Aus dem Institut fir Pathologie
(Direktor: Prof. Dr. med. C. Récken)
im Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel
an der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

Untersuchung der potentiellen tumorbiologischen Bedeutung von Piccolo beim

Magenkarzinom

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwirde der Medizin
der Medizinischen Fakultat

der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

Vorgelegt von
Maximilian Bernhardt (geb. Miller)

aus Hamburg

Kiel 2023



1. Berichterstatter: Prof. Dr. Christoph Rocken, Institut fir Pathologie

2. Berichterstatter: Prof. Dr. Thilo Wedel, Anatomisches Institut

Tag der mundlichen Prifung: 25.02.2025



Gewidmet meinen Kindern
Amber Marie
Mira Amelia
Jula Katharina
Nuriel Klaus



Inhaltsverzeichnis

ADKUIZUNGSVEIZEICNNTS ..c. ittt ettt e sa e e st e e st e e e bee e sbbeesabee s bt eebeeesbeeesnbeesabaeans 1]
PN o] o1 Lo TN T = d V=T 2= ol oY Y-SR v
1. [T ] L= U =R PPRRN 1
11 Das MagENKAIZINOM ....ccuuiiiieeeiee ettt ettt et ettt ettt e st e e st e e s bt e sbee s bteesabeesabeeebaeensneesaneas 1
1.1.1 Epidemiologie WEILWEIL ......ceiii it e st e e e e e e st rre e e e e e s e e sasbraeeeeeeesannnes 1
1.1.2 Epidemiologie in DeUtSChIANG .........cooiiiiieeeeee et 2
1.2 Atiologie und Pathogenese des Magenkarzinoms ...........c.cveveeeeeveierereseeresesressress s sessesssseneens 2
1.2.1 1V [oTg o1 gTe] [o = =T PSP PSPPI 3
13 [ L1 Tolo] oF: [ot £ ol 2V Lo T PRSPPI 3
13.1 VIPULENZEAKEOrEN - ettt ettt e st e et e e sab e e s b e e e beeebeeenneeas 3
1.3.2 Effekte auf die Stammzellen der Magenschleimhaut ..........ccoocveeviiiiniiiniinee e, 4
1.3.3 Eisenhaushalt und Helicobacter PYIOri. ... .o 5
14 Umwelteinfllisse und Lebensflhrung ........cooveiiiiiiiiiiiceceeceeee e 5
1.5 Genetische PradisSpOSitiONEN......c..uiii e e e st e e e s ae e e e nnreeeeanns 6
1.6 WEILEIE FAKEOTEN ...ttt ettt et b e bt e sbe e s bt e saeesaeesaeesaeesanesaees 6
2. Pathologie des MagenkarziNOmS .........eeeciiveeieciieeeeciree e et e et e e e srre e e e ebae e e esabaeeesnsreeeeenraes 7
2.1 KIQSSITIKAtIONEN ...ttt ettt et sab e st e e e bee e snaeesane s 7
2.1.1. 1. TNM-KIGSSHIKATION .utiiiiiiieeieeeee ettt ettt sttt et 7
2.2. Therapie UNG PrOZNOSE .......ciiiiiiee et e ectee e cee e st e e e sete e e st e e e s sntae e e snaeeeesnsaeeesnntneeesnseneeennsens 10
2.2.1. Therapie des MagenfrihKarzinoms.........c.uei oo 10
2.2.2. Chirurgische und multimodale Therapie von resektablen Magenkarzinomen.............ccc.e...... 11
2.2.3 Zielgerichtete Therapien beim MagenKarzinOm .........ccccveiiviieeeiiciiee e 12
3. PCLO: piccolo presynaptic cytomatriX Protein .......eceeccveeeeeiiieeeeiieee et 14
4. e T= =TSy =1 | 0 o= RS 15
5. Material UNd METNOAEN ......c.iiiieiieeeee ettt st sae e saee s 16
5.1 EENIKVOTUM L.ttt ettt ettt et e st e st e e e bt e e sabeesbeeesbaeesabeesareens 16
5.2. SEUAIENKOIEKEIV ...ttt et ettt sttt et et e et et e 16
5.3. Klinisch-pathologische Charakteristika und Infektionsstatus..........ccceeeeeiieeeeiiieeeecciee e, 17
5.4. LCT=T =1 (PP PP PUPT S PPPP 17
5.5. Chemikalien UNd REAGENZIEN ...uviii i ittt e e e e e s e e e e e e e e nataeeeeeeeesnnsreaees 18
5.6. F N o] o oY1 RS 18
5.7. VerbrauchsSmaterialien .........cooii e 18
5.8. SOTEWAIE <.ttt ettt et et e et e e b et e hte e e abe e et e e e b et e ate e eabeesabeeebeeeeaeeenareas 18
5.9. [ L1 o] [ = SRR 19



5.9.1. Immunhistochemische Farbung von Ganzgewebeschnitten ..........ccooceoviiiiiiiniiiiniiiniceniees 19

5.9.2. Durchfiihrung der immunhistochemischen FArbUNE .......ccveveeeciiiiiecieie e, 19
5.9.3. Auswertung der immunhistologischen FArbuNg ..........ccooiiiiiiiiiiiinieeeceee e 19
5.10. MaRnahmen zur ErgebnisValidi@rUNE ......cc.vvvieiivieiiccieee ettt e eeabeeeeenns 21
5.11. StAtiStISCHE AUSWEITUNEG ...ttt e et ree e e e e e e st e e e e e e e e e nbbaeeeeeeeennnrraeeas 22
6. ErEEDNISSE ittt ettt ettt ettt e e et b e be e s be e e bee e hbe e s abe e s beeenbeeesabeesabeeeas 24
6.1 Immunhistochemischer Nachweis von Piccolo im Magenkarzinom..........ccccvveeeeeeeccccivieeeeeenn, 24
6.1.1 Korrelation mit klinisch-pathologischen Patientencharakteristika.........cccevcevviiiiniiiniiinienns 25
6.2 UbErlebEnSZeitanalySe .....ccvivivieeeeiiceceiceteee ettt sttt st sttt b e st se b st re et 25
6.3 Genotyp-Phanotyp-Korrelation ...ttt 27
7 DISKUSSION ..ttt ettt ettt ettt ettt e rit e e st e s te e e beeesateesateessbaeesaeesbeesnseesasaesssbeesabeesabaeensaeensseesnseeans 29
7.1 Piccolo ist heterogen im Magenkarzinom exprimiert .........cccoccvevevciee s 29
7.2 Piccolo ist moglicherweise ein TUMOISUPPIESSOI ..c.viivieeeiieerieesieeesieeesireesreessieeenieeesaseesseesns 30
7.3 Molekularpathologische Aspekte VON PiCCOIO .....ciiiiiiiiiiiieccee e 31
7.4 Tumorbiologische Relevanz VON PICCOI0 ....ccuiiiiiiiiiiiiiecciecete e 32
7.5 [0 011 = Ao g 1< o [PPSO U PPPPOPPRRN 33
7.6 Diskussion der Methoden - Immunhistochemie .........cccuiiiiiiiiiiiiiee e 33
8. AV LY 1 a1 o g V=T 0] 7= I o =S PP 34
LIt@ratuUrVEIZEICINIS ...ttt ettt e st e et e e bt e e s abe e s beeebeeeenbeesabeesareeennes 36
PUDBIKAIONEN ..ttt ettt ettt et et e e s b e e sbeesbeesbeesbeesbeesbeesbeenbeenbeens 41
o L0 g =R 42
(D 0] Y= 1= {0 Lo V=TSP 43



AbkUrzungsverzeichnis

AEG

Adenokarzinome des gastrodsophagealen

Ubergangs 2

AJCC

American Joint Comittee on Cancer 7
AVAGAST

Avastin in Gastric Cancer Trial 12
BMI

Body Mass Index 6
CagA

Cytotoxin-associated gene A 3
CDH1

Cadherin-1 5
CIN

Chromosomal instabiler Subtyp

Magenkarzinom 10

DNA

Desoxyribonukleinsdure 5
EBV

Ebstein-Barr-Virus 10
EGFR

Endothelial growth factor receptor 14
ESCC

Esophageus square cell carcinoma 26
ESD

Endoskopische Submukosadissektion 10
GS

Genomisch stabiler Subtyp Magenkarzinom

10
H. pylori
Helicobacter pylori 3
HE
Hamatoxylin und Eosin 17
HER2
Human epidermal growth factor receptor 2
12
IHC

Immunhistochemischer Score 18
JAK2
Janus-Kinase 2 11

kDa

Kilo Dalton 13
LGR5

Leucine-rich repeat containing G-protein

coupled receptor 5 4

miRNAs

Micro ribonucleinacids 29
MSI

Mikrosatelliten-instabiler Subtyp

Magenkarzinom 10

PCH3

Pontocerebelldaren Hypoplasie Typ Il 13
PCLO

Piccolo presynaptic cytomatrix protein 13
PD-L1

Programmed death-ligand 1 11
PIP2

Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat 13
siRNAs

Small interfering ribonukleinacids 29
SNP

Single nucleotide polymorphism 14
TCGA

The Cancer Genome Atlas 11
TNM

Tumor (T), Nodes (N), Metastasen (M) 7
ToGA

Trastuzumab for Gastric Cancer 12
ulICC

Union for International Cancer Control 7
UKSH

Universitatsklinikum Schleswig-Holstein 15
VacA

Vakuolisierendes Cytotoxin A 3
VEGF-A

vascular endothelial growth factor-A 12
WES

Whole Exome Sequencing 24
WHO

Weltgesundheitsorganisation



Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abbildung 1:Algorithmus flr die Primartherapi.......cccveeririire ettt s 10
Abbildung 2: Hauptmerkmale der Subtypen des Magenkarzinoms.........cccuveeeverineiceninerineseneninecne e 12
ADDIIAUNG 3: REFEIENZSCNNITEE.....c.icievetieiecte ettt et e bbb er s ebeebe st seeaeseseesensesbessennen 20
Abbildung 4: Nachweis von PCLO in Muskel- und Nervenzellen....... et se e e enenes 21
Abbildung 5: Immunreaktion von Stroma Und GEfEREN........cccuveerrieiiii ettt 25
Abbildung 6: Kaplan-Meier-Kurve zum gesamtiiberleben und tumorspezifischen Uberleben..................... 26
Tabelle 1: TNM-Klassifikation des MagenkarzinOms.........cccoveiveienriniie ettt sease e s es e senses 8
Tabelle 2: UICC-Stadien des MagenKkarzZiNnOmS.........cueivireerereseceeerese e se et es e esasseseseseeseese e ssssssesssssssssenses 9

Tabelle 3: Korrelation des Nachweises von PCLO mit klinisch-pathologischen Patientencharakteristika....23

Tabelle 4: Korrelation von Genotyp UNd PhENOTYP.....c.cevviiriiinieere ettt es e st e 27



1. Einleitung

Krebs ist eine der weltweit filhrenden Todesursachen. Nach Schatzung der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) ist Krebs in 91 von 172 Landern der Welt Hauptgrund fir das
Versterben vor dem 70. Lebensjahr. Die Inzidenz und Mortalitdt von Krebs steigen weltweit an. Die
Ursachen dafr sind vielfaltig, jedoch spielen das steigende Lebensalter und die allgemein wachsende
Bevolkerung eine wichtige Rolle. Die sozio6konomische Entwicklung in den Landern der Welt
verursacht eine dynamische Entwicklung in der Pravalenz von Krebs, ebenso wie eine Verteilung der

Hauptrisikofaktoren.

1.1 Das Magenkarzinom

1.1.1 Epidemiologie Weltweit

Das Magenkarzinom nimmt weltweit den 5. Platz unter allen Krebsneuerkrankungen ein, im Jahr
2018 waren es Uber eine Million neuerkrankte Menschen. Die Mortalitdt des Magenkarzinoms ist seit
Jahren riickl3ufig.! Einer von 12 Todesféllen geht auf das Magenkarzinom zuriick, das entspricht
geschatzt 783.000 Todesfallen. Damit ist es der dritthaufigste Grund einer krebsbedingten
Todesursache, nach Lungen- und kolorektalen Karzinomen.? In einigen Regionen der Welt ist es sogar
die haufigste Krebstodesursache, darunter im Iran, Turkmenistan, Kirgistan und weiteren
westasiatischen Regionen. Im ostasiatischen Raum steigt die Inzidenz deutlich an, darunter in der
Mongolei, Japan und Sidkorea. Mehr als die Halfte der weltweiten Falle des Magenkarzinoms
entfallen auf Ost-Asien.? Die Neuerkrankungsraten in Amerika und Nordeuropa sind tendenziell leicht
rickldufig. Hochentwickelte Lander und Entwicklungs-/Schwellenlander zeigen eine deutliche
Diskrepanz in der Inzidenz des Magenkarzinoms. Die altersstandardisierte Erkrankungsrate pro
100.000 mannlicher Einwohner liegt in Entwicklungs-/Schwellenlandern bei 6,6 wahrend sie sich in
hochentwickelten Léndern auf 20,0 mehr als verdreifacht. Der Unterschied in der Mortalitat ist etwas
weniger ausgepragt, hier gibt die WHO fir die ménnliche Bevolkerung 5,9 pro 100.000 in
Entwicklungs-/Schwellenldandern an, in hochentwickelten Landern 14,3. Bei der weiblichen
Bevolkerung zeigt sich ein dhnlicher Trend. Die Inzidenz wird hier mit 3,6 fir Entwicklungs-
/Schwellenlander und 8,6 fiir hochentwickelte Lénder angegeben. Die Mortalitit betragt 3,2 pro
100.000 weibliche Einwohner in Entwicklungs-/Schwellenldndern, etwa das doppelte (6,1) in
hochentwickelten Landern. Im Kontinentalvergleich des Magenkarzinoms liegt Westeuropa etwa im

Mittelfeld mit einer Inzidenz von 8,2 (Mannlich) bzw. 3,7 (Weiblich) pro 100.000 Einwohner. Die



hochste Inzidenz verzeichnet Ostasien mit 32,1 erkrankten Mannern bzw. 13,2 erkrankten Frauen pro
100.000 Einwohner. Spitzenreiter der Lander ist hier Stidkorea. Hier wird ein weiterer Anstieg der
Inzidenz vorausgesagt. Grund dafiir ist unter anderem das schnelle Altern der dortigen Population.?
Durchweg die niedrigste Inzidenz des Magenkarzinoms erreicht der afrikanische Kontinent, hier

steigt die Erkrankungsrate nicht tber 5,4 pro 100.000 Einwohner.

