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1. Einleitung

1.1 Magenkarzinom/Definition

Die Mehrzahl der bésartigen Tumore des Magens (>90%) sind Adenokarzinome, die
sich in der Regel vom Epithel der Magenschleimhaut ableiten. Im Magen kénnen auch
andere bosartige Tumore, wie z.B. Lymphome und Sarkome, auftreten. Die Adeno-
karzinome des Magens werden nach Laurén in zwei histologische Subtypen unter-
schieden: zum einen in den intestinalen Typ, zum anderen in den diffusen Typ. Nach
der Topographie wird auf3erdem in den proximalen oder Kardia-Typ und den distalen
oder Nonkardia-Typ unterschieden. Der intestinale Typ ist mit Korpus-pradominanter
Gastritis, Magenatrophie und intestinalen Metaplasien vergesellschaftet, der diffuse Typ

hingegen tGberwiegend mit Pangastritis ohne Atrophie (Crew und Neugut 2006).

1.2 Epidemiologie

In den letzen 70 Jahren sind weltweit das Auftreten und die Mortalitdt des Magenkarzi-
noms deutlich zuriickgegangen (Parkin et al., 1985). Dessen ungeachtet war das Ma-
genkarzinom im Jahr 2000, der vierth&ufigste maligne Tumor weltweit, mit 870 000
neuen Fallen und 650 000 Toten pro Jahr (Stewart und Kleihues, 2003). Somit steht es

an zweiter Stelle der Todesfélle bei den Karzinomen nach den Lungentumoren.

1.2.1 Geographische Verteilung

Etwa 60% aller Magenkarzinome treten in Entwicklungslandern auf. Gebiete mit einer
besonders hohen Inzidenzrate sind Ostasien, die Andenregion in Sidamerika und Ost-
europa. Eine niedrige Rate haben Nordamerika, Nordeuropa, Nord- und Ostafrika und
Sudost-Asien. Japan und Korea haben die hochste Magenkarzinomrate in der Welt
(Yamamoto, 2001). In Japan ist das Magenkarzinom der verbreiteteste maligne Tumor
bei Mannern und Frauen. Migrationsstudien zeigten, dass sich das Karzinomrisiko in
zwei Generationen stark andert, wenn Populationen von Hochrisikolandern zu Niedrig-

risikolandern wechseln. Japanische Immigranten in den USA behalten zum Beispiel ihr



eigentliches Risiko fur Magenkarzinome, wahrend die folgende Generation die Inzidenz-
rate des Gastlandes zeigt (Stewart und Kleihues 2003, McMichael 1980). In den geo-
graphischen Hochrisikogebieten, wie Ostasien, Osteuropa, Zentral- und Stidamerika,
dominiert der intestinale Typ (Munoz, 1988), dagegen zeigt der diffuse Typ eine eher

uniforme weltweite Verteilung (Munoz et al., 1968).

1.2.2 Geschlechts-, ethnologische und Altersverteil  ung

Distale Magenkarzinome haben ein Verhaltnis ménnlich zu weiblich von durchschnittlich
2:1 (Parkin et al., 1997, Nomura, 1996). Die Inzidenzraten sind signifikant héher bei
Farbigen und in Gruppen mit niedrigem soziobkonomischen Status sowie in Entwick-
lungslandern (Crew und Neugut, 2006, Parkin et al., 1997). Unterschiede zeigen sich
zum Kardiakarzinom, hierbei liegt das Verhéltnis von Méannern zu Frauen bei 1:5 und
bei WeilRen doppelt so hoch, wie bei Farbigen (Parkin et al., 1997). Die Inzidenzrate ist
grol3er bei den héheren Berufsstéanden. Ein signifikanter Zusammenhang besteht zwi-
schen dem Neuauftreten von Magenkarzinomen und dem Alter von Bevolkerungs-
gruppen. Bei Unterdreil3igjahrigen ist das Magenkarzinom extrem selten, in den &lteren
Altersgruppen steigt die Inzidenz rapide und stetig an, der Gipfel wird bei beiden Ge-
schlechtern im hohen Alter erreicht (Stewart und Kleihues, 2003). Der intestinale Typ
tritt haufiger bei Frauen, Farbigen und élteren Personen auf, der diffuse Typ hat eine
gleichmaliige Geschlechterverteilung und tritt eher bei jingeren Individuen auf (Crew
und Neugut, 2006).

1.2.3 Uberlebensrate

Obwohl die Mortalitat in den meisten Gebieten der Erde ricklaufig ist, hat das Magen-
karzinom immer noch eine schlechte Prognose mit hoher Sterberate, nur Ubertroffen
vom Lungenkarzinom. Im Allgemeinen lasst sich sagen, dass Lander mit héherer Inzi-
denz auch eine hohere Uberlebensrate zeigen (Verdecchia, 2004). Unterschiede gibt es
auch in Bezug zur Lokalisation des Tumors. Karzinome im Bereich der Kardia haben im
Vergleich eine schlechtere Prognose als solche im Antrum-/Pylorusbereich (Fielding et
al., 1989). Die Mdglichkeit von Friihuntersuchungen in Hochrisikolandern liel3 die Mor-
talitdt sinken. So hat sich die Todesrate in Japan seit 1970 halbiert (IARC Unit of
Descriptive Epidemiology: WHO cancer mortality databank, 2001). Die 5-Jahres-Uber-



lebensrate variiert in den USA und Europa zwischen 10 und 20% (Ries et al., 1997,

Faivre et al., 1998, Berrino et al., 1999). Die generelle Abnahme der Inzidenz des intes-
tinalen Typs erklart den allgemeinen Riickgang der jahrlichen Zuwachsrate des Magen-
karzinoms, wohingegen das Auftreten des diffusen Typs, besonders des Siegelringtyps,

weiter zunimmt (Crew und Neugut, 2006).



1.3 Atiologie

Das Magenkarzinom ist eine multifaktoriell bedingte Erkrankung. Die epidemiologischen
Beobachtungen stiitzen die Vermutung, dass Umgebungs- und Lebensbedingungen

wichtige Faktoren fur die Entstehung des Magenkarzinoms sind.

1.3.1 Helicobacter pylori

H. pylori ist ein gram-negatives Bakterium, welches atiologisch eng mit dem Magenkar-
zinom vergesellschaftet ist. Es kolonisiert den Magen und ist wahrscheinlich die
verbreiteteste chronische bakterielle Infektion weltweit (Marshall und Warren, 1984).
Lander mit hoher Magenkarzinomrate haben eine hohe Pravalenz von H. pylori-Infek-
tionen. Dementsprechend korreliert die Zunahme der H. pylori -Infektionen in den Ent-
wicklungslandern mit dem Anstieg der Magenkarzinominzidenz (Parsonnet, 1995,
Howson et al., 1986). Einen weiteren Zusammenhang gibt es zwischen dem Auftreten
der Infektionen und der Alterszugehdrigkeit der Betroffenen. In den USA liegt die Pra-
valenz fur H. pylori-Infektionen bei unter 20% bei den Zwanzigjahrigen und bei 50% bei
den Funfzigjahrigen (Dooley et al., 1989). In Japan betragt sie ebenfalls 20% bei den
Zwanzigjahrigen, steigt aber bei den tber Vierzigjahrigen auf 80% an (Asaka et al.,
1992). Die Zunahme der Pravalenz ist grof3tenteils eher einem Geburtskohorteneffekt
als einem spéateren Zeitpunkt der Infektion zuzuschreiben. Die H. pylori-Infektion erfolgt
meistens in friher Kindheit durch orale Nahrungsaufnahme und persistiert zeitlebens
(Feldman, 2001). Die Pravalenz ist eng verbunden mit soziobkonomischen Faktoren,
wie geringem Einkommen, geringem Bildungsstandard, schlechten sanitaren Be-
dingungen und Uberbevélkerung. Der atiopathogenetische Zusammenhang zwischen
chronischer H. pylori-Infektion und der Entwicklung vom Magenkarzinom gilt als ge-
sichert (Crew und Neugut, 2006). Die International Agency for Research on Cancer
klassifizierte1994 H. pylori als Typ | Karzinogen beim Menschen (IARC Working Group
on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans, 1994). Nach Correa’s Modell der
Magenkarzinogenese fihrt die H. pylori-Infektion Gber die chronische Gastritis zu Ma-
genatrophie, intestinaler Metaplasie, Dysplasie und schliel3lich zum Magenadenokarzi-
nom (Correa, 1996). Verschiedene Fallkontroll-Studien haben den signifikanten Zu-
sammenhang zwischen H. pylori—-Seropositivitat und Magenkarzinomrisiko gezeigt. So

ist das Risiko bei Infizierten zwischen 2-16mal héher als bei H. pylori-Seronegativen
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(Sipponen et al., 1996, Hansson et al., 1993, Hu et al., 1994, Kikuchi et al., 1995,
Kokkula et al., 1996, Barreto-Zuniga et al., 1997, Miehlke et al., 1997). Prospektive Stu-
dien haben ebenfalls den Zusammenhang zwischen H. pylori—Infektionen und Magen-
karzinomrisiko dargelegt (Passonet et al., 1991, Forman et al., 1991, Nomura et al.,
1991, Nomura et al., 1995).

Die Auswirkungen von H. pylori-Infektionen auf die Tumorentwicklung variieren unter
den verschiedenen anatomischen Gegebenheiten. Der abnehmenden Inzidenz von H.
pylori-Infektionen und nichtkardialen Karzinomen in Entwicklungslandern steht die ra-
pide Zunahme von Kardiakarzinomen gegentber (Blaser, 1999). Eine Meta-Analyse
von prospektiven Kohortenstudien zeigt, dass die H. pylori-Infektion mit einem Risiko fur
nichtkardiale Magenkarzinome verbunden ist, nicht aber mit Kardiakarzinomen (Helico-
bacter and Cancer Collaborative Group, 2001). In den westlichen Landern sinkt die H.
pylori-Pravalenz, wahrend die Pravalenz der gastroosophagealen Refluxkrankheit
(GERD) und ihrer Folgen ansteigt. Verschiedene Studien zeigten, dass gerade die H.
pylori-Infektionen verbunden mit reduzierter Saurebildung und schwerer Magenatrophie
das Risiko fur GERD signifikant senken (Warburton-Timms et al., 2001, El-Serag et al.,
1999, Koike et al., 2001, Raghunath et al., 2003). Aul3erdem zeigten mehrere Studien,
dass die therapeutische Beseitigung von H. pylori mit einer Zunahme des Risikos fur
Oesophagitis und Adenokarzinomen der Magenkardia einhergeht (Laine und Sugg,
2002, Saski et al., 2003, Manes et al., 2001, McColl et al., 2000, Vakil et al., 2000). Der
protektive Effekt von H. pylori gegen Kardiakarzinome wird weiterhin kontrovers disku-

tiert.

1.3.2 Erndhrungsfaktoren

Nicht allein die Infektion mit H. pylori erhoht das Risiko fur die Entstehung eines Ma-
genkarzinoms, auch besondere und einseitige Ernahrungsgewohnheiten kénnen das
Tumorrisiko steigern. Es gilt als bewiesen, dass eine unzureichende Aufnahme von fri-
schem Obst und Gemuse, sowie ein hoher Konsum von Salz und Raucherwaren, das
Risiko erhéhen. Besonders die Aufnahme gesalzener Speisen erhéht das Risiko einer
H. pylori-Infektion und somit die Entstehungswahrscheinlichkeit eines Magenkarzinoms

(Crew und Neugut, 2006). Im Tiermodell wurde belegt, dass Lasionen der Mukosa, ver-
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ursacht durch Salzaufnahme, die Mdéglichkeit einer persistierenden H. pylori-Infektion
steigern (Fox et al., 1999).

Die weltweite Abnahme der Inzidenz des Magenkarzinoms ist zum Teil auf das Auf-
kommen der Kuhltechnik fur Lebensmittel zuriickzufiihren, da Obst und Gemiise somit
das ganze Jahr uber verfiigbar sind und Salz als Konservierungsmittel stark riicklaufig
ist (Stewart und Kleihues, 2003). Tierversuche haben gezeigt, dass Polyphenole in gru-
nem Tee einen entziindungshemmenden und tumorschitzenden Effekt haben. Dem-
nach haben Polyphenole eine Antioxidantienwirkung und inhibieren die Nitrosierung von
Nitriten aus Nahrungsmitteln. Beides wird als atiologischer Risikofaktor des Magenkarzi-
noms angesehen (Wang et al., 1989, Wang et al., 1992, Xu et al., 1992). Verschiedene
Fallkontroll-Studien zeigten ein reduziertes Tumorrisiko im Verhéltnis zum Konsum von
grinem Tee. Aber neuere prospektive Kohortenstudien fanden keinen protektiven Effekt
von grinem Tee in Bezug auf das Magenkarzinom (Tsubono et al., 2001, Hoshiyama et
al., 2002, Nagano et al., 2001).

1.3.3 Rauchen

Prospektive Studien belegen eine signifikante dosisabhangige Verbindung zwischen
Rauchen und Magenkarzinomrisiko (Koizumi et al., 2004, Gonzales et al., 2003, Chao
et al., 2002). In einer grol3en europaischen prospektiven Studie wurde beschrieben,
dass 17,6% der Magenkarzinomfalle mit Rauchen assoziiert sind (Gonzales et al.,
2003). Diese Untersuchung vergleicht aul3erdem das Magenkarzinomrisiko von Rau-
chern mit Nichtrauchern. Das Verhéltnis liegt hierbei bei 1:1,5-1,6 mit einem etwas ho-

heren Anteil bei Mannern als bei Frauen.

1.3.4 Ubergewicht

Ubergewicht ist ein Hauptrisikofaktor fiir Adenokarzinome der gastroésophagealen
Ubergangszone (Chow et al., 1998, Vaughan et al., 1995). Adipositas kann den gastro-
O0sophagealen Reflux fordern, welcher einen Barrettbsophagus nach sich ziehen kann,
einen metaplastischen Vorlaufer fir Adenokarzinome des Osophagus (Clark et al.,
1994, Ishaq und Jankowski, 2001). Eine schwedische Studie berichtet Gber das Anstei-

gen des Kardiakarzinomrisikos um das 2,3-fache bei Schwergewichtigen verglichen mit
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Normalgewichtigen (Lagergreen et al., 1999). Eine weitere prospektive amerikanische
Studie berichtet, dass ein ansteigender Body-Mass-Index signifikant mit h6heren Raten

der Magenkarzinommortalitat assoziiert ist (Calle et al., 2003).

1.3.5 Andere Faktoren

Weitere Risikofaktoren fir ein Magenkarzinom sind Bestrahlung (Thompson et al.,1958-
1987), perniziose Anamie (Hysing et al., 1993), Blutgruppe A (Aird et al., 1953), vorher-
gegangene Therapie bei benignen Tumoren (Stalnikowicz und Benbassat, 1990) und
eine Epstein-Barr-Virus-Infektion (Levine et al., 1995). Aul3erdem ist eine positive Fami-
lienvorgeschichte mit genetischen Syndromen, wie dem hereditaren nichtpolypbsen
Kolonkarzinom und dem Li-Fraumeni-Syndrom, ein signifikanter Risikofaktor (Palli et al.,
1994, Lissowska et al., 1999).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass sich Kardia- und Nichtkardiakarzinome epidemio-
logisch und atiologisch voneinander unterscheiden. Eine H. pylori-Infektion und Er-
nahrungseinfliisse sind die wichtigsten Risikofaktoren fir die Entstehung des distalen
Magenkarzinoms. GERD und Ubergewicht stehen im Vordergrund bei der Entstehung

des proximalen Magenkarzinoms.
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1.4 Pathologie

1.4.1 Histologische Klassifikation der Magentumore nach WHO.

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) unterteilt die epithelialen Tumore des Magens

in verschiedene Typen, die in Tabelle 1 aufgelistet sind.

Tabelle 1: Histologische WHO-Klassifizierung der Magentumore

Intraepitheliale Neoplasien-Adenome ellzieily
Karzinome
Adenokarzmor.ne 8140/3
|n.test|naler Typ 8144/3
N Diffuser Typ- 8145/3
Paplllffres Adenokar2|.nom 8260/3
Tubl.JIé.res AdenokarzTom 8211/3
Ivl.uzmo.ses Adeno.karzmom 8480/3
Slegelrlngzelllfarzmom | 8490/3
Adenos.fquamoses Kz.arzmom 8560/3
ngamoses ?ellkarzmom 8070/3
Klelr.lzellkar.zmom - 8041/3
Undifferenziertes Karzinom 8020/3
Karzinoid (gutdifferenzierte endokrine Neoplasie) 8240/3
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1.4.2 Histologische Klassifikation der Magenkarzino me nach Laurén

Eine weitere, allgemein gebrauchliche Klassifikation der Magenadenokarzinome wurde
1965 von Laurén erarbeitet und ist in Tabelle 2 zusammengefasst (Laurén, 1965).

Tabelle 2: Histologische Klassifