvanter Therapie erhalten bleibt. Es ist jedoch anzumerken, dass 
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Informationen in Bezug auf den Ki-67-Status vor der Therapie in dieser Kohorte fehlen und 

dadurch ein direkter Rückschluss auf den tatsächlichen Einfluss der Therapie auf die ITH von 

Ki-67 nicht möglich ist. Zudem lassen sich die Ergebnisse zur ITH von Ki-67 nur begrenzt mit 

den Daten andere Studien vergleichen, da sich die angewandten Methodiken erheblich 

voneinander unterscheiden und die bisherigen Untersuchungen zur ITH von Ki-67 an 

unbehandelten Magenkarzinomen durchgeführt wurden (Tabelle 7).  

4.2.2 Ki-67 als prognostischer Biomarker 

Während sich Ki-67 in mehreren Tumorentitäten als Prognosemarker etablieren konnte, wird 

dessen Rolle beim Magenkarzinom kontrovers diskutiert. Eine kürzlich veröffentlichte 

Metaanalyse berichtete zwar, dass ein hoher Ki-67-PI mit einer kürzeren Überlebenszeit 

assoziiert ist [82], dennoch wurde in mehreren Studien, diese Arbeit eingeschlossen, kein 

Zusammenhang zwischen Ki-67 und der Patientenprognose nachgewiesen (Abbildung 9) 

[70,82,92,118]. Eine Studie von Lee et al. zeigte zudem, dass Patienten mit einem hohen  

Ki-67-PI im Vergleich zu Patienten mit einem niedrigen Ki-67-PI eine gute Prognose aufwiesen 

[83]. Im Hinblick auf die Studienlage zu neoadjuvant behandelten Magenkarzinomen bietet nur 

eine Arbeit von Wu et al. belastbare Ergebnisse [84]. Hier zeigte sich ebenfalls, dass ein hoher 

Ki-67-PI mit einer kürzeren Überlebenszeit assoziiert war. Allerdings erfolgte die Auswahl der 

Areale zur Bestimmung des Ki-67-PI per Zufall, wodurch sich ein Stichprobenfehler nicht 

sicher ausschließen ließ, und der Grenzwert des PI wurde mit 11,9 % vergleichsweise niedrig 

gesetzt [84]. Erklärungen für die widersprüchlichen Ergebnisse liegen womöglich in den 

fehlenden Standards der Bewertungskriterien, der Art und der Konzentration des verwendeten 

Antikörpers, dem immunhistochemischen Färbeprotokoll, der Anzahl an ausgewerteten 

Tumorzellen sowie Art und Anzahl an untersuchten Tumorproben [82]. Einen möglicherweise 

viel größeren Einfluss hat die Tatsache, dass der Ki-67-PI in der Regel nur in einer einzelnen 

Probe pro Fall untersucht und dadurch der Einfluss der ITH auf das gesamte Tumorareal 

vernachlässigt wird. Eine Studie von Böger et al. demonstrierte, dass die Erfassung des  

Ki-67-PI anhand von TMAs im Vergleich zu WMTS zu einer durchschnittlichen 

Unterschätzung des KI-67-PI von 16,9 % führte [70]. In Anbetracht der Schwankungen des PI, 

die in dieser Studie zwischen den einzelnen Region desselben Tumors festgestellt wurden (KiH 

reicht von 31,0 % bis 85,0 %; Abbildung 3), liefern die erhobenen Daten Anhaltspunkte dafür, 

dass die ITH von Ki-67 weitreichender ist als ursprünglich angenommen [118]. Dennoch zeigte 

sich in dieser Arbeit, dass anhand keiner der Ki-67-PIs eine Aussage hinsichtlich der Prognose 
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getroffen werden kann (Abbildung 9), obwohl die ITH von Ki-67 durch den Einschluss von 

mehreren Tumorproben pro Fall nach Möglichkeit berücksichtigt wurde.  

Somit weisen die Resultate dieser Untersuchung und die bereits diskutierten methodischen 

Schwierigkeiten darauf hin, dass Ki-67 zurzeit nicht als verlässlicher Prognosemarker für 

neoadjuvant behandelte Magenkarzinome dienen kann. Dennoch sind, in Anbetracht der 

wenigen Forschungsdaten zu diesem Thema, weitere Untersuchungen notwendig. 

Zukünftige Studien sollten darauf achten, mehrere Tumorproben pro Fall, im Idealfall das 

gesamte Tumorbett, zu untersuchen und genau festgelegte Auswertekriterien zu formulieren, 

damit eine möglichst exakte Erfassung des Ki-67-PI gewährleistet ist. 

4.2.3 Ki-67 und Tumorregression  

Indikator für Sensitivität gegenüber der Therapie 

Die Chemotherapie ist ein wichtiger Bestandteil der multimodalen Therapie des 

Magenkarzinoms und hat erhebliche Auswirkungen auf die Proliferation und die Regression 

eines Tumors (Abbildung 11). Schnell proliferierende Gewebe, wie unter anderem 

Tumorzellen, sind der primäre Angriffspunkt für die Standardchemotherapie. Dadurch erklärt 

sich, dass der Ki-67-PI in neoadjuvant behandelten Karzinomen verglichen mit unbehandelten 

Karzinomen beziehungsweise präoperativen Biopsien signifikant niedriger ausfiel [84,125] und 

hohe Ki-67 Werte mit einem guten Therapieansprechen assoziiert waren [128]. Gleichzeitig 

wurde berichtet, dass der Ki-67-PI mit zunehmender Tumorregression sank [84]. Diese 

Erkenntnisse stimmen mit den hier erhobenen Daten überein (KiH und TBA; Maximum KiH 

und TRG nach Becker [95], p<0,001) [118]. Es ist jedoch zu beachten, dass in dieser Studie 

keine Informationen über den Ki-67-Status vor der Chemotherapie und somit über die Ki-67-

Dynamik bekannt sind. Das ist wahrscheinlich auch nicht repräsentativ möglich, da die 

Diagnose anhand einer Biopsie gestellt wird, die ihrerseits das Risiko eines Stichprobenfehlers 

trägt. Diesen Ergebnissen gegenüber stehen zwei Studien, die keine Assoziation zwischen der 

Tumorregression und dem Ki-67-PI feststellen konnten [125,126]. Jedoch wurde in beiden 

Arbeiten die verwendete Methodik (Region der Auswertung, Grenzwerte für den PI;  

siehe Tabelle 7) nicht näher erläutert, wodurch sich die Ergebnisse nicht adäquat 

nachvollziehen lassen. Somit bieten die Daten dieser Arbeit weitere Anhaltspunkte dafür, dass 

Ki-67 als Biomarker für die Empfindlichkeit des Tumors gegenüber der Chemotherapie dienen 

kann [118].   
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Abbildung 11: Einfluss der neoadjuvanten (Radio-)Chemotherapie auf Ki-67 und die 

Tumorregression. Dieses schematische Modell zeigt den potenziellen Einfluss der neoadjuvanten 

Therapie auf die Ki-67-Proliferationsindizes (PIs) und die Tumorregression. Jede Säule repräsentiert 

den Ki-67-PI vor der Therapie (hellblau; angenommen) und nach der Therapie (dunkelblau; gemessen). 

Der höchste PI (Ki-67 high PI, KiH) und niedrigste PI (Ki-67 low PI, KiL) eines Schnitts, die Differenz 

(KiD) der beiden sowie die Tumorregression (Reduktion der Tumormasse) sind jeweils mitangegeben. 

Zwei Effekte als Folge der neoadjuvanten Therapie lassen sich beobachten (links). In der Spalte 

„Zytotoxizität“ zeigt sich eine Abnahme des KiH nach erhaltener Chemotherapie. Gleichzeitig zeigt 

sich in der Spalte „Klonale Selektion“ eine Zunahme des KiL. Beide Effekte sind in Tumorblöcken mit 

einer starken Reduktion der Tumormasse (rechts; Responder) aufzufinden. Im Gegensatz dazu zeigt sich 

in Non-Responder-Tumorblöcken nur eine geringe Veränderung des KiH und KiL. Modifiziert nach 

Kock am Brink et al. [118]. Die Abbildung ist unter der Creative Commons Attribution  

4.0 International License lizensiert. Die Lizenz ist unter folgendem Link einzusehen: 

Https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode. 
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Abbildung 12: Selektionseffekt durch die neoadjuvante Therapie. Dargestellt ist der 

Selektionseffekt durch die neoadjuvante Therapie. Jeder farbige Kreis entspricht einer in sich genetisch 

homogen Tumorzellpopulation (Subklon) innerhalb des Tumors (Gesamtheit der Kreise). Die Größe der 

Kreise korreliert mit der Anzahl der Tumorzellen des jeweiligen Subklons. Während die grüne Farbe 

eine Therapiesensibilität anzeigt, spiegelt die rote Farbe eine Therapieresistenz wider. Der Tumor 

(Gesamtheit der Kreise) ist zu drei Zeitpunkten dargestellt. Vor der Therapie zeigt sich ein hohes Maß 

an genetischer Heterogenität (links). Durch die neoadjuvante Therapie kommt es zur Eradikation von 

therapieempfindlichen Subklonen (Mitte; grüne Kreise mit abgeblasster Färbung) und zur 

Positivselektion der therapieresistenten Subklone (Mitte; Rote Kreise) mit kurzzeitiger Reduktion der 

genetischen Heterogenität. Anschließend kommt es zur Proliferation der selektierten Subklone und 

durch die Ausbildung neuer Subklone zur Wiederherstellung der genetischen Heterogenität  

(rechts; Größenzunahme der roten Kreise und neue rote Kreise). Modifiziert nach Gerlinger et al. [63]. 

Die Abbildung ist unter der Attribution-NonCommercial ShareAlike 3.0 Unported License lizensiert. 

Die Lizenz ist unter folgendem Link einzusehen: Https://creativecommons.org/licenses/by-nc-

sa/3.0/legalcode. 

 

Indikator für subklonale Selektion 

Die Chemotherapie hat einen erheblichen Einfluss auf die Biologie des Tumors. So zeigte sich, 

dass durch Chemotherapeutika ein Selektionsdruck auf subklonale Architekturen ausgeübt 

werden kann [57,63,65]. Es entsteht ein sogenannter Flaschenhals-Effekt (engl. bottleneck 

effect). Therapieresistente Subklone überleben die neoadjuvante Therapie und werden positiv 

selektiert, während therapiesensible Subklone durch die Therapie ausgelöscht werden 

(Abbildung 12) [63]. Dieser Effekt wurde bereits für die akute myeloische Leukämie [129] und 

das Kolonkarzinom beschrieben [130]. Es ist anzunehmen, dass eine therapieinduzierte 

Abnahme der Tumormasse gleichzeitig eine Verminderung der Anzahl bzw. Diversität der 

Subklone zur Folge hat [63,130], was im Gegenzug das Wachstum von positivselektierten, 

therapieresistenten Subklonen befördert. Dies kann darauf zurückzuführen sein, dass 
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inhibitorische Einflüsse von vor der Chemotherapie existierenden Subklonen (sogenannte 

Konkurrenz) wegfallen und somit mehr Raum für die Ausbreitung der überlebenden 

Tumorzellen vorhanden ist [57,60]. Hinzu kommt, dass zwischen dem letzten 

Chemotherapiezyklus und der Operation eine gewisse Zeitspanne liegt, sodass der Anstieg der 

Proliferation auch auf die Aneignung von Mutationen zurückgeführt werden kann, die sich 

vorteilhaft auf die Fitness der positivselektierten Subklone auswirken [131]. Für diese 

Hypothesen zeigen sich weitere Hinweise, da Tumoren mit einem guten Ansprechen auf die 

Therapie im Vergleich zu Tumoren mit einem schlechten Ansprechen eine gesteigerte 

Proliferation am unteren Proliferationsniveau aufweisen (KiL und TBA, p<0,001; Minimum 

KiL und mTBA p=0,002) [118]. Dem ist entgegenzuhalten, dass eine auf die Chemotherapie 

folgende gesteigerte Proliferation nicht zwangsläufig mit einem Selektionsprozess in 

Zusammenhang stehen muss. Einer Studie von Kreso et al. an kolorektalen Karzinomen zufolge 

variiert die Wachstumsdynamik und das individuelle Ansprechverhalten der Tumorzellen auf 

die Therapie innerhalb einer genetisch homogenen Zellreihe [132]. Dementsprechend tragen 

nicht alle Tumorzellen gleichermaßen zum Tumorwachstum bei. Vielmehr gibt es 

Tumorzellen, die zwischen Ruhe- und Proliferationszuständen oszillieren, und Tumorzellen, 

die als Reserve dienen. Aus dieser Heterogenität des funktionalen Verhaltens der einzelnen 

Zelle kann es auch ohne nennenswerte Selektionsprozesse zu einer posttherapeutischen 

Proliferation des Tumors kommen [132]. 

Indikator für genetische intratumorale Heterogenität 

Aufgrund vorheriger Untersuchungen von Böger et al. [70] und Müller et al. [92] wurde die 

Hypothese diskutiert, ob Ki-67 ein Surrogatmarker für genetische ITH sein könnte. Die 

vorliegenden Daten liefern Hinweise für diese Hypothese. Es zeigte sich, dass eine 

fortgeschrittene Tumorregression signifikant mit einer Abnahme des KiD-Parameters assoziiert 

war (KiD und mTBA, p=0,015; KiD und TRG nach Becker et al. [95], p<0,001) [118]. Die 

Chemotherapie sorgt durch die Eradikation von therapiesensiblen Subklonen für einen 

kurzzeitigen Rückgang der genetischen Tumorheterogenität [63]. Sugimachi et al. stützten 

diese Annahme in einer Arbeit an kolorektalen Karzinomen, in der ein massiver Untergang von 

Subklonen zu einer Verringerung der genetischen Diversität des Tumors führte [130]. Auf der 

anderen Seite wurde eine Zunahme des KiD-Parameters mit einer geringeren Tumorregression 

und folglich einem schlechteren Tumoransprechen assoziiert [118]. In diesem Zusammenhang 

wurde für das Mammakarzinom beschrieben, dass es in als Non-Responder klassifizierten 

Tumoren nur zu einer geringfügigen Änderung der prä- und posttherapeutischen genetischen 
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Diversität nach neoadjuvanter Therapie kam. Im Gegensatz dazu wurde in Tumoren mit einem 

hohen Maß an Tumorregression eine geringe prätherapeutische genetische Diversität 

nachgewiesen [131]. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass die Tumorregression in gewissem 

Maße mit der genetischen Diversität des Tumors zusammenhängt. Zudem zeigte sich, dass hohe 

KiD-Werte mit einer proximalen Tumorlokalisation und dem histologisch gemischten 

Tumortyp assoziiert waren, während niedrige KiD-Werte mit einer distalen Lokalisation und 

dem histologisch diffusen Typ in Verbindung standen (p<0,001; p=0,003) [118]. Der 

Klassifikation des TCGA zufolge, sind genomisch stabile Magenkarzinome überwiegend im 

distalen Magen lokalisiert und hochsignifikant mit dem histologisch diffusen Typ assoziiert 

[33]. In diesem Zusammenhang ließ sich nachweisen, dass die Anzahl der Subklone in Tumoren 

des diffusen Typs geringer ist als in denen des intestinalen Typs [133]. Proximale Tumoren 

hingegen weisen häufiger eine chromosomale Instabilität auf. In diesen Tumoren zeigten sich 

vermehrt TP53-Mutationen und Amplifikationen von RTK-Genen, die eng mit der Proliferation 

assoziiert sind (zum Beispiel EGFR, MET) [33]. Dabei stellt sich die Frage, ob diese 

Mutationen durch Zufall oder als Folge der TP53-Mutation aufgetreten sind. In diesem Kontext 

beschrieben Pan et al. für das Magenkarzinom, dass Patienten mit einem mutierten TP53-Gen 

eine signifikant höhere Anzahl an somatischen Mutationen aufweisen [134]. Das Protein p53 

hat als „Wächter des Genoms“ eine zentrale Stellung in der Regulierung der Zellteilung und 

Apoptose. Veränderungen des Gens (TP53) resultieren in einer unkontrollierten Proliferation 

und einer Akkumulation von DNA-Schäden, die mit chromosomaler Instabilität und damit 

einer erhöhten Frequenz somatischer Mutationen einhergehen können [135]. Es erscheint 

naheliegend, dass diese Mutationen somit auch Genabschnitte betreffen, die mit einer 

gesteigerten Proliferation assoziiert sind (zum Beispiel EGFR, MET). Neben diesem 

„indirekten“ Einfluss von TP53 auf die Proliferation konnten Xiong et al. zusätzlich eine direkte 

Interaktion zwischen dem Signalweg von TP53 und dem Gen von Ki-67 (MKI67) nachweisen 

[82]. Eine Studie von Wong et al. beschrieb zudem eine ITH für TP53-

Inaktivierungsmechanismen [133]. Somit zeigt sich ein komplexes Zusammenspiel zwischen 

Ki-67, TP53-Mutationen und damit assoziierten somatischen Mutationen. Zum einen könnte 

die ITH von TP53-Mutationen direkt eine ITH von Ki-67 begünstigen. Zum anderen bildet 

Ki-67 als Proliferationsmarker die gemeinsame „Endstrecke“ von verschiedenen RTKs und 

Signalkaskaden (zum Beispiel RAS/RAF/MAPK) ab. Für viele dieser Strukturen wurde bereits 

eine ausgeprägte ITH nachgewiesen (möglicherweise als Folge einer TP53-Mutation) 

[66,68,69,72,75], wodurch eine regional unterschiedlich stark ausgeprägte Proliferation und 

damit Expression von Ki-67 begünstigt wird (Abbildung 13).  
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Abbildung 13: Ki-67 als Marker für intratumorale Heterogenität. Dargestellt ist ein schematisches 

Modell, das eine mögliche Verbindung zwischen Ki-67 und Mutationen, die mit einer gesteigerten 

Proliferation vergesellschaftet sind, aufzeigt. Jeder farbige Kreis repräsentiert einen Subklon innerhalb 

eines Tumors (Gesamtheit der Kreise), wobei die Größe mit der Anzahl der zugehörigen Tumorzellen 

korreliert. Je dunkler die blaue Farbe des jeweiligen Kreises, desto höher ist die Proliferation 

beziehungsweise die Ki-67-Expression des Subklons (Farbverlauf). Innerhalb eines Kreises (Subklon) 

sind mögliche Mutationen, die Rezeptor-Tyrosinkinasen oder Signalwege betreffen, dargestellt. Eine 

zunehmende Anzahl an Mutationen hat eine Verstärkung der Proliferation zur Folge. Durch die 

intratumorale Heterogenität der somatischen Mutationen kommt es zu regionalen Unterschieden in der 

proliferativen Aktivität und somit der Ki-67-Expression.  

 

Gleichzeitig wurden für das Glioblastom und das Magenkarzinom Koamplifikationen von 

Genen beschrieben, deren Genprodukte Teil von Signalkaskaden [136] und RTKs sind 

[136,137]. Das legt die Vermutung nahe, dass Koamplifikationen innerhalb eines Subklons 

synergistisch zu einer gesteigerten Proliferation des jeweiligen Subklons führen können und 

damit regionale Unterschiede in der Ki-67-Expression verstärken würden (Abbildung 13). Für 

diese Annahme liefern Luo et al. in einer Untersuchung an Glioblastomen Hinweise, in der 

Koamplifikationen von verschiedenen RTKs subklonal strukturiert und mit einem höheren 

proliferativen Potenzial assoziiert waren [138]. Zudem wiesen die Subklone mit amplifizierten 

RTKs signifikant häufiger TP53-Mutationen auf, was sich als kompatibel mit den bisher 

diskutierten Aspekten bezüglich TP53 erweist [33,134,138]. Neben den vorangegangen 
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Untersuchungen von Böger et al. und Müller et al. liefert somit auch diese Arbeit Anhaltspunkte 

dafür, dass Ki-67 mit genetischer ITH und somit der subklonalen Struktur assoziiert ist [70,92]. 

In Anbetracht der Datenlage scheint eine Assoziation auf Ebene von Mutationen, die an eine 

gesteigerte Proliferation gekoppelt sind, am wahrscheinlichsten (Abbildung 13). Allerdings 

beruhen diese Erkenntnisse nicht auf einem tatsächlichen Nachweis der genetischen 

Heterogenität, wodurch eindeutige Beweise fehlen. Zudem sind die Annahmen hypothetischer 

Natur, da die WMTS ein zweidimensionales Bild wiedergeben und die subklonale Architektur 

dreidimensional und damit höchstwahrscheinlich sehr komplex ist. Neben der Tumorgenetik 

beeinflusst zudem auch das regional variierende Tumormikromilieu (Immunzellen, 

Mikrogefäßdichte, Zugang zu Nährstoffen und Sauerstoff) das Wachstumsverhalten der 

Tumorzellen [139]. Dennoch zeigten sich Zusammenhänge zwischen der Tumorproliferation 

und -regression, die meine Hypothese bestätigten und einen Ansatz für weitere Untersuchungen 

bieten. Insbesondere die Etablierung eines Surrogatmarkers für genetische Heterogenität ist vor 

dem Hintergrund der aufwendigen und kostenintensiven Sequenzierung der nächsten 

Generation ein erstrebenswertes Ziel. Zukünftige Studien sollten daher den Zusammenhang 

zwischen Ki-67 und der genetischen Kompositionen genauer untersuchen, um den 

diagnostischen Nutzen von Ki-67 beim Magenkarzinom weiter zu evaluieren.  

Die in der vorliegenden Arbeit aufgestellten vier Hypothesen werden durch meine Studien 

abschließend wie folgt beantwortet: (1) Die neoadjuvante Therapie erschwert die Evaluation 

des Ki-67-PI, da die Tumorregression Auswirkungen auf das Tumorvolumen, die Ausdehnung 

und Verteilung der Tumorzellen hat; (2) Der Ki-67-PI weist nach neoadjuvanter Therapie eine 

erhebliche intra- und intertumorale Heterogenität auf, sowohl den KiH als auch den KiL 

betreffend. Die Bestimmung des Ki-67-PI birgt damit ein sehr großes Risiko des 

Stichprobenfehlers und es zeigt außerdem, dass die alleinige Fokussierung auf hot spot-Areale 

(KiH) wichtige tumorbiologische Aspekte der subklonalen Vielfalt nach neoadjuvanter 

Chemotherapie ausblendet; (3) Meine Ergebnisse bestätigen den Zusammenhang zwischen  

Ki-67-PI und Tumorregression und (4) widerlegen die Hypothese, dass der Ki-67-PI trotz der 

ITH einen prognostischen Stellenwert hat. Zukünftige Studien sollten demnach prüfen, ob der  

Ki-67-PI sich nicht vielmehr eignet, um wichtige Hinweise auf subklonale Vielfalt und 

Therapieresponse zu liefern.   
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5 Zusammenfassung  

Das Magenkarzinom ist eine Tumorerkrankung mit einer komplexen sowie heterogenen 

Biologie, die sich durch ein schlechtes therapeutisches Ansprechen, eine ungünstige Prognose 

sowie eine geringe Anzahl an prädiktiven Biomarkern auszeichnet. Hierzu tragen die 

intratumorale Heterogenität des Tumors und die damit einhergehende subklonale Architektur 

entscheidend bei. In den letzten Jahren hat das Verständnis der Tumorbiologie zugenommen 

und zu einem gesteigerten Interesse an der Objektivierung der intratumoralen Heterogenität und 

dessen Einfluss auf die Biomarker geführt. 

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Expression des Proteins Ki-67, das als 

Proliferationsmarker in mehreren Tumorentitäten, unter anderem zur Prognoseabschätzung, 

verwendet wird. Die Evaluation von Ki-67 erfolgt in der Regel anhand eines 

Proliferationsindex, der nur in einem Teil der Tumormasse berechnet wird (sogenannte 

Wachstumsfraktion). Während die Rolle von Ki-67 als Prognosemarker in unbehandelten 

Karzinomen bereits kontrovers diskutiert wurde, gibt es in Bezug auf neoadjuvant 

vorbehandelte Magenkarzinome wenig Evidenz. Das trifft auch auf die schon in unbehandelten 

Magenkarzinomen vorbeschriebene intratumorale Heterogenität sowie den Zusammenhang 

zwischen Tumorregression und -proliferation zu. Um diese Wissenslücke zu schließen, wurde 

in dieser Studie der Effekt der neoadjuvanten Therapie auf die Ki-67-Expression unter 

Berücksichtigung der Tumorregression untersucht. 

Hierfür wurden 429 Gewebeschnitte aus 106 Fällen immunhistochemisch gefärbt und mithilfe 

digitaler Bildanalyse ausgewertet. Die korrespondierenden Daten bezüglich der 

Tumorregression (sogenannter Tumorbettanteil) wurden freundlicherweise von  

Frau Laura Dunst zur Verfügung gestellt. Für jeden Gewebeschnitt wurden drei  

Ki-67-Proliferationsindizes ermittelt; der maximale und minimale Proliferationsindex im 

Gewebeschnitt sowie die Differenz zwischen den beiden (Blockweise-Parameter). Zusätzlich 

wurden aus den Gewebeschnitten, die dem gleichen Fall zugehörig waren, drei weitere 

Parameter bestimmt. Der maximale und minimale Proliferationsindex des Falls sowie die 

Differenz zwischen diesen (Fallweise-Parameter). Es erfolgte eine zweistufige Analyse, in der 

zum einen die Gewebeschnitte unabhängig ihres jeweiligen Falls (Blockweise-Analyse anhand 

Blockweise-Parameter) untersucht wurden und zum anderen die Auswertung auf der Ebene der 

einzelnen Fälle (Fallweise-Analyse anhand Fallweise-Parameter) vorgenommen wurde. 

Anschließend wurden die Ergebnisse mit der korrespondierenden Tumorregression, den 

Überlebensdaten und klinisch-pathologischen Patientencharakteristika assoziiert. 
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In 394 (91,8 %) Gewebeschnitten aus 99 (93,4 %) Fällen war ausreichend Tumorgewebe für 

die Analyse von Ki-67 vorhanden. Neben mehreren methodischen Schwierigkeiten zeigte sich, 

dass der maximale Proliferationsindex sowie der Differenz-Parameter antiproportional und der 

minimale Proliferationsindex proportional mit der Tumorregression in signifikantem 

Zusammenhang standen (p<0,001; p=0,002; p=0,015). Zudem wurde eine ausgeprägte 

intratumorale Heterogenität von Ki-67 beobachtet (die maximale Proliferation variierte von 

31,0 % bis 85,0 % innerhalb eines Falls). Prognostisch hingegen erwies sich keiner der Ki-67-

Parameter als signifikant. 

Diese Arbeit zeigt erstmals, dass nach neoadjuvanter Therapie eine ausgeprägte intratumorale 

Heterogenität von Ki-67 fortbesteht. Erstmalig wird auf der Grundlage digitalpathologischer 

Auswertealgorithmen gezeigt, welche Störfaktoren (Tumorzellzahl, Tumorzellverteilung) die 

valide Bestimmung des Ki-67 nach neoadjuvanter Therapie nachhaltig erschweren 

beziehungsweise unmöglich machen. Die Bestimmung des Ki-67-Proliferationsindex 

korrelierte nicht mit der Patientenprognose in einem neoadjuvant vorbehandeltem Kollektiv 

und ist damit als Prognosemarker ungeeignet. Darüber hinaus liefert der Zusammenhang 

zwischen der Proliferation und der Regression Anhaltspunkte dafür, dass Ki-67 ein möglicher 

Indikator für die Sensitivität gegenüber der Therapie, für Selektionsprozesse als Folge der 

neoadjuvanten Therapie sowie für das Ausmaß der subklonalen Struktur ist.  
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7 Anhang 

7.1 Anhangstabelle 

Anhangstabelle 1: Heterogenität von Ki-67 in Abhängigkeit der zugeführten Therapie. Dargestellt 

ist der Zusammenhang zwischen zugeführter neoadjuvanter Therapie (Chemotherapie oder 

Radiochemotherapie) und der Heterogenität von Ki-67, die durch die Differenz (KiD) des maximalen 

Ki-67 high (KiH) Proliferationsindex (PI) zum minimalem Ki-67 low PI (KiL) abgebildet ist. Der 

Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests wurde verwendet, um signifikante Unterschiede zwischen den beiden 

Gruppen zu ermitteln [114].  

 

 

  

gültig p-Wert

(%)

  Neoadjuvante Therapie n       p
(1) 96 96 0,919

  Chemotherapie 87 (90,6)

  Radiochemotherapie 9 (9,4)

mittlerer Rang

48,60

47,56

KiD von Max KiH/Min KiLGültig
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