1.1.2 Epidemiologie in Deutschland

In Deutschland erkrankten im Jahr 2018 9.202 Manner und 5.560 Frauen am Magenkarzinom. Das
entspricht einer Erkrankungsrate von 14,8 je 100.000 Personen bei Mannern und 6,8 je 100.000
Personen bei den Frauen. Das mittlere Erkrankungsalter lag 2018 bei 71 Jahren bei Mannern, Frauen
erkrankten durchschnittlich fiinf Lebensjahre spater. Die relative 5-Jahres Uberlebensrate lag 2018
bei nur 34% (Manner) bzw. 37% (Frauen). Nach 10 Jahren reduziert sich die Zahl weiter auf 30%
(Manner) bzw. 33% (Frauen). Damit sind die Uberlebensaussichten im Vergleich zu anderen malignen
Neuerkrankungen eher ungiinstig, wenngleich sich die Gesamtiiberlebenszeit fir das
Magenkarzinom in letzter Zeit etwas verbessert hat. Die spate Diagnose des Magenkarzinoms tragt
wesentlich zur ungiinstigen Prognose bei. Etwa 40% der Fille werden erst im UICC-Stadium

IV diagnostiziert und sind damit schon metastasiert.’

1.2 Atiologie und Pathogenese des Magenkarzinoms
Die Atiologie des Magenkarzinoms ist vielschichtig und beinhaltet genetische und epigenetische

Alterationen von Onkogenen, Tumorsupressorgenen, DNA-Reparaturmechanismen, Zellzyklus-
Regulationsmechanismen und Signalmolekiilen.® Auch wenn das Magenkarzinom oft als eine
singuldare Tumorentitat beschrieben wird, stecken anatomisch und dtiopathogenetisch eigentlich
zwei Tumorarten dahinter, das Karzinom der gastrodsophagealen Ubergangszone und das distale
Magenkarzinom (non-Kardia-Karzinom). Die Inzidenz des non-Kardia-Karzinoms ist riicklaufig, was
durch den allgemein gestiegenen soziookonomischen Status in Deutschland, die riicklaufige
Verbreitung von Helicobacter pylori (H. pylori) sowie héhere Standards bei der Lebensmittellagerung
und -verarbeitung begriindet ist.” Die Adenokarzinome der gastrodsophagealen Ubergangszone
(Kardia und distaler Osophagus) nehmen weltweit zu, insbesondere in den westlichen
Wohlstandslandern. Dabei sind die Tumoren des Osophagus (AEG I) von denen der Kardia und des
proximalen Magens (AEG Il und Ill) zu unterscheiden. Die AEG I-Tumoren haben als Risikofaktoren
vor allem Ubergewicht, Rauchen und chronischen Siurereflux. Die Metaplasie des orthotopen
Plattenepithels zu einem Zylinderepithel fiihrt zur praneoplastischen Barrett-Mukosa. Das Risiko fir

die Entstehung eines Karzinoms hieraus wurde jedoch lange Zeit Uberschatzt. Die Karzinogenese der



Adenokarzinome, die nicht aus einer Barrettschleimhaut hervorgehen, erfolgt in Analogie zu den
Karzinomen des lbrigen Verdauungstrakts sequenziell in mehrstufigen Prozessen liber prakanzerose
Zwischenstufen. Die Entwicklung eines Magenkarzinoms erfolgt schrittweise und wurde von Corea
wie folgt zusammengefasst: Die histopathologischen Veranderungen der Schleimhaut beginnen bei
einer chronisch-atrophischen Gastritis mit Verlust der parietalen Zellmasse. Es folgt eine intestinale

Metaplasie und Dysplasie, die méglicherweise in einem Karzinom endet.5®

1.2.1 Morphologie

Im histologischen Bild finden sich unterschiedlich starke granulozytdre und lymphoplasmazellulare
Infiltrate zumeist in der oberflachlichen Mukosa. Auch Lymphfollikel in den basalen Anteilen der
Mukosa sind typisch. Es finden sich simultan Zeichen eines aktiven (Granulozyten) und eines
chronischen Entziindungsprozesses (Lymphozyten, Plasmazellen, Lymphfollikel). Aus diesem Grund
spricht man von einer chronisch-aktiven Gastritis.'? Die beschriebenen Verdanderungen finden sich
vornehmlich im Antrum (Antrumgastritis), selten ist iberwiegend das Korpus betroffen

(korpuspradominante H. pylori-Gastritis). Letztere birgt ein hoheres Risiko der malignen Entartung.?

1.3 Helicobacter pylori
Die Besiedlung der Magenschleimhaut durch H. pylori gilt weltweit als einer der wichtigsten

Risikofaktoren flir die Entstehung eines Magenkarzinoms. H. pylori ist ein gramnegatives
Stabchenbakterium, das den Magen besiedelt und zu einer chronischen Entziindung der
Magenschleimhaut fiihren kann. H. pylori wird seit 1994 von der WHO als Klasse | Karzinogen
eingestuft.’ Etwa die Halfte der Weltbevélkerung gilt als infiziert mit H. pylori.® Besonders verbreitet
ist die Infektion in Entwicklungslandern sowie Regionen mit einem niedrigen soziokonomischen

Status.'°

Das Bakterium H. pylori scheint dabei das Karzinom nicht direkt zu verursachen, sondern
beschleunigt nur seine Entstehung. Jedoch ist die Krebserkrankung ohne H. pylori-Infektion deutlich
unwahrscheinlicher. Die Entstehung eines Karzinoms lduft also nicht im Sinne einer Kausalkette mit

H. pylori als determinierenden Ausldser ab, sondern als komplexes Zusammenspiel.!?

1.3.1 Virulenzfaktoren
Durch seine Fahigkeiten Motilitdt, Chemotaxis, Ureaseproduktion und Weitere schafft sich H. pylori

eine beschiitzte Nische in Nahe der Epithelzelloberflache. Diese Nahe zum Epithel ermoglicht H.
pylori in die Erkennung und Regulierung der mucosalen Immunabwehr einzugreifen. H. pylori

interagiert mit dem Epithel und moduliert die Aktivitat des Immunsystems und inflammatorische



Antwort durch bakterielle Botenstoffe zu seinen Gunsten. Die beiden wichtigsten bakteriellen
Faktoren, die eine Krebsentstehung begiinstigen, sind CagA und bestimmte Allele des Toxins VacA.:
Diese Interaktion bestimmt auch das Risiko der Karzinomentstehung. Bakterienstdmme, welche den
Virulenzfaktor Cag enthalten, erh6hen das Karzinomrisiko. Ebenso wird das Risiko von
Polymorphismen in Genen beeinflusst, die inflammatorische Zytokine kodieren.'* Die Kombination
eines Hochrisiko-assoziierten Wirtsgenoms und Karzinom-begtinstigenden VacA Allelen bzw. Cag
Virulenzfaktoren im Bakteriengenom kann das Magenkarzinomrisiko bis auf das 87-Fache erhéhen.?®
CagA hat vielfaltige Effekte auf die Epithelzelle. Diese beinhalten weitestgehend eine Stimulation der
Zellproliferation Uber mitotische Signalwege. Weiterhin reduziert CagA die Apoptose durch
Unterdriickung von Tumorsupressorgenen wie p53.° Die Zellpolaritit und der Zell-Zell-Kontakt
werden gestort. Zusatzlich zur direkten Auswirkung auf die Epithelzelle wirkt CagA
proinflammatorisch. Eine chronische Entziindung férdert ebenfalls die Karzinomentstehung. CagA

wurde als bakterielles Onkogen definiert.'’

VacA ist definiert als Poren-formendes Cytotoxin.'® Die Poren funktionieren als selektive
Anionenkanéle und haben unter anderem den Effekt, die Permeabilitdt der Plasmamembran zu
verdndern, und durch eine parazelluliare Leckage die Mitochondrien zu verletzten.? Durch die
Stérung der mitochondrialen Integritat wird in vielen Zellen die Apoptose eingeleitet. Zusatzlich zu
seiner zytotoxischen Eigenschaft ist VagA ein starkes Immunsuppressant. Alle H. pylori-Stamme
enthalten VacA-Gene, jedoch gibt es verschiedene Allele, welche das AusmaR der Aktivitat

bestimmen.

1.3.2 Effekte auf die Stammzellen der Magenschleimhaut
Die Infektion mit H. pylori und die inflammatorische Antwort des Koérpers fliihren zur vermehrten

Zellteilung und moglicherweise zur Entartung. Der inflammatorische Einfluss der Infektion verursacht
eine De-Differenzierung von Epithelzellen in langlebige, replizierende Zellen. Mesenchymale
Stammzellen werden durch den Gewebeschaden rekrutiert und zur erhdhten Zellteilung angeregt.?°
Erste Studien konnten zeigen, dass H. pylori mit Progenitorzellen interagiert und von ihnen
internalisiert werden kann. Das konnte bedeuten, dass adulte Stammzellen als schitzende Nische fur
H. pylori fungieren.?* Im Mausmodell konnten LGR5* Stammzellen markiert und der Effekt von H.
pylori auf diese Zellen beobachtet werden.?? Es konnte gezeigt werden, dass nach nur zweiwéchiger
Infektion, und noch vor dem Auftreten einer Gastritis, H. pylori die antralen LGR5* Stammzellen
aktiviert hat. Nach zwei Monaten der Infektion hatte sich die Zahl der Stammzellen bereits

t.2% Das onkogene Potential von H. pylori ist also damit verbunden, dass H. pylori sich in

verdoppel
den Magendriisen, nahe der Vorldufer- und Stammzellen, ansiedelt. Dort findet es Schutz und

beeinflusst die Zellen zu seinem Vorteil.



1.3.3 Eisenhaushalt und Helicobacter pylori
Klinische Beobachtungen haben gezeigt, dass eine H. pylori-Infektion mit einer Eisenmangelanamie

assoziiert ist.2* Weiterhin wurde beobachtet, dass laborchemische Marker eines Eisenmangels mit
einem erhohten Risiko fiir ein Magenkarzinom einhergehen.?® H. pylori hat verschiedene
Mechanismen entwickelt, um sein zum Uberleben benétigtes Eisen vom Wirt zu akquirieren. Studien,
welche diese Beobachtungen verfolgt haben konnten zeigen, dass eine Korrelation zwischen der

Virulenz von H. pylori, dem Risiko eines Magenkarzinoms und Eisenmangel besteht.?>2¢

1.4 Umwelteinflisse und Lebensflihrung
Flr Erkrankungen des Magen-Darm-Traktes spielt die Erndhrung eines Menschen eine wichtige Rolle.

Die Entstehung eines Karzinoms kann durch die regelmalige Aufnahme stark gesalzener oder
gepokelter Lebensmittel erhéht werden 2292728 Jedoch verursacht eine salzreiche Erndhrung alleine
noch kein Magenkarzinom, durch eine salzreiche Didt wird lediglich der kanzerogene Effekt von H.
pylori potenziert.?° Die Aufnahme von groRen Mengen Kochsalz (>6 Gramm pro Tag®’) mit der
Nahrung wirkt vermutlich stimulierend auf das Wachstum der Magenschleimhaut. Das fuhrt zur
atrophischen Gastritis, erh6hten DNA-Synthese und Zellproliferation. Auf Basis dieser Veranderungen
wird die Krebsentstehung begiinstigt.>* Auch Tabakrauch enthilt eine Reihe karzinogener Substanzen
und tragt dadurch zur Krebsentstehung bei.'° Insbesondere das enthaltene Nikotin férdert die
Proliferation von Magenkarzinomzellen und beschleunigt so das Tumorwachstum.3? Der iiberméaRige
Genuss von alkoholischen Getranken ist ein weiterer Risikofaktor.3333* Der toxische Effekt von
Athanol und seiner Metabolite fordert eine chronische Entziindung der Magenschleimhaut und
schafft so ein férderliches Milieu fir die Krebsentstehung.?*¢32 Es gibt jedoch auch Hinweise, dass
eine bewusste Erndhrung das Risiko an einem Magenkarzinom zu erkranken senken kann. Als
Beispiele fir protektive Lebensmittel sind etwa Zitrusfriichte, griiner Tee oder Kreuzbliter (z.B.
Brokkoli) relevant.’® Generell kann eine Erndhrung, die reich an Obst- und Gemiuise ist, u.a. durch das
enthaltene Vitamin C, einer Karzinomentstehung entgegen wirken.>3® Weiterhin wird die
chemopraventive Einnahme von Curcumin untersucht. Curcumin, ein Polyphenol der
Kurkumawurzel, konnte schon als protektives Nahrungsmittel bei anderen Krebsarten validiert
werden.?” Hier konnte ein Versuch mit Ratten eine Senkung der Inzidenz vom Magenkarzinom um bis

zu 50% zeigen.®



1.5 Genetische Pradispositionen
Circa 8-10% aller Magenkarzinome weisen eine familiare Haufung auf und sind entweder hereditare

oder familidre Magenkarzinome.3? Beim hereditdren diffusen Magenkarzinom handelt es sich um ein
autosomal-dominant vererbtes Tumorsyndrom mit 70-80%iger Penetranz.3 Vom hereditdren
diffusen Magenkarzinom betroffene Patienten haben bei Diagnosestellung ein durchschnittliches
Alter von 40 Jahren. Sie weisen in 25-40% der Félle eine Keimbahnmutation im CDH1-Gen auf. Dieses
Gen codiert fiir E-Cadherin, ein Transmembranprotein, welches eine Schlisselfunktion in der
Zelladhasion und in der Signaltransduktion einnimmt. Auch die Zellpolaritdt und Motilitat wird durch
die Mutation beeinflusst.3? Dies wiederum begriindet den diffus infiltrativen Charakter und die
Metastasierungsneigung der hereditdren Magenkarzinome vom diffusen Typ. Von den hereditédren
Magenkarzinomen sind familiar gehauft auftretende Magenkarzinome zu unterscheiden. Letztere
entstehen als Summe der Zusammenkunft unterschiedlicher Risikofaktoren. Durch den
multifaktoriellen Charakter der Krebsentstehung ist es moglich, dass Genpolymorphismen im
Zusammenwirken mit Umwelt- und genetischen Faktoren die Sensivitat eines Organismus fiir die
Erkrankung bestimmen. Bisher konnte eine Verbindung zwischen genetischen Polymorphismen in
Zytokinen und der Inzidenz des Magenkarzinoms bewiesen werden. Eine Metaanalyse zeigte die
Korrelation zwischen prakanzerdsen Lasionen und genetischen Polymorphismen in Zytokinen,

beispielsweise im ILIRNVNTR Gen.*

1.6 Weitere Faktoren

Die Entstehung eines Magenkarzinoms scheint noch durch weitere Faktoren begiinstigt zu werden,
beispielsweise die Magenteilresektion oder die duodenogastroésophageale Refluxkrankheit.® Eine
Metaanalyse von Studien ergab, dass es einen Zusammenhang zwischen Ubergewicht und der
Entstehung eines Magenkarzinoms gibt. Adipositas mit einem BMI von mindestens 25 erhoht das
Risiko, an einem Magenkarzinom zu erkranken. Dabei steigt das Erkrankungsrisiko mit steigendem
BMI weiter an.*! Ist ein Verwandter 1. Grades an einem Magenkarzinom erkrankt, steigt das
individuelle Risiko ebenfalls an.* Tritt das Magenkarzinom in der Familienanamnese geh&uft auf, so
ist auch das eigene Risiko signifikant erhéht.** Das Rauchen von Opium und seinen Zubereitungen
erhdht vor allem im Nahen Osten das Risiko fiir ein Magenkarzinom.*® Als weiterer Risikofaktor kann
die berufsbedingte Exposition zu Karzinogenen relevant sein. Hier ist vor allem der Kontakt zu
Nitraten, ionisierender Strahlung, Chromverbindungen oder kristalliner Kieselsdure von

Bedeutung.324445

Das Risiko eines Nonkardia-Adenokarzinoms des Magens bei Menschen mit Blutgruppen A und AB ist
signifikant hoher im Vergleich zu Blutgruppe 0. Das Risiko eines Kardia-Adenokarzinoms ist hingegen

nicht erhdht.*®



2. Pathologie des Magenkarzinoms

2.1. Klassifikationen
Histologisch handelt es sich bei dem weitaus grofSten Teil der Karzinome des Magens um

Adenokarzinome, die gemals der am weitesten verbreiteten histologischen Klassifikation von Laurén
weiter unterteilt werden in den intestinalen, der ca. 54% der Adenokarzinome ausmacht, den diffusen (ca.
32%), den gemischten und den unbestimmten Typ (ca. 15%).*” Das Magenkarzinom vom intestinalen Typ
ist eher gut differenziert. Es betrifft haufiger Manner, altere Menschen in Hochrisikogebieten und
Afroamerikaner. Der intestinale Typ besteht aus kohasiv wachsenden Tumorzellen, bildet Driisen-ahnliche

tubulare Strukturen und ulzeriert haufig. Die Prognose des intestinalen Typs ist eher gut.

Das Magenkarzinom vom diffusen Typ hat eine eher schlechte Prognose. Es betrifft hdufiger Frauen, junge
Menschen, ist assoziiert mit der Blutgruppe A und indiziert eine genetische Suszeptibilitat. Es ist in der
Regel schlecht differenziert und makroskopisch u.a. charakterisiert durch eine Verdickung der
Magenwand. Diese imponiert als lederartige Oberflache (sog. Linitis plastica oder Feldflaschenmagen).
Die neoplastischen Zellen sind diffus verteilt und formen keinen kompakten, kohasiven

Tumorzellverband.®

Die von der WHO verdffentlichte Klassifikation unterscheidet sich von der Laurén-Klassifikation und
unterteilt die Adenokarzinome des Magens in den tubularen, papillaren, muzindsen und gering kohasiv
wachsenden Typ (einschlieRRlich des Siegelringzellkarzinoms). Die vorliegende Arbeit beschrankt sich

weitestgehend auf die Betrachtung des Magenkarzinoms entsprechend der Klassifikation nach Laurén.

2.1.1. TNM-Klassifikation

Die Klassifikation der Ausdehnung des Primartumors und der Metastasierung erfolgt auf der Basis der
UICC/AJCC-TNM Kriterien.*®4° Seit dem 1. Januar 2017 gilt die 8. Auflage und ist in Tabelle 1 und 2

zusammengefasst.>%°!



Tabelle 1: TNM-Klassifikation des Magenkarzinoms*®4°

T - Primartumor

X Primdrtumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fiir Primartumor

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

T1 Tumor infiltriert Lamina propria, Muscularis mucosae oder Submukosa

Tla Tumor infiltriert Lamina Propria oder Muscularis mucosae

Tlb Tumor infiltriert Submukosa

T2 Tumor infiltriert Muscularis propria

T3 Tumor infiltriert Subserosa

T4 Tumor perforiert Serosa (viscerales Peritoneum) oder infiltriert benachbarte Strukturen

T4a Tumor perforiert Serosa

T4b Tumor infiltriert benachbarte Strukturen

N —regiondre Lymphknoten

NX Regionadre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in 1 bis 2 regionaren Lymphknoten

N2 Metastasen in 3 bis 6 regionaren Lymphknoten

N3 Metastasen in 6 oder mehr regiondren Lymphknoten
N3a Metastasen in 7 bis 15 regiondaren Lymphknoten

N3b Metastasen in 16 oder mehr regionaren Lymphknoten
M - Fernmetastasen
MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen



Tabelle 2: UICC-Stadien des Magenkarzinoms. Entsprechend der 8. Auflage TNM: Klassifikation maligner
Tumoren.*®*° Fiir eine Erlduterung der Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis.

uICC-
Primartumor Lymphknoten Fernmetastasen

Stadium
0 Tis NO MO
1A Tla NO MO
Tib NO MO
1B T2 NO MO
T1 N1 MO
A T3 NO MO
T2 N1 MO
T1 N2 MO
11B T4a NO MO
T3 N1 MO
T2 N2 MO
T1 N3 MO
1A T4a N1 MO
T3 N2 MO
T2 N3 MO
1B T4b NO/1 MO
T4a N2 MO
T3 N3 MO
1nc T4b N2/3 MO
T4a N3 MO

v Jedes T Jedes N M1



3. Therapie und Prognose
Die Therapie des Magenkarzinoms sollte in einem qualifizierten multidisziplinaren Tumorboard

geplant werden. Die Behandlung erfolgt Stadien-adaptiert. Ein Therapiealgorithmus fir die

Erstlinientherapie ist in Abbildung 1 (unten) dargestellt.

| Adenokarzinom des Magens ]

Stadium IA Stadien IB-1II Stadium IV
IATla IAT1b
h_4

endoskopische chirurgische Préoperative Medikamentdse
Resektion Resektion Chemotherapiel Tumortherapie

Stadium IA - T1a (Friihkarzinom)
ocfalgt von
chirurgische
Resektion

chirurgischer
Resektion Bscz

gefolgt von

postoperativer
Chemotherapie

Legende:

m— kurative Therapie, paliiative Therapie;

Tadjuvante Chemotherapie oder Radiochemotherapie, falls eine préoperative Chemotherapie nicht durchgefiihrt wurde (z. B. durch fehleingeschétztes Tumorstadium vor
Chirurgie)

* Best Supportive Care

Abbildung 1: Algorithmus fiir die Primartherapie.
Ubernommen von Onkopedia.de, zuletzt abgerufen am 12.01.2022,

https://www.onkopedia.com/de/onkopedia/quidelines/magenkarzinom/@ @guideline/html/index.html|

Die chirurgische Behandlung ist ein integraler Bestandteil der Magenkarzinom-Therapie. Das Ausmaf}
der chirurgischen Intervention ist dabei vom prdoperativen Tumorstadium abhangig. In einem sehr
frihen Stadium ist moglicherweise die endoskopische Abtragung der Mucosa ausreichend, sofern der
Tumor auf diese Struktur limitiert und gut differenziert ist. In Deutschland sollte das Magenkarzinom
nach den Richtlinien der S3-Leitlinie ,,Magenkarzinom” therapiert werden. Aktuell ist die Version vom

August 2019.

3.1.Therapie des Magenfrihkarzinoms
Da die Wahrscheinlichkeit einer Lymphknotenmetastasierung beim mukosalen Magenkarzinom (T1a)

sehr gering ist, kann eine endoskopische Resektion (ER) als ausreichend angesehen werden.>? Falls
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die histopathologische Aufarbeitung nach endoskopischer Resektion ergibt, dass die
Tumorinfiltration bis in die Submukosa reicht (T1b), soll eine chirurgische Resektion mit
systematischer Lymphadenektomie erfolgen, da dann in bis zu 30% der Falle bereits
Lymphknotenmetastasen vorliegen. Entsprechend der S3-Leitlinie (2019) sollen intraepitheliale
Neoplasien jeglicher GroRRe sowie Magenfriihkarzinome, die alle vier folgenden Kriterien erfillen,
endoskopisch en-bloc reseziert werden: < 2cm Durchmesser, nicht ulzeriert, Mukosakarzinom und

intestinaler Typ bzw. histologischer Differenzierungsgrad gut oder maRig (G1/G2).>

Magenfrihkarzinome mit maximal einem , erweiterten Kriterium“ kdnnen endoskopisch kurativ
reseziert werden. Zur Resektion soll die ESD eingesetzt werden. Liegt mehr als ein erweitertes
Kriterium vor, soll eine onkologisch-chirurgische Nachresektion erfolgen. Dabei sind die erweiterten
Kriterien wie folgt definiert: differenziertes Mukosakarzinom (G1/2) ohne Ulceration und GroRe > 2
cm, differenziertes Mukosakarzinom mit Ulzeration und GroRRe <3cm, gut differenzierte Karzinome
mit Submukosainvasion <500um und GrofRe <3cm und undifferenziertes Mukosakarzinom <2cm

Durchmesser, sofern bioptisch kein Nachweis von Tumorzellen im Abstand <1cm besteht.

Da einige Kriterien (Grading, Submukosainvasion) erst nach genauer histopathologischer Diagnose
vorliegen, kann die endoskopische Resektion zundchst unter diagnostischen Aspekten durchgefiihrt
werden. Hierbei ist jedoch darauf zu achten, dass dies mit dem Ziel einer en-bloc RO-Resektion

erfolgen soll (Modifiziert aus ,,S3 Leitline Magenkarzinom, Version 2.0, August 2019, S. 75 ff.).

3.1.1. Chirurgische und multimodale Therapie von resektablen

Magenkarzinomen
Die chirurgische Resektion stellt bislang die einzige Moglichkeit zur kurativen Behandlung und damit

die Standardtherapie fiir alle potentiell resektablen Magenkarzinome dar. Eine Ausnahme stellen die
endoskopisch kurativ resezierbaren Friihkarzinome dar. Generell scheint die Gabe von
Chemotherapeutika begleitend zur chirurgischen Operation einen deutlichen Vorteil zu bringen,
wobei im globalen Vergleich unterschiedliche Schemata angewendet werden. Studien konnten einen
Uberlebensvorteil fiir eine adjuvante Radiochemotherapie oder Chemotherapie zeigen, wiahrend fiir
eine alleinige adjuvante Radiatio kein Uberlebensvorteil gezeigt werden konnte.> Eine praoperative
Radiochemotherapie oder praoperative Antikérper-Therapie ist in Deutschland nur innerhalb von
klinischen Studien empfohlen.>® Dem multimodalen Therapieansatz zum Trotz ist das Outcome der
Patienten nach wie vor eher ungiinstig. Die Ursache dafiir sind moglicherweise mikroskopische loco-

regionire- oder Fernmetastasen, die zum Zeitpunkt der Behandlung noch nicht erkannt waren.>®
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3.1.2. Zielgerichtete Therapien beim Magenkarzinom
Die molekulare Phanotypisierung von Tumoren riickt immer weiter in den Fokus der Diagnostik, da

damit die Hoffnung zielgerichteter Therapien verbunden ist.® Die vom , The Cancer Genome Atlas
(TCGA)“ veroffentlichten Studienergebnisse zum Magenkarzinom haben auf der Grundlage
umfassender Untersuchungen des Genoms, Transkriptoms, Epigenoms und Proteoms vier Subtypen
vorgeschlagen: das chromosomal instabile (CIN), das Epstein-Barr-Virus (EBV)-assoziierte, das

mikrosatelliteninstabile (MSI) und das genomisch stabile (GS) Magenkarzinom.

Cardia
\~

CIN
® Intestinal histology
* TP53 mutation
e RTK-RAS activation

EBV
* PIK3CA mutation
® PD-1 1/2 overexpression
* EBV-CIMP
* CDKN2A silencing
* Immune cell signalling

MSI
* Hypermutation
e Gastric-CIMP
* MLH1 silencing
¢ Mitotic pathways

GS
e Diffuse histology
* CDH1, RHOA mutations
e CLDN18-ARHGAP fusion
e Cell adhesion

Abbildung 2: Hauptmerkmale der Subtypen des Magenkarzinoms. Unverdndert
libernommen aus The Cancer Genome Atlas Research Network. Comprehensive molecular
characterization of gastric adenocarcinoma. Nature 513, 202-209 (2014).
https://doi.org/10.1038/nature13480. Die Arbeit ist Lizensiert mit einer Creative Commons
Attribution-NonCommercial-ShareAlike 3.0 Unported Lizenz. ©Springer Nature limited.

Charakterisiert wird das CIN-Magenkarzinom durch ausgepragte Aneuploidie und fokale
Amplifikation von Rezeptortyrosinkinasen; das EBV-assoziierte Magenkarzinom durch sich
wiederholende PIK3CA-Mutationen, extreme DNA-Hypermethylierung und Amplifikation von JAK2,

PD-L1 und PD-L2; das MSI-Magenkarzinom durch erhéhte Mutationsraten insbesondere fir
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beeinflussbare onkogene Signalproteine; und das GS-Magenkarzinom durch gehaufte Varianten und

Mutationen von RHOA oder Fusionen der RHO-zugehorigen GTPase-aktivierenden Proteine.

Bislang hat diese molekulare Subklassifikation noch keine Auswirkungen auf die Auswahl der

Behandlung.*®

In Zukunft kdnnte somit das molekulare Profil eines Tumors mehr Uber die Lebenserwartung und den
Therapieerfolg aussagen als bisherige Klassifikationen. Weiterhin kénnen durch
molekularpathologische Klassifizierungen neue, zielgerichtete Therapien eingesetzt werden, die

einen verbesserten Behandlungserfolg versprechen. Nachfolgend werden einige Beispiele aufgefiihrt.

Bei Patienten mit einem Magenkarzinom konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von
vascular endothelial growth factor-A (VEGF-A) mit einer unglnstigen Prognose und erhdhter
Aggressivitat des Tumors assoziiert ist.>”*® Die randomisierte Phase Ill Studie AVAGAST untersuchte
die Bedeutung von Bevacicumab (einem humanisierten, monoklonalen Antikorper gegen VEGF-A) in
774 Patienten mit fortgeschrittenen Magenkarzinom. Obwohl keine Verbesserung des
Gesamtiiberleben gezeigt werden konnte, wurden die Ansprechrate und das progessionsfreie

Uberleben signifikant optimiert.>®

Ein Meilenstein in der personalisierten Therapie des Magenkarzinoms lieferte die ToGA-Studie
(Trastuzumab for Gastric Cancer) 2010. Bei der ToGA-Studie handelt es sich um eine internationale,
randomisiert-kontrollierte Phase-IlI-Studie, welche an 122 Zentren in 24 Landern durchgefiihrt
wurde. Patienten mit einem Magenkarzinom oder Karzinom des gastro-6sophagealen Uberganges
wurden inkludiert, sofern der Tumor HER2 lberexprimierte. In zwei Gruppen randomisiert erhielten
die Patienten entweder eine klassische Chemotherapie oder eine Chemotherapie plus Trastuzumab.
Primarer Endpunkt war das Gesamtiberleben.

Die Trastuzumab-Gruppe lebte im Mittel 2,7 Monate langer als die Vergleichsgruppe, weshalb die
palliative Behandlung HER2-positiver Magenkarzinome mit Trastuzumab zugelassen wurde und sich
in den letzten Jahren in der Behandlung des fortgeschrittenen Magenkarzinoms fest etablieren

konnte.®®
Magenkarzinome mit MSI und EBV weisen typischerweise eine starke lokale Entziindungsreaktion

auf und sprechen gut auf Therapien mit Imnmune-Checkpoint-Inhibitoren an, die z.B. gegen PD-1 oder

PD-L1 gerichtet sind.
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Weitere therapeutische Targets wie z.B. MET und FGFR2 wurden in der Vergangenheit in kleinen
Gruppen von Magenkarzinompatienten identifiziert. Diese Veranderungen kdnnten moglicherweise
die Treibermutationen auf zellulérer Ebene sein.>

Eine groRe Zahl weiterer molekularer Marker wird derzeit klinisch getestet, ist aber bislang noch

nicht in praktischer Anwendung.!!

Mittels next generation sequencing wurden weitere Mutationen entdeckt und mit dem
Magenkarzinom in Verbindung gebracht. CDH1-, RhoA- und ARID1A-Mutationen traten gehauft beim
diffusen Subtyp des Magenkarzinoms auf.®* Weiterhin wurden TP53,

TGFBR2, SYNE1 und TMPRSS2 immer wieder beim Magenkarzinom als mutiert identifiziert. ERBB2-,
CCNE1-, CCND1- und EGFR-Amplifikationen kdonnten als Treibermutationen im Magenkarzinom
funktionieren.®? Die zuvor erwahnte HER2-Mutation tritt ebenfalls hiufig auf und ist aufgrund des
verfligbaren Therapieregimes klinisch relevant.

Eine Studie von Wang et. Al (2020) suchte nach weiteren Treibermutationen. Unter 376 Treibergenen
waren TN, TP53, LRP1B, CSMD3, OBSCN, ARID1A, FAT4, FLG, PCLO and CSMD1 die 10 h&ufigsten
mutierten Gene im Magenkarzinom mit einer Frequenz von 62%, 48.6%, 29.2%, 28.7%, 28.7%, 26.1%,
25.8%, 25.8%, 24% und 23.3%.%

4. PCLO: piccolo presynaptic cytomatrix protein

Das piccolo presynaptic cytomatrix protein (PCLO) ist ein proteincodierendes Gen und Teil der
prasynaptischen zytoskeletalen Matrix. Diese Matrix ist in der Einrichtung von aktiven synaptischen
Zonen, am Vesikeltransport und an der Freisetzung von monoaminen Neurotransmittern
beteiligt.®*5> Zwei Transkriptvarianten, welche fiir verschiedene Isoformen codieren, wurden bislang
gefunden. Das Gen ist auf dem langen Arm von Chromosom 7 lokalisiert (Position 7g21.11). Alias fur
das Gen sind KIAA0559, DKFZp779G1236, ACZ (,,aczonin”). Das Gen wird regelhaft im Gehirn
exprimiert, mit absteigender Haufigkeit in den Nebennieren und der Schilddriise. Im Magengewebe
ist die Expression physiologisch gering.

Piccolo, das Genprodukt, enthilt eine PDZ-Doméne, Ca?*/Phospholipid-bindende Doménen
(C2A und C2B) und Zink-Finger Dominen.®® Die PDZ-Doméne interagiert moglicherweise mit anderen
prasynaptischen Molekiilen, welche in die molekulare Verankerung und Versammlung in der aktiven
Zone involviert sind.®” Die C2A-Domine hat die Fihigkeit, intrazelluldre Ca% -Verdnderungen zu
detektieren und als Antwort mit membranstindigen Phospholipiden zu assoziieren.%

Interessanterweise interagiert Piccolo auch mit Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (P1P2).%° PIP2
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steht in Verbindung zu Aktinfilamenten und kann so Membranfusionen und -bewegungen auslésen.
Diese einmaligen molekularen Eigenschaften von Piccolo lassen vermuten, dass es eine wichtige Rolle
im Transport durch die Zellmembran und in der Endozytose von verschiedenen Membranrezeptoren
wie z.B. Tyrosinkinaserezeptoren spielt.

Piccolo wurde erstmals von Cases-Langhoff et al. beschrieben. Sie berichteten von einem 420
kDa Protein, das in den Hirnsynapsen von Ratten nachgewiesen wurde.”® Der Verlust von Piccolo liegt
der pontocerebelldren Hypoplasie Typ Il (PCH3) zugrunde, bei der eine homozygote nonsense PCLO-
Mutation der PCH3-Domane ursachlich ist. Piccolo spielt offenbar eine entscheidende Rolle in der
Entwicklung und dem Uberleben neuronaler Zellen im menschlichen Gehirn.”* Untersuchungen von
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) zeigten, dass Piccolo die Dopamin- und
Serotoninwiederaufnahme reguliert und tber diesen Mechanismus mit Suchtverhalten,
Drogenabusus und psychiatrischen Erkrankungen assoziiert ist.”? Als potentieller serologischer
Marker fiir die Rekonvaleszenz vom Guillain-Barré Syndrom (GBS) konnten 2016 Mateos-Hernandez
et al. eine Korrelation zu PCLO herstellen.”® 2017 konnten Mbarek et al. eine Bedeutung von PCLO
bei Patienten mit schwerer Depression feststellen.”* Ein Zusammenhang zwischen PCLO und Krebs
wiesen erstmals Zhang et al. 2017 bei Plattenepithelzellkarzinomen des Osophagus (ESCC) nach.” Es
gibt Hinweise, dass Piccolo als Modulator im Membrantransport und in der Endozytose von EGFR
fungiert. Die Elimination von Piccolo in Zellen begiinstigt eine Translokation von EGFR im spéaten
Endosom/Lysosom, was durch ein reduziertes Recycling von EGFR eine verminderte
Zellkonzentration zur Folge hat.”> Auch beim Glioblastom konnte gezeigt werden, dass Piccolo mit
einem schlechteren Uberleben assoziiert ist.”® Somatische PCLO-Mutationen wurden bei schlecht
differenzierten hepatozelluldren Karzinomen’” und bei diffusen groRzelligen B-Zell Lymphomen

nachgewiesen.”®

5. Fragestellung

Ausgangspunkt dieser Arbeit war eine multiregionale Genomsequenzierung von neun
Magenkarzinomen, die von der Arbeitsgruppe um Professor Récken durchgefiihrt worden war.”® Von
den neun Magenkarzinomen wurden an unterschiedlichen Lokalisationen 3-10 Proben entnommen
und einer kompletten Exom-Sequenzierung zugefiihrt. Dabei wiesen 23 (47,9%) von 48 untersuchten
Tumorproben eine Mutation in PCLO auf, was einer ungewdhnlich hohen Pravalenz entspricht. Nicht
jede genetische Mutation ist gleichbedeutend in der Tumorentstehung® und die vorliegende Arbeit
sollte die Hypothese priifen, dass Piccolo im Magenkarzinom eine tumorbiologische Relevanz
aufweist und moglicherweise auch von prognostischer Bedeutung ist. Um meine Hypothese zu
prifen, wurden immunhistologische Untersuchungen an einem umfassend charakterisierten
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Magenkarzinomkollektiv durchgefiihrt und die Expression von Piccolo mit zahlreichen verschiedenen
klinisch-pathologischen Patientencharakteristika, einschlieBlich Uberleben, korreliert.

AnschlieBend erfolgte die Korrelation von Genotyp und Phanotyp.

6. Material und Methoden

6.1.Ethikvotum
Die Studie war von der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat der Christian-Albrechts-

Universitat genehmigt worden (Referenznummer D 453/10 und D 549/20, Kopie des Ethikvotums

siehe Anhang).

6.2.Studienkollektive

6.2.1. Entdeckungskohorte

Flr die Entdeckungskohorte wurden prospektiv zwischen 2016 und 2017 neun Patienten mit einem
Adenokarzinom des Magens oder 6sophagogastralen Ubergangs am Universitatsklinikum Schleswig-
Holstein, Campus Kiel, eingeschlossen. Das Durchschnittsalter der Patienten betrug 68 Jahre mit
einer Spanne von 50 bis 85 Jahren. Einschlusskriterium war eine ausreichende GroRe des
Primartumors (Durchmesser > 3 cm), um eine multiregionale Gewebeentnahme zu ermdéglichen ohne
die pathologische Auswertung des Resektionspréparats zu beeintrachtigen. Nach der Tumorresektion
wurden die Proben auf Eis an das pathologische Institut geschickt. Je nach GréRe des Primartumors
wurden zwischen 3 und 10 Proben aus dem Primartumor durch Feinnadelbiopsie entnommen und
bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C eingefroren. Vor und nach der Gewebeentnahme wurden
makroskopische Bilder des Resektats angefertigt, um die anatomische Rekonstruktion des Tumors
und die Korrelation mit Paraffinblocken zu erleichtern. Insgesamt wurden 45 Proben von den
Primartumoren entnommen. In einem Fall wurden drei zusatzliche Proben von drei separaten
Lymphknotenmetastasen entnommen. SchlieRlich wurden insgesamt 48 Tumorproben zur
kompletten Exom-Sequenzierung (WES) eingesandt. Die detaillierten genomischen Daten dieser

Kohorte wurden bereits beschrieben.”
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6.2.2. Validierungskohorte

Aus dem Archiv des Instituts fiir Pathologie des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein (UKSH),
Campus Kiel, wurden alle Gewebeproben von Patienten herausgesucht, die zwischen 1997 und 2009
entweder einer totalen oder einer partiellen Gastrektomie aufgrund eines Adenokarzinoms des
Magens oder des 6sophagogastralen Ubergangs unterzogen worden waren. Folgende Einschluss- und
Ausschlusskriterien wurden festgelegt: Patienten wurden in das Studienkollektiv aufgenommen,
sofern: 1) Die histologische Begutachtung die Diagnose eines Adenokarzinoms des Magens oder des
dsophagogastralen Ubergangs bestétigte, 2) der Todeszeitpunkt oder Uberlebenszeitdaten vorlagen.
Patienten wurden aus dem Kollektiv ausgeschlossen, sofern: 1) histologisch ein anderer Tumor als ein
Adenokarzinom vorlag, 2) die histopathologischen Daten nicht vollstdndig waren oder nicht
vollstandig erhoben werden konnten, 3) die Patienten zuvor wegen eines Tumorrezidivs im
Restmagen nach Billroth-lI-Operation operiert worden waren, und/oder 4) keine Daten zum
Todeszeitpunkt oder zur Uberlebenszeit vorlagen. 5) Patienten mit perioperativ durchgefiihrter
Chemotherapie wurden ebenfalls ausgeschlossen. Die folgenden Patientendaten wurden erhoben:
Art der Operation, Alter bei Diagnosestellung, Geschlecht, Tumorlokalisation, TumorgroRe,
histologischer Phanotyp (s.u.), T-Kategorie, N-Kategorie, UICC-Tumorstadium und
Differenzierungsgrad.

Die Sterbedaten der Patienten wurden vom Epidemiologischen Krebsregister des Landes Schleswig-
Holstein, Deutschland, bezogen. Die Follow-up-Daten der noch lebenden Patienten wurden aus den
Krankenhausaufzeichnungen und bei den Hausarzten erfragt. Alle Patienten wurden nach
Studieneinschluss pseudonymisiert, die Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte in kumulativer

Form.

6.3.Klinisch-pathologische Charakteristika und Infektionsstatus
Die Daten der Félle zu H. pylori-, MSI-, EBV-, HER2-, MET-, PIK3CA-, PD-L1- und PD-1 Status wurden

bereits in vorherigen Arbeiten von der Arbeitsgruppe um Professor Rocken beschrieben und

freundlicherweise fiir diese Studie zur Verfiigung gestellt. 818

6.4.Gerate

Folgende Gerate kamen zum Einsatz: Leica BOND-MAX (Leica Biosystems, Wetzlar, Germany), Leica
SCN400 mikroskopischer Scanner (Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland), Eppendorf Research
Pipetten 100—1000 pl und 2—20 pl (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland), Mikroskop Zeiss, Axioplan
2 (Carl Zeiss Mikroskopie GmbH, Jena, Deutschland), Vortex Genie 2 (Scientific Industries, New York,

USA), Mikroskop Leica DM 1000 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland), Labor-
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Kihlschrank (Philipp Kirsch GmbH, Willstatt-Sand, Deutschland), Rotationsmikrotom Leica RM2245

(Leica Biosystems, Wetzlar, Germany).

6.5.Chemikalien und Reagenzien
Folgende Chemikalien und Reagenzien wurden bei der Durchfiihrung der Versuchsreihen verwendet:

Destilliertes Wasser H,0 (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland), Athanol 99 % (Carl Roth
GmbH + Co. KG, Karlsruhe Deutschland), Xylol (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland),
Wasserstoffperoxid (H20,) 30 %, 250 ml Art-Nr: 8070.2 (Carl Roth GmbH + Co. KB, Karlsruhe,
Deutschland). Shandon EZ-MountTM (Thermo Scientific Anatomical Pathology, Runcorn, UK),
UltraVision Hydrogen Peroxidase Block (Thermo Fisher Scientific, Kalamazoo USA), Bond Polymer

Refine Detection, Antibody-Diluent (beides Leica Biosystems, Wetzlar, Germany).

6.6. Antikorper

Fir die immunhistochemischen Farbungen wurde der polyklonale Kaninchen-Antikdrper Anti-Piccolo
von Abcam genutzt (ab110427; Abcam plc; Discovery Drive, Cambridge Biomedical Campus,

Cambridge, CB2 0AX, UK).

6.7.Verbrauchsmaterialien
Folgende Materialien wurden Verwendet: Pipettenspitzen (Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,

Wesseling- Berzdorf, Deutschland) sowie Biosphere Filter Tip Pipettenspitzen, (Ref: 70.760.212, Ref:
70.1116.210) unterschiedlicher GroRe (Sarstedt AG & Co., Nimbrecht Deutschland), Glas- und
Plastikkiivetten (Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland), Leica Bond Plus Slides Objekttrager
(Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland), Menzel-Glaser, unterschiedlicher GroR3e
(Thermo Sientific, Waltham, USA), SafeSeal ReagiergefdfRe unterschiedlicher GréRe (Sarstedt AG &

Co., Nimbrecht, Deutschland).

6.8.Software
Folgende Software fand Verwendung: Microsoft® Office 2021 Home and Student (Microsoft

Deutschland GmbH, UnterschleiBheim), SPSS Version 20.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA),
MacOS Catalina Version 10.15.7 (Apple Inc., USA), Parallels Desktop for Mac 15 (Parallels
International GmbH, 110 110th Ave NE, #410, Bellevue, WA 98004, USA).
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6.9.Histologie

Alle zur histologischen Begutachtung verwendeten Gewebeproben waren in 10 % neutral
gepuffertem Formalin flir mindestens 24 Stunden fixiert, in einem Gewebe-Einbettautomaten
entwadssert und anschlielend in Paraffin eingebettet worden. Die Formalinfixierung war wahrend der
Studiendauer standardisiert. Die Abschnitte, welche dem Tumor entnommen worden waren,
enthielten Anteile der Schleimhautoberflache, des Tumorzentrums und der Invasionsfront.
Entparaffinierte Gewebeschnitte wurden mit Hdmomatoxylin und Eosin (HE) gefarbt und gemal der
Laurén-Klassifikation*” und dem Mucin-Phanotyp® klassifiziert. Das Tumorstadium aller Tumoren
wurden nach der 8. Auflage der Union internationale contre le cancer (UICC)¥ klassifiziert und beruht

ausschlieBlich auf histopathologischen Untersuchungen.

6.9.1. Immunhistochemische Farbung von Ganzgewebeschnitten
Es wurden ausschliefllich Flachenschnitte des Magenkarzinom-Kollektivs gefarbt. Die mogliche

Heterogenitat der PCLO-Expression innerhalb des Tumors gebot eine Farbung an
Ganzgewebeschnitten. Ein ,,Ganzgewebeschnitt” entspricht der in eine Gewebeeinbettkassette
passenden Gewebeprobe (ca. 1,5 bis 3 cm?) und unterscheidet sich durch die deutliche gréRere zu
untersuchende Gewebeflache im Vergleich zu den fir die Herstellung von Tissue Mikroarrays

entnommenen, wesentlich kleineren Gewebemengen.

6.9.2. Durchfiihrung der immunhistochemischen Farbung
Die Immunhistochemie wurde mittels eines automatischen Farbeprotokolls (ER2-20) am Leica BOND-

MAX (Leica Biosystems, Wetzlar, Germany) durchgefiihrt. Im ersten Schritt wurde die Vorbehandlung
mit BOND Epitope Retrieval Solution 2 (Leica Biosystems, Wetzlar, Germany) fir 20 Minuten
durchgefiihrt, anschlieRend folgte die Inkubation mit dem Anti-Piccolo Antikorper. Der Antikorper
wurde im Verhaltnis 1:200 mit Bond Primary Antibody Diluent (Leica Biosystems, Wetzlar, Germany)
verdinnt. Zur Farbereaktion wurde das Bond Polymer Refine Detection Kit (Leica Biosystems,

Wetzlar, Germany) verwendet.

6.9.3. Auswertung der immunhistologischen Farbung
Zur Beurteilung der immunhistochemischen Farbeintensitdt wurde ein immunhistochemischer Score

(IHC) etabliert. Kriterien waren der prozentuale Anteil positiver vitaler Tumorzellen an allen vitalen
Tumorzellen und die Einordnung der Farbeintensitat der vitalen Tumorzellen mit IHC O (keine
Immunreaktion vorhanden), 1+ (schwache Immunreaktion), 2+ (maRig starke Immunreaktion) und 3+

(starke Immunreaktion; Abb. 3). Diese Werte wurden abgeschatzt und untereinander zur Priifung der
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Plausibilitat verglichen. Nerven- und Muskelzellen zeigten regelhaft eine starke Immunreaktion mit
dem gegen Piccolo gerichteten Antikdrper und wurden deshalb als interne Positivkontrolle fir die
maximale Immunreaktion (3+) herangezogen (Abb. 4). Tumorzellen wurden demnach mit 3+
bewertet, wenn ihre Intensitat der Immunreaktion der von Muskel- und Nervenzellen glich. War die
Reaktion weniger intensiv aber dennoch deutlich sichtbar, wurde der Wert 2+ vergeben.
Tumorzellen, welche eher eine geringe Immunreaktion aufwiesen, sich aber von negativen

Tumorzellen unterschieden, wurden mit 1+ bewertet. Tumorzellen ohne Immunreaktion waren

negativ (Wert 0).

«-! ) “L .’?\g: 0 ” : e : &, : ‘ > ‘, 44 ‘gm
Abbildung 3: Referenzschnitte. Die Abbildung zeigt Aufnahmen der wahrend der Auswertung
verwendeten Referenzschnitte mit drei verschiedenen Intensitaten der anti-Piccolo-Immunreaktion,
d.h. 1+ (A), 2+ (B) und 3+ (C). Anti-Piccolo-Antikoérper, Himalaun-Gegenfarbung; 400-fache
OriginalvergroRerung.
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Abbildung 4: Nachweis von Piccolo in Muskel- und Nervenzellen. Die Muskel- und Nervenzellen zeigten
regelhaft eine deutliche Anfarbbarkeit und wurden als interne Positivkontrolle einer erfolgreichen Farbung
gewertet. Gleichzeitig diente die Farbeintensitat als Referenz flir die maximale Farbintensitat in dem jeweiligen
Gewebe. Anti-Piccolo-Antikérper; Himalaun-Gegenfarbung; 400-fache OriginalvergréRerung.

Um eine Vergleichbarkeit der immungefarbten Schnitte untereinander zu gewéhrleisten, wurden
Referenzschnitte bestimmt. Kriterium fiir ein Referenzschnitt war eine moglichst grofflachige,
homogene Farbung in der jeweiligen Intensitatsstufe. Anschliefend wurde der prozentuale Anteil
gefarbter Tumorzellen flr die jeweilige Farbeintensitat bewertet, wobei die Summe der
Prozentwerte immer 100% ergeben musste (%-Anteil nicht gefarbter Tumorzellen + %-Anteil
schwach gefarbter Tumorzellen + %-Anteil mittelstark gefarbter Tumorzellen + %-Anteil stark

gefarbter Tumorzellen = 100%). SchlieBlich wurde ein HScore nach der folgenden Formel errechnet:
HScore = (1 xWert1+)+ (2x Wert2+) + (3 X Wert 3+)

Die Skala konnte Werte von 0 (keine immunhistochemische Reaktion auf 0% der Tumorzellen) bis
300 (immunhistochemische Reaktion Grad 3/3 auf 100% der Tumorzellen) erreichen. Der

beschriebene Auswertungsalgorithmus wurde auf alle Schnittpraparate angewandt.

6.10. Malinahmen zur Ergebnisvalidierung
Zur Bestimmung der prozentual gefirbten Flache verschaffte ich mir zundchst einen Uberblick tiber

die gesamt sichtbare Tumorflache auf dem Objekttrager. AnschlieBend habe ich im Gesamtblick mit

100-facher VergrofRerung abgeschatzt, wie viel Prozent der Tumorflache gefarbt ist. Diese erste
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Schatzung wurde mit groRer VergroRerung (400-fach) validiert, indem die gefarbten Zellen pro
Blickfeld prozentual abgeschatzt wurden. Waren also beispielsweise von 10 identifizierten
Tumorzellen 5 gefarbt, entsprach es einem Anteil von 50%. Dieses Vorgehen wurde an mehreren
Lokalisationen im Tumor wiederholt, um eine intratumorale Heterogenitat der Farbereaktion
auszuschlieRen. AnschlieRend beurteilte ich das identifizierte Tumorareal nach dem Grad seiner
Farbeintensitat. Eine interne Validierung erfolgte durch Muskel- und Nervenzellen im Praparat, die
stets die maximale Farbeintensitat Grad 3 erreichten. Fiir Farbeintensitat 1+, 2+ und 3+ wurde
jeweils ein Referenzschnitt definiert. Die definierten Referenzschnitte wurden zu Beginn einer jeden
Auswertungseinheit angesehen, um meine Einschatzung zu bestatigen. Weiterhin zog ich die

Referenzschnitte bei unklaren Farbeintensitaten zur Hilfe.

Als weitere Malinahme zur Sicherung der Ergebnisse wurden diese von einem erfahrenen
Pathologen validiert. Dazu wurden in regelmaRigen Abstanden von mir alle Praparate mit
uneindeutigen oder schwer zu bewertenden Farbeergebnis sowie Stichproben von negativ

bewerteten Praparaten vorgelegt und noch einmal im Vier-Augen-Prinzip bewertet.

6.11. Statistische Auswertung
Der HScore wurde in Excel-Ubersichtstabellen eingepflegt. Zur Auswertung wurde die Software SPSS

v20.0 verwendet. Der HScore wurde am Median geteilt in negativ/low und positiv/high und
anschliefend mit den klinisch-pathologischen Patientencharakteristika korreliert. Hierbei wurde der
Tau-Test nach Kendall und der exact-Test nach Fisher angewandt. Fiir ordinal skalierte Kategorien
wurde auf den Kendall's tau-Test zuriickgegriffen, bei Nominalskalierung auf den Fisher’s Exact Test.
Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert von < 0,05 festgelegt. Sofern fiir ein auf Korrelation zu
prifendem klinischem Merkmal fir einen Fall nicht vorlag, bzw. nicht erhoben wurde, wurden die
entsprechenden Fille nicht in der Statistik beriicksichtigt. Weiterhin wurden Uberlebenszeitkurven
nach Kaplan-Meier erstellt. Hieran wurde eine Signifikanzprifung mittels Log-Rank-Test nach Mantel-
Cox durchgefiihrt. Als Korrektur fiir multiples Testen wurde die Simes (Benjamini-Hochberg) Prozedur

angewendet.%8
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Tabelle 3: Korrelation des Nachweises von PCLO mit klinisch-pathologischen Patientencharakteristika.

PLCO Expression

PLCO Expression

PLCO Expression

im Stroma in BlutgefiRen
Low/negativ High/positiv nicht nicht
Total (HScor5=0) (I-?Sc:re>0) vorhanden vorhanden vorhanden vorhanden
n (%) n_ (%) n_ (%) n_ (%) n_ (%) n_ (%) n_ (%)
Total I
466 (100) | 291 (62,4) 175 (37,6) | 360 (77,3) 106 (22,7) 382 (82,0) 84 (18,0)

Geschlecht [n o™ 466 0,844 | 466 0,734 | 466 0,173
Weiblich 179 (38,4) | 113 (63,1) 66 (369) | 140 (78,2) 39 (21,8) 141 (78,8) 38 (21,2)
Minnlich 287 (61,6) | 178 (62,00 109 (38,0) | 220 (76,7) 67 (233) 241 (84,0) 46 (16,0)

Altersgruppe [n o™ 466 0,104 | 466 0,378 | 466 0,149
<68 Jahre 234 (50,2) | 155 (66,2) 79 (338) | 185 (79,1) 49 (20,9) 198  (84,6) 36 (15,4)
>= 68 Jahre 232 (49,8) | 136 (58,6) 96 (41,4) | 175 (75,4) 57 (24,6) 184 (79,3) 48 (20,7)

Lokalisati [n o™ 463 0,836 | 463 0,905 | 463 1000
Proximaler Magen 145 (3L,1) | 92 (63,4) 53 (36,6) | 112 (77,2) 33 (22,8) 119 (82,1) 26 (17,9)
Distaler Magen 318 (68,2) | 197 (61,9) 121 (381) | 247 (77,7) 71 (22,3) 261 (82,1) 57 (17,9)

Laurén Phenotyp [n o™ 466 0,015 | 466 0,315 | 466 0,788
Intestinal 239 (51,3) | 135 (56,5) 104 (435) | 179 (74,9) 60 (25,1) 192 (80,3) 47 (19,7)
Diffus 146 (31,3) | 106 (72,6) 40 (27,4) | 111 (76,7) 34 (233) 122 (83,6) 24 (16,4)
Gemischt 31 (6,7) 20 (64,5) 11 (35,5) 27 (87,1) 4 (12,9) 27 (87,1) 4 (12,9)
Unklassifizierbar 50 (10,7) | 30 (60,0) 20 (40,0) 42 (84,0) 8 (16,0) 41 (82,0) 9 (18,0

Grading [n o™ 466 0,043 | 466 0,364 | 466 0,573
G1/G2 111 (23,8) | 60 (54,1) 51 (45,9) 82 (73,9) 29 (26,1) 89 (80,2) 22 (19,8)
G3/G4 355 (76,2) | 231 (651) 124 (34,9 | 278 (783) 77 (21,7) 293 (82,5) 62 (17,5)

pT [n o™ 466 0,011 | 466 0,800 | 466 0,858
pTla/Tlb 59 (12,7)| 30 (50,8) 29 (49,2) 48 (81,4) 11 (18,6) 49 (83,1) 10 (16,9)
pT2 53 (11,4) | 32 (60,4) 21 (39,6) 42 (79,2) 11 (20,8) 46 (86,8) 7 (13,2)
pT3 185 (39,7) | 112 (60,5) 73 (39,5) | 128 (74,6) 47 (25,4) 145 (78,4) 40 (21,6)
pT4a / T4b 169 (36,3) | 117 (69,2) 52 (30,8) | 132 (78,1) 37 (21,9) 142 (84,0) 27 (16,0)

pN n p? 465 0,263 | 465 0,871 | 465 0,849
pNO 136 (29,2) | 82 (60,3) 54 (39,7) | 108 (79,4) 28 (20,6) 115  (84,6) 21 (15,4)
pN1 62 (133)| 35 (56,5) 27 (43,5) 44 (71,0) 18 (29,0) 44 (71,0) 18 (29,0)
pN2 82 (17,6) | 52 (63,4) 30 (36,6) 61 (74,4) 21 (25,6) 68 (82,9) 14 (17,1)
pN3a/b 185 (39,7) | 121 (65,4) 64 (346) | 146 (78,9) 39 (21,1) 154 (83,2) 31 (16,8)

pM [n o™ 466 0,299 | 466 0,672 | 466 0,646
pMO 379 (81,3) | 234 (61,7) 145 (383) | 291 (76,8) 88 (23,2) 312 (82,3) 67 (17,7)
pM1 87 (187) | 57 (655) 30 (34,5) 69 (79,3) 18 (20,7) 70 (80,5) 17 (19,5)

Tumorstatium [n @ 465 0,130 | 465 0,851 | 465 0,778
IA/1B 82 (17,6) | 46 (56,1) 36 (43,9) 65 (79,3) 17 (20,7) 69 (84,1) 13 (15,9)
1A/ 1B 99 (21,2) | 59 (59,6) 40 (40,4) 74 (74,7) 25 (25,3) 79 (79,8) 20 (20,2)

A/ 1B/ 1IIC 197 (42,3) | 128 (65,0) 69 (350) | 151 (76,6) 46 (23,4) 163 (82,7) 34 (17,3)
v 87 (187) | 57 (655) 30 (34,5) 69 (79,3) 18 (20,7) 70 (80,5) 17 (19,5)

LN Ratio [n o™ 465 0,088 | 465 0,659 | 465 0,399
Niedrig (<0,189) 227 (48,7) | 134 (59,0) 93 (41,00 | 173 (76,2) 54 (23,8) 182 (80,2) 45 (19,8)
Hoch (20,189) 238 (51,1) | 156 (65,5) 82 (345 | 186 (78,2) 52 (21,8) 199 (83,6) 39 (16,4)

pL [n o™ 448 0,267 | 448 0,736 | 448 1000
pLO 218 (46,8) | 138 (63,3) 80 (367) | 166 (76,1) 52 (23,9) 178 (81,7) 40 (183)
pL1 230 (49,4) | 138 (60,0) 92 (40,00 | 179 (77,8) 51 (22,2) 188 (81,7) 42 (183)

pVv [n o™ 447 0,644 | 447 0,595 | 447 0,702
) 397 (852) | 246 (62,00 151 (38,0) | 307 (77,3) 90 (22,7) 325 (81,9) 22 (18,1)
pV1 50 (10,7) | 29 (58,0) 21 (42,0) 37 (74,0) 13 (26,0) 40 (80,0) 10 (20,0)

pR [n o™ 461 0,883 | 461 0,494 | 461 0,142
pRO 405 (86,9) | 252 (62,2) 153 (37,8) | 312 (77,0) 93 (23,0) 328 (81,0 77 (19,0)
pR1/R2 56 (12,00 | 36 (643) 20 (35,7) 46 (82,1) 10 (17,9 50 (89,3) 6 (10,7)

Her2 Status [n o™ 437 1000 | 437 0,531 | 437 0,365
Negativ 401 (86,1) | 254 (63,3) 147 (36,7) | 312 (77,8) 89  (22,2) 328 (81,8) 73 (18,2)
Positiv 36 (7,7) 23 (63,9) 13 (36,1) 30 (83,3) 6 (16,7) 32 (889) 4 (11,1)

Met-Status [n o™ 455 1000 | 455 0,825 | 455 0,812
Negativ 424 (91,00 | 266 (62,7) 158 (37,3) | 325 (76,7) 99 (23,3) 347 (81,8) 77 (18,2)
Positiv 31 (6,7) 20 (64,5) 11 (35,5) 25 (80,6) 6 (19,4) 25 (80,6) 6 (19,4)

H. Pylori-Status [n oW 395 0,015 | 395 0,148 | 395 0,009
Negativ 333 (71,5) | 213 (64,00 120 (36,0) | 256 (76,9) 77 (23,1) 276 (82,9) 57 (17,1)
Positiv 62 (133) | 29 (46,8) 33 (53,2) 42 (67,7) 20 (323) 42 (67,7) 20 (323)

EBV-Status [n o™ 452 0,105 | 452 0,586 | 452 0,227
Negativ 432 (92,7) | 266 (61,6) 166 (38,4) | 334 (77,3) 98 (22,7) 352 (81,5) 80 (18,5)
Positiv 20 (43) 16 (80,0) 4 (20,0) 17 (85,0) 3 (15,0 19 (95,0) 1 (50

MSI-Status [n o™ 451 0,279 | 451 0,835 | 451 0,249
MSS 416 (89,3) | 265 (63,7) 151 (36,3) | 323 (77,6) 93 (22,4) 344 (82,7) 72 (17,3)

MS| 35 (7,5) 19 (54,3) 16 (45,7) 28 (80,0) 7 (20,0) 26 (74,3) 9 (257)

PIK3CA.Genotyp [n oW 459 0,668 | 459 0,804 | 459 1000
Wildtyp 435 (93,3) | 274 (63,00 161 (37,0) | 336 (77,2) 99 (22,8) 355 (81,6) 80 (18,4)
Mutiert 24 (52) 14 (583) 10 (41,7) 18  (75,0) 6 (25,0) 20 (83,3) 4 (16,7)

KRAS-Genotyp [n oW 459 0,794 | 459 0,135 | 459 0,326
Wildtyp 443 (95,1) | 277 (62,5) 166 (37,5) | 339 (76,5) 104 (23,5) 360 (81,3) 83 (18,7)
Mutiert 16 (34) 11 (58,8) 5 (31,3 15 (93,8) 1 (63) 15 (93,8) 1 (63)

RHOA-Genotyp [n o™ 402 0,186 | 402 0,209 | 402 0,483
Wildtyp 387 (83,0) | 241 (62,3) 146 (37,7) | 302 (78,0) 85 (22,0) 320 (82,7) 67 (17,3)
Mutiert 15 (3,2) 12 (80,0) 3 (20,0 14 (93,3) 1 (67) 14 (93,3) 1 (67)

iiberleben (| ) [ p® 454 0,204 | 454 0,984 | 454 0,970
Total / events / censored 454 (22,0) | 284 /225/59 170/129/41 | 352/273/79 102/81/21 372/286/86 82/68/14
Mittleres Uberleben 150 1,1 14,0+ 1,4 16,0+ 1,8 15,6+ 1,2 14,118 14,1+1,3 16,7+1,8
95% C,l, 12,9- 17,1 11,3-16,7 12,4-19,6 13,2-18,1 10,6-17,6 11,4-16,7 13,1-20,3

Tumorspezifisches Uberleben ( p® 425 0,086 | 425 0,367 | 425 0,449
Total / events / censored 425 (31,8) | 270/192/78 155/98/57 | 329/229/ 100 96/61/35 348 /238 /110 77/52/25
Mittleres Uberleben 16,6 1,4 15,0+ 1,6 17,9436 16,6+ 1,6 16,6+ 4,5 15,6+ 1,6 17,9+4,1
95% C,l, 13,8- 19,4 11,8-18,2 13,8-19,4 13,5-19,7 7,8-254 12,4-189 13,8-25,9

(@) Fisher's Exakttest, (2 Kendall's Tau-Test,

) log-rank Test
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7. Ergebnisse

Insgesamt erfiillten 466 Falle die Studieneinschlusskriterien. Die klinisch-pathologischen
Patientencharakteristika sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Unter allen Fallen waren 239 (51,3%)
vom intestinalen Typ nach Laurén, 146 (31,3%) vom diffusen Typ, 31 (6,7%) vom gemischten Typ und
50 (10,7%) als unklassifizierbar eingestuft. Der EBV-Status war in 20 Fallen (4,3%) positiv. In 35 Fallen
(7,5%) wurde eine MSI nachgewiesen. Ein positiver H. pylori-Nachweis lag in 62 Fallen (13,3%) vor.
Daten zum Gesamtiiberleben und tumorspezifischen Uberleben lagen retrospektiv bei 454 bzw. 425
Fallen vor, wobei die mittlere follow-up Zeit 12,8 Monate (0 bis 142,7 Monate) betrug. Das mittlere

Gesamtiiberleben betrug 15,0 Monate und das tumorspezifische 16,6 Monate.

7.1.Immunhistochemischer Nachweis von Piccolo im Magenkarzinom
Der immunhistologische Nachweis von Piccolo erfolgte an Ganzgewebeschnitten. Piccolo konnte

zytoplasmatisch in Tumorzellen, Stromazellen, in GefdRendothel und in Nerven- und Muskelzellen
nachgewiesen werden.

Der Nachweis von Piccolo in Tumorzellen gelang in 175 Fallen (37,6%). In 291 Fallen (62,4%) war kein
PCLO in den Tumorzellen nachweisbar. Der immunreaktive Anteil erreichte Werte von 0% bis 100%,
wobei in 58 Fallen (12,4%) nur ein geringer Anteil von 10% positive Zellen nachgewiesen werden
konnte. Bei Uberwiegend negativ bewerteten Fallen lag der Median bei 0.

172 Falle wiesen einen IHC von 1+ in mindestens 5% der Tumorflache auf, 60 Félle einen IHC von 2+
in mindestens 5% der Tumorflache, und weitere 16 Fille einen IHC von 3+ in mindestens 5% der
Tumorflache.

Die Verrechnung zu einem HScore ergab Werte zwischen 0 und 190. Entsprechend aller negativen
Falle lag bei 291 Fallen ein HScore von 0 vor, weitere 59 Falle erreichten einen HScore von 10. Das
Maximum von 190 Punkten wurde von zwei Fallen erreicht. Die Errechnung des Medians und
anschlieRende Einteilung in Quartile kam zu dem Ergebnis, dass bei Giberwiegend negativen Fillen
der Median bei 0 lag und die Quartile 1 und 2 zusammenfielen (62,4% aller Falle). Quartil 3 zahlt 60
Falle (12,9%) und Quartil 4 115 Félle (24,7%).

Weiterhin war Piccolo in Stroma- und GefdaRendothelzellen nachweisbar (Abb. 4): Es fand sich im

Stroma von 106 Fallen (22,7%) und in GefaBendothelien von 84 Fillen (18,0%) .
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Abbildung 5: Immunreaktion von Stroma und GefaRen. In (A) ist eine deutliche Immunreaktion im Stroma zu
sehen, wahrend der Tumor immunnegativ ist. In (B) ist eine Immunreaktion des GefaRendothels bei
immunnegativem Tumor dargestellt. Anti-Piccolo-Antikérper; Himalaun-Gegenfarbung; 400-fache
Originalvergroferung.

7.2.Korrelation mit klinisch-pathologischen Patientencharakteristika
Um die tumorbiologische Relevanz zu priifen, wurde der Nachweis von Piccolo mit klinisch-

pathologischen Patientencharakteristika korreliert. Dafiir wurde die Kohorte am Median des HScore

in Piccolo low/negativ und Piccolo high/positiv dichotomiert.

Piccolo high/positiv korrelierte aufféllig mit dem Laurén-Typ, dem Grading der Tumore, der
TumorgroRRe (T-Kategorie) sowie dem H. pylori-Status. Die auffallige Korrelation erreichte nach

Korrektur fir multiples Testen keine Signifikanz.

Der positive/high Nachweis von Piccolo korrelierte nicht mit dem EBV- (n=20), MSI- (n=35), HER2-
(n=36), MET- (n=31), KRAS- (n=16), RHOA- (n=15) oder PIK3CA-Status (n=24) (Tabelle 3).

Der Nachweis von Piccolo in Stromazellen und GefaRBendothelien korrelierte mit keinem der hier

untersuchten klinisch-pathologischen Patientencharakteristika (Tabelle 3).

7.3.Uberlebenszeitanalyse
Getestet wurden die Gesamtiiberlebenszeit sowie das tumorspezifische Uberleben. Zur Analyse nach

Piccolo-Status wurden in einem ersten Schritt die Daten am Median geteilt und nach Piccolo
negativ/low und positiv/high getestet. Der Nachweis von Piccolo korrelierte nicht mit dem
Gesamtiiberleben oder dem tumorspezifischen Uberleben (Tabelle 1). Die Gesamtiiberlebenszeit
betrug in der Piccolo-negativen Gruppe im Mittel 14,0 Monate (95%-Konfidenzintervall 11,3 - 16,7
Monate). Fiir die PCLO-positive Gruppe ergab sich ein medianes Uberleben von 16,0 Monaten (95%-
Konfidenzintervall 12,4 - 19,6 Monate) (p=0,204). Die mediane tumorspezifische Uberlebenszeit

betrug in der Piccolo-negativen Gruppe 15,0 Monate (95%-Konfidenzintervall 11,8 - 18,2 Monate). In
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der Piccolo-positiven Gruppe verldngerte sich die mediane Uberlebenszeit auf 17,9 Monate (95%-

Konfidenzintervall 10,9 - 24,9 Monate) (p=0,086) (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 6: Kaplan-Meier-Kurve zum Gesamtiiberleben und tumorspezifischen Uberleben nach PCLO
positiv und negativ. Griin = PCLO-positive Falle, blau = PCLO-negative Félle.

Im zweiten Schritt wurde die Piccolo-Expression wieder am Median geteilt und fiir die Laurén-Typen
intestinal und diffus separat untersucht. Hier konnte ebenfalls kein signifikanter Zusammenhang
nachgewiesen werden. Die mediane Gesamtiliberlebenszeit betrug beim intestinalen Magenkarzinom
15,4 Monate in der Piccolo-negativen Gruppe und 18,3 Monate in der Piccolo-positiven Gruppe
(p=0,716). Beim Magenkarzinom vom diffusen Typ betrug die mediane Uberlebenszeit 14,6 Monate
in der Piccolo-negativen Gruppe und 16,0 Monate in der Piccolo-positiven Gruppe (p=0,187). Auch
beim tumorspezifischen Uberleben konnten keine Unterschiede nachgewiesen werden. Beim
intestinal differenzierten Magenkarzinom lag das mediane Uberleben bei 17,9 Monaten (Piccolo-
negative Falle) und 24,5 Monaten (Piccolo-positiv) (p=0,221). Beim diffus wachsenden
Magenkarzinom lag das mediane tumorspezifische Uberleben bei 14,6 Monaten (Piccolo-negativ)

und 15,5 Monaten (Piccolo-positiv) (p=0,374).

In einem dritten Schritt wurden die Piccolo-Expression in Quartile eingeteilt und mit der
Uberlebenszeit korreliert. Weder in der Korrelation der Quartile mit Piccolo (p=0,352) noch im
paarweisen Vergleich der Quartile untereinander konnte ein signifikanter Zusammenhang gezeigt
werden (Vergleich Q1/Q2 mit Q3 p=0,755; Vergleich Q1/Q2 mit Q4 p=0,146; Vergleich Q3 mit Q4
p=0,485).

Der Vergleich des Gesamtiiberleben und tumorspezifischen Uberleben mit der Piccolo-Expression in

Stroma und GefalRen blieb ebenfalls ohne Signifikanz.

26



7.4.Genotyp-Phanotyp-Korrelation

Zur Korrelation von Genotyp und Phanotyp wurden neun Falle, die zuvor einer multiregionalen

Sequenzierung unterzogen worden waren (n= 48 Tumorproben), untereinander korrerliert.”®

In Tabelle 4 sind alle neun Falle mit je 3 bis 10 Gewebeproben pro Fall und den durch WES
nachgewiesenen Mutationen (Missense-Mutationen und Nonsense-Mutationen) aufgefiihrt. Von den
neun Fallen wiesen funf PCLO-Mutationen auf. In drei Fallen wiesen alle Tumorproben eine PCLO-
Mutation auf (Fall 3, 6 und 9). Zwei Falle (Fall 4 und 8) wiesen eine Mutation in einigen, aber nicht in
allen Proben auf, und vier Félle (Fall 1, 2, 5 und 7) hatten keine PCLO-Mutationen. Interessanterweise
wiesen zwei Falle (Fall 6 und 9) zwei verschiedene Mutationen auf. Diese Daten sind ein Beleg fiir die

intratumorale genetische Heterogenitat von PCLO im Magenkarzinom.

Um den Genotyp mit dem Phanotyp zu korrelieren, flihrte ich eine immunhistochemische Farbung
von Gewebeschnitten aus 48 Paraffinblocken (=Proben) durch, die die anatomischen Regionen der
Tumoren abdeckten, aus denen die Gewebeproben fiir die WES gewonnen worden waren. Der
Histoscore wurde fir jede Probe bestimmt (Tabelle 4, Korrelation von Genotyp und Phanotyp). Fur
PCLO reichte der Histoscore von 0 bis 140. Bei 27 (56,3 %) negativen Proben lag der Median bei 0.
Zehn Proben aus zwei Fallen waren vollstandig immunnegativ (Fall Nr. 4 und Nr. 9). Gewebeproben
aus sieben Fallen zeigten ein heterogenes Immunfarbungsmuster, es wurde kein direkter

Zusammenhang zwischen Proteinexpression und Missense- oder Nonsense-Mutationen gefunden.
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Tabelle 4: Korrelation von Genotyp und Phanotyp: Dargestellt sind die H-Scores der PCLO von 48
Tumorproben von 9 Patienten aus der genomsequenzierten Kohorte mit bekanntem Mutationsstatus.

Fallnummer
#1

#2

#3

#4

#5

#6

#7

#8

#9

Probe

G13406
G13407
G13408
G13409
G13401
G13402
G13404
G04240
G04241
G04242
G04244
G04245
G04283
G09209
G09210
G09211
G09212
G13370
G13389
G13390
G13391
G13392
G13393
G13394
G13395
G13396
G13397
G13398
G13383
G13384
G13385
G13386
G13387
G13378
G13379
G13380
G13381
G09201
G09202
G09203

G09204
G09205
G09206
G13372
G13373
G13374
G13375
G13376

Gen

PCLO
PCLO
PCLO
PCLO
PCLO
PCLO

PCLO

PCLO

PCLO
PCLO
PCLO
PCLO
PCLO

PCLO
PCLO
PCLO
PCLO

PCLO

PCLO
PCLO
PCLO
PCLO
PCLO

Art der Mutation Aminosaure

nonsense
nonsense
nonsense
nonsense
nonsense
nonsense

missense

missense

missense
missense
missense
missense
missense

missense
missense
missense
missense

missense

missense
missense
missense
missense
missense

p.Q375Pfs*6
p.Q375Pfs*6
p.Q375Pfs*6
p.Q375Pfs*6
p.Q375Pfs*6
p.Q375Pfs*6

p.A497T

p.A497T

p.P2517L
p.P2517L
p.P2517L
p.P2517L
p.P2517L

p.S496P
p.S496P
p.5496P

p.S496P
p.S496P

p.S496P
p.S496P
p.S496P
p.S496P
p.5496P

Allelfrequenz

0,1695
0,210191083
0,242990654

0,0759

0,0289

0,1429
0,1421

0,125
0,2222
0,1088

0,034188034
0,034482759
0,03875969

0,063583815
0,017647059

0,0787
0,04624277
0,02953586
0,04166667
0,07734807

Gen

PCLO

PCLO
PCLO

PCLO
PCLO

Art der Mut.

missense

missense
missense

missense
missense

AA

p.A885T

p.A497T
p.A497T

p.A497T
p.A497T

Allelfrequenz

0.125
0
0,027472527
0
0,0833
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8. Diskussion

Die umfangreichen genetischen Untersuchungen maligner Tumoren weisen Mutationen in Genen
nach, deren tumorbiologische Bedeutung u.U. fiir die jeweilige Tumorentitat unbekannt oder
bestenfalls lickenhaft ist. Ausgangspunkt meiner Studie war die Beobachtung, dass PCLO in
Magenkarzinomen haufig mutiert ist. Im Rahmen einer multiregionalen Sequenzierung von neun
Fallen eines Adenokarzinoms des Magens bzw. der 6sophagogastralen Ubergangszone wiesen
immerhin 23 von 48 untersuchten Tumorproben eine Mutation in PCLO auf. Dazu zadhlten sechs
Nonsense-Mutationen (p.Q375Pfs*6) und 22 Missense-Mutationen (zehn p.S496P, sechs p.A497T,
funfmal p.P2517L und einmal p.A885T).” Dariiber hinaus wiesen sogar zwei Fille jeweils zwei
verschiedene Mutationen von PCLO auf.” Auch die Studie von Wang et al. (2020) zeigte, dass PCLO
unter den zehn hiufigsten mutierten Genen im Magenkarzinom zahlt.%® Aus diesen Beobachtungen
heraus stellte ich die Hypothese auf, dass das Genprodukt Piccolo eine tumorbiologische Bedeutung
beim Adenokarzinom des Magens und 6sophagogastralen Adenokarzinoms hat. Um meine
Hypothese zu priifen, habe ich eine umfassende immunhistologische Untersuchung an einer gut

charakterisierten Patientenkohorte Therapie-naiver Magenkarzinome durchgefiihrt.

8.1.Piccolo ist heterogen im Magenkarzinom exprimiert
Das Adenokarzinom des Magens weist eine ausgepragte inter- und intratumorale Heterogenitat auf,

die zu einer heterogenen Expression von Tumorgenen fiihrt. Dabei findet sich eine hohe Variabilitat
zwischen den Tumoren verschiedener Patienten (intertumorale Heterogenitat) als auch innerhalb
desselben Tumors (intratumorale Heterogenitat), was sowohl den Phanotyp als auch den Genotyp
anbelangt.?® Die Arbeitsgruppe von Professor Rcken beschrieb z.B. bei EBV-positiven
Magenkarzinomen eine intratumorale genetische Heterogenitat fiir PIK3CA-Mutationen, indem ein
Patient sogar fiinf verschiedene PIK3CA-Genotypen innerhalb eines einzigen Tumors aufwies, und
wies auch auf Proteinebene eine heterogene Her2/neu-Expression nach.®? Dies |dsst vermuten, dass
auch andere genetische Alterationen auf molekularer und funktioneller Ebene raumliche
Unterschiede im selben Tumor aufweisen. Die 0.g. multiregionale Sequenzierung konnte das fur
PCLO nachweisen. Es fand sich eine intertumorale Heterogenitat mit sechs verschiedenen
Mutationen als auch eine intratumorale Heterogenitat, indem zwei Tumoren mehr als einen PCLO-

Genotyp aufwiesen.

Meine eigenen Untersuchungsergebnisse weisen nun nach, dass offenbar auch auf Proteinebene
eine inter- und intratumorale Heterogenitat fir Piccolo vorliegt. Ich fand bei vielen Tumoren
unterschiedliche Intensitatsstufen des immunhistologisch geflihrten Nachweises von Piccolo

nebeneinander (0, 1+, 2+ 3+), was ich als Ausdruck einer intratumoralen Heterogenitat interpretiere.
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Diese kann Folge ,subklonaler” Mutationen von PCLO sein, wie es in der multiregionalen
Sequenzierung beobachtet wurde,”® aber auch Folge einer differentiellen Genregulation innerhalb

eines Tumors.

8.2.Piccolo ist moglicherweise ein Tumorsuppressor
Zu Beginn meiner Arbeit war die Rolle von Piccolo im Magenkarzinom noch unklar. Erste Hinweise

auf einen moglichen tumorbiologischen Mechanismus lieferten Zhang et al. (2017) fiir das
Plattenepithelkarzinom des Osophagus (ESCC). Die Gruppe kam zu dem Ergebnis, dass Piccolo tiber
eine Stabilisierung des EGFR-Signalweges die Malignitdt des ESCC erhéht und das Gesamtiberleben
reduziert.” Im Tierversuch mit monoklonalen Mausantikérpern gegen Piccolo konnte die
Zellproliferation dosisabhingig reduziert werden.?® Forschungsarbeiten zur Rolle von Piccolo in

Adenokarzinomen gab es zu Beginn meiner Untersuchungen nicht.

Einen Hinweis auf die mogliche tumorbiologische Bedeutung fand ich in der Assoziation von Piccolo
mit dem Tumortyp, dem lokalen Tumorwachstum (T-Kategorie) und dem Differenzierungsgrad. Mit
zunehmenden lokalen Tumorwachstum reduzierte sich der Anteil Piccolo-positiver Tumoren. Das
kann darauf hinweisen, dass ein Verlust von Piccolo fiir die Tumorprogression wichtig ist und Piccolo
damit insgesamt einen tumorsuppressiven Effekt hat. Das kénnte auch erklaren, warum in einigen
Féllen mehrere Mutationen von PCLO im selben Tumor nachgewiesen wurden.” Der Verlust von

Piccolo ware ein spateres, subklonales Ereignis im Tumorgeschehen.

Piccolo wurde viel seltener bei Adenokarzinomen des diffusen Typs nachgewiesen. Diese
Beobachtung deutet darauf hin, dass dessen Expression auch vom Phanotyp abhangt. Insgesamt
haben Adenokarzinome des diffusen Typs eine schlechtere Prognose als Adenokarzinome des

intestinalen Typs, was die tumorsuppressive Bedeutung von Piccolo weiter unterstreicht.

Bemerkenswert ist der verminderte Nachweis von Piccolo bei H. pylori-negativen Karzinomen. Zum
einen kann das ein Epiphdanomen sein, da in meiner Untersuchungskohorte H. pylori insgesamt
seltener bei Tumoren des diffusen Typs nachgewiesen wurde.** Anderseits kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die Pathogenese von H. pylori-positiven und -negativen

Adenokarzinomen sich unterscheidet und das wiederum die Expression von Piccolo beeinflusst.

Die Tumorentstehung eines Adenokarzinoms in Gegenwart von H. pylori wird gerade erst im Anfang
verstanden. Die am haufigsten aufgefiihrte Annahme besteht gegenwartig in dem inflammatorischen
Prozess als Ausloser der Tumorentstehung. Die Inflammation verursacht die Bildung von freien
Radikalen®?, das erhdhte apoptotische und nekrotische Absterben endothelialer Zellen®? sowie
vermehrte Zellproliferation.®® Verkomplizierend kommt hinzu, dass H. pylori die DNA-

Reperaturmechanismen in vitro und in vivo behindert.%%’
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In Abwesenheit von H. pylori entsteht das Magenkarzinom ebenfalls mittels eines entzlindlichen
Prozesses, jedoch ist die chronisch-athrophische Gastritis mit konsekutivem Verlust der
Drisenarchitektur und metaplastischem Umbau eher die Folge von angeborenen genetischen

Polymorphismen und erworbenen molekularen Veranderungen sowie Umwelteinfliissen.%®

Das von Corea vorgestellte Konzept der H. pylori-assoziierten Kanzerogenese scheint somit zunachst
zu keinem Verlust der Expression von Piccolo zu fiihren. Somit ist PCLO bei H. pylori-positiven
Karzinomen nicht in der Tumorentstehung beteiligt, sondern moglicherweise erst im spateren
Stadium in der Tumorprogression (s.0.). Anders verhilt es sich moglicherweise bei H. pylori-
negativen Karzinomen. Hier konnte ein frither(er) Verlust von Piccolo bereits an der

Tumorentstehung beteiligt sein.

Die Ergebnisse meiner Studie weisen auf die Moglichkeit hin, dass der Verlust einer Expression von
Piccolo in Abhdngigkeit vom Tumortyp und bezogen auf die Tumorentstehung und -progression
sowohl ein frihes als auch ein spateres Ereignis sein kann. In beiden Fallen untermauert es die
Bedeutung von Piccolo und liefert Erklarungen, warum PCLO so haufig in Magenkarzinomen mutiert
ist. Diese unterschiedlichen Effekte kénnten auch erkldren, warum der Einfluss auf das Uberleben so

schwach ist (s.u.).

8.3.Molekularpathologische Aspekte von Piccolo
Bislang ist die Datenlage zu den mdéglichen Pathomechanismen, mit denen Piccolo seine

tumorsuppressive Wirkung entfaltet, schwach. Ein moglicher Pathomechanismus ist die
Wechselwirkung mit dem EGFR-Signalweg, siehe hierzu die Arbeit von Zhang et al (2017)7°. Die
Forscher untersuchten den Einfluss von PCLO im Plattenepithelkarzinom des Osophagus und zeigten
bei PCLO-liberexprimierten Fallen eine insgesamt schlechtere Prognose. Eine mégliche Erklarung
lieferte die Korrelation mit dem EGFR-Nachweis im Tumor. ESCC-Patienten mit hoher Expression von

Piccolo als auch EGFR wiesen eine schlechtere Prognose auf, als Patienten mit nur einem der beiden.

Piccolo scheint im Stande zu sein, die Internalisierung des EGFRs zu beeintrachtigen. Der Verlust der
Expression von Piccolo verursacht ein gesteigertes EGFR-Recycling, als Resultat erhdht sich der EGFR-
Spiegel. Vermittelt wird das gesteigerte Recycling durch reduzierte EGFR-Ubiquinierung’®. Piccolo
beeinflusst somit indirekt (iber den EGFR-Signalweg die Tumorbiologie, indem sein Verlust zu mehr

Zellwachstum, Koloniebildung, Migration und Invasion beitragt®.

In der vorliegenden Arbeit wurden die EGFR-Expression nicht untersucht, jedoch erscheint der

tumorsuppressive Charakter von PCLO im Magenkarzinom zunachst kontrar.
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Dieser Wiederspruch kann moglicherweise durch relevante Unterschiede der Entitdten im Hinblick
auf EGFR erklart werden, Zhang et al. filhrten ihre Untersuchungen ausschlieRlich an

Plattenepitehlien durch, die untersuchten Magenkarzinome waren Adenokarzinome.

Monoklonale Antikérper mit dem Ziel der EGFR-Inhibition werden bereits klinisch in verschieden
Tumorentitaten erfolgreich therapeutisch eingesetzt. Bisherige Phase-3-Studien zur klinischen
Anwendung von monoklonalen Antikdrpern gegen EGFR im Magenkarzinom bei unselektierten
Patienten blieben ohne signifikanten Erfolg. In der REAL-3- (first-line Chemotherapie mit oder ohne
Panitumumab; ClinicalTrials.gov identifier NCT00824785), EXPAND- (first line Chemotherapie mit
oder ohne Cetuximab; ClinicalTrials.gov identifier NCT00678535), und der COG-Studie (second-line
gefitinib vs placebo; ISRCTN 29580179), konnte die EGFR-Inhibition das Uberleben nicht

verlingern03-105,

Diese Beobachtungen bestatigen zum einen zwar die potentielle Wechselbeziehung zwischen Piccolo

und EGFR, weisen jedoch auf entitatsspezifische Unterschiede und Kontext-abhangige Effekte hin.

8.4.Tumorbiologische Relevanz von Piccolo
Ein weiterer wichtiger Hinweis auf die tumorbiologische Bedeutung eines differentiell exprimierten

Gens ist die Korrelation der Expression mit dem Patienteniiberleben. Auch wenn ich in meiner Studie
keinen signifikanten Zusammenhang nachweisen konnte, so zeigte sich immerhin, dass eine
verminderte Expression/ein Verlust von Piccolo mit einem schlechteren Uberleben von rund zwei
Monaten einherging. Die Differenz der Gesamtiiberlebenszeit betrug im Median 2,0 Monate
zwischen den Gruppen Piccolo negativ/low und positiv/high. Die tumorspezifische Uberlebenszeit lag
im Median sogar um 2,9 Monate niedriger als bei einer erhaltenen Expression. Diese Daten
bestatigen die tumorsuppressive Wirkung von Piccolo und auch die umgekehrte Korrelation mit dem
lokalen Tumorwachstum. Auch wenn diese Unterschiede nach der Korrektur fiir multiples Testen
keine Signifikanz aufwiesen, so liefern sie jedoch wichtige Hinweise auf die potenzielle
tumorbiologische Relevanz. Die Unterschiede zur Studie von Zhang et al. weisen auBerdem auf die
Moglichkeit hin, dass die tumorbiologische Bedeutung von Piccolo entitdatsabhangig sein kann. In der
Tat findet sich eine EGFR-Expression haufiger bei Plattenepithelkarzinomen als bei Adenokarzinomen

des Magens und 6sophagogastralen Ubergangs.*

Die Ergebnisse aus der nun durchgefiihrten Forschungsarbeit konnten zeigen, dass Erkenntnisse zu

Piccolo im Osophaguskarzinom nicht ohne weiteres auf das Magenkarzinom (ibertragbar sind.
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8.5.Limitationen
Die intratumorale Heterogenitat kann u.U. die Ermittlung der tumorbiologischen Bedeutung von

Piccolo beeintrachtigen. Um dieses Risiko zu verringern, wurden Ganzgewebeschnitte verwendet, die
eine groflere Tumorflache abbilden, als z.B. Tissue Microarrays. Am Beispiel des HER2-Status konnte
die Arbeitsgruppe um Professor Rocken den Vorteil des Ganzgewebeschnitts gegeniiber Tissue
Microarrays zeigen (siehe Warneke et al.).?* Gleichzeitig bedeutet es auch, dass Biopsate aus einem
Magenkarzinom auch bei Piccolo ein nicht zu vernachlassigendes Risiko des Stichprobenfehlers
bergen, wie es inzwischen fir viele Biomarker des Magenkarzinoms belegt ist (FGFR2, Her2/neu,

MET, PD-L1 u.a.m.).106-109

Der Fokus auf Mutationen allein kann irrefiihrend sein, denn die Analyse von Expressionsmustern
und der Tumorkontext (d. h. intestinaler vs. diffuser Typ) liefern wertvolle zusatzliche Informationen.
Nach dem Two-Hit-Modell von Knudson miissen beide Allele eines Tumorsuppressors inaktiviert sein,
z. B. durch Mutation, Verlust der Heterozygotie (LOH) oder epigenetisches Silencing, um eine
phanotypische Verdanderung zu bewirken. Unsere Validierungskohorte lieferte keine direkten
Beweise dafiir, dass Missense-Mutationen mit dem Verlust der Proteinexpression von PCLO
verbunden sind. Da ich jedoch den LOH- und Methylierungsstatus in unserer Entdeckungskohorte
nicht untersucht habe, kann ich nicht ausschliefen, dass das zweite Allel noch funktionell war. In
jedem Fall gibt die Entdeckungskohorte Hinweis auf das Vorhandensein einer intratumoralen

Heterogenitat auf genetischer und phanotypischer Ebene.

Meine Beobachtungsstudie liefert keine funktionellen Daten, weshalb ich keine Aussage dazu treffen
kann, welche Auswirkungen Nonsense- und Missense-Mutationen auf die Biologie von
Magenkarzinomen haben kénnten. Es kann sehr komplex sein, hier einen validen Nachweis zu
erbringen, da die COSMIC-Datenbank >400 verschiedene PCLO-Mutationen beim Magenkarzinom
auflistet, von denen die grolRe Mehrheit Punktmutationen sind. Die Eingabe der Suchbegriffe
"cancer" und "PCLO" in PubMed liefert nur eine begrenzte Anzahl von Studien. Keine davon befasste

sich mit der biologischen Bedeutung von PCLO in Adenokarzinomen des Magens.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die vorliegende Studie Hinweise darauf liefert, dass
PCLO im Magenkarzinom unterschiedlich exprimiert wird und moglicherweise eine kontextabhangige
tumorsuppressive Funktion hat. Weitere Studien zu diesem haufig mutierten Gen sind

wiinschenswert.

8.6.Diskussion der Methoden - Immunhistochemie
Forschungsergebnisse in den letzten Jahren haben deutlich gemacht, dass das Mal} der Transkription

eines Genes nicht immer mit der Quantitat seines Proteinproduktes gleichzusetzten ist. Die
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energieaufwendige Proteinsynthese wird von der Zelle 6konomisch an den Bedarf adaptiert. Dies
geschieht unter anderem durch die Signaliibertragung mittels RNA-bindender Proteine, den small
interfering RNAs (siRNAs).1® Vor allem die kleinen MicroRNAs (miRNAs) sind hier relevant. Sie sind
kleine, 19 bis 25 Nukleotide umfassende, nicht-kodierende RNA-Molekile und beeinflussen die
Expression eines Gens sowohl auf translationaler als auch auf transkriptioneller Ebene.* Neben der
physiologischen Bedeutung der miRNAs konnte auch eine Relevanz fiir die Entstehung des

Magenkarzinoms nachgewiesen werden, wenn diese dysreguliert sind.12

Die Immunhistochemie konnte standardisiert auf alle Fille angewendet werden und lieferte distinkte
Farbeergebnisse. Mittels Algorithmus zur Auswertung konnten die Ergebnisse objektiviert werden.
Dies gewahrleistete eine zuverlassige Vergleichbarkeit untereinander als auch mit klinisch-
pathologischen Patientencharakteristika. Zusammenfassend stellt die Imnmunhistochemie ein

geeignetes Verfahren zur Beantwortung der Fragestellung dar.

9. Zusammenfassung

Das Magenkarzinom ist weltweit die viert-hdufigste Krebstodesursache, wobei es deutliche
Unterschiede der Inzidenz im Kontinentalvergleich gibt. Problematisch ist nach wie vor die spate
Diagnosestellung, etwa 40% aller Magenkarzinome sind bei Erstdiagnose bereits metastasiert. Die
Pathogenese des Magenkarzinoms ist vielfiltig, neben familidren Risikofaktoren und syndromalen
Tumorerkrankungen spielt die Erndhrung, Umwelteinflisse, Alkohol- und Nikotinkonsum, der soziale
Status und insbesondere die Infektion mit H. pylori und assoziierte Gastritis eine entscheidende

Rolle.

Meiner Forschungsarbeit vorausgegangen war eine multiregionale Genomsequenzierung von neun
Magenkarzinomen, von denen an unterschiedlichen Lokalisationen 3-10 Proben entnommen und
einer kompletten Exom-Sequenzierung zugefiihrt worden waren. Dabei wiesen 23 (47,9%) von 48
untersuchten Tumorproben eine Mutation in PCLO auf, was einer auffallig hohen Pravalenz
entspricht. Auch bei der Literaturrecherche zeigte sich PCLO haufig mutiert im Magenkarzinom,
wobei die genaue Funktion des Genprodukts gréoRtenteils unklar ist. Auf der Grundlage dieser Daten

sollte deshalb die Hypothese gepriift werden, dass PCLO im Magenkarzinom tumorbiologisch
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relevant ist. Um meine Hypothese zu priifen, wurden Ganzgewebsschnitte einer gut charakterisierten
Kohorte von 466 Chemotherapie-naiven Magenkarzinomen immunhistochemisch mit einem gegen
PCLO-gerichteten Antikérper mittels standardisiertem Farbeprotokoll gefarbt. Ein
Auswertungsalgorhythmus bericksichtigte eine vierstufige Farbeintensitat an der anteiligen Flache
des Gesamttumors und wurde zur statistischen Auswertung in einen Histoscore tGberfiihrt. Die
Ergebnisse wurden mit vorhandenen Daten zu klinisch-pathologischen Patientencharakteristika
korreliert und nach Uberlebenszeit analysiert. Ebenfalls wurde die Anfirbbarkeit von Stroma und

Gefalken beurteilt.

175 Félle wiesen eine erhaltene Expression von PCLO auf. In 291 (62,4%) Fallen gelang kein Nachweis
von PCLO in Tumorzellen. Die Korrelation der PCLO-Expression (positiven/hoch und negativ/niedrig)
mit klinisch-pathologischen Patientencharakteristika zeigte, dass PCLO haufiger bei intestinal
differenzierten Adenokarzinomen, niedrigeren T-Stadien und H. pylori-positiven Magenkarzinomen
nachweisbar war. Patienten mit einem PCLO-positiven Tumor lebten im Durchschnitt zwischen 2,0
und 2,9 Monaten langer. Nach Korrektur fir multiples Testen zeigten die Ergebnisse keine

Signifikanz, aber geben Hinweis auf die pathobiologische Funktion von PCLO.

Bereits bekannt war, dass Adenokarzinome des Magens eine starke intra- als auch intertumorale
Heterogenitat aufweisen. Meine Untersuchungen konnte nun zeigen, dass diese Heterogenitat auf

phénotypischer Ebene auch fiir PCLO gilt.

Indizien fiir die tumorbiologische Relevanz lieferten die Ergebnisse von TumorgréRe, Tumortyp und
Differenzierungsgrad; beim systematischen Verlust von PCLO wahrend der Tumorprogression liegt
der Verdacht nahe, dass PCLO im Magenkarzinom die Rolle eines Tumorsuppressorgens ibernimmt.

Die leicht verldngerte Uberlebenszeit bei PCLO-positiven Fillen unterstiitzt diesen Verdacht.

Komplex stellt sich der Sachverhalt bei H. pylori und PCLO dar. Hier scheint PCLO bei H. pylori-
positiven Tumoren erst spater bei der Tumorprogression wichtig zu sein, bei H. pylori negativen
Tumoren moglicherweise bereits in der friihen Tumorentstehung. Weiterhin ist der Zusammenhang
mit der Tumorentitat von Bedeutung, wie der Vergleich mit der Arbeit von Zhang et. al am

Plattenepithelkarzinom des Osophagus zeigt.

Zur Korrelation von Genotyp und Phanotyp wurden neun Falle, die zuvor einer multiregionalen
Sequenzierung unterzogen worden waren (n= 48 Tumorproben), untereinander korreliert. Hier

konnte kein direkter Zusammenhang zwischen Phanotyp und Mutationsstatus gezeigt werden.

Zusammenfassend zeigt meine Studie, dass Piccolo heterogen im Magenkarzinom exprimiert wird
und eine potenzielle tumorbiologische Bedeutung hat. Es scheint vor allem eine tumorsuppressive
Wirkung zu besitzen, indem es wahrend der Tumorprogression einen zunehmenden Verlust der

Expression aufweist. Weiterfiihrende Studie sind wiinschenswert.
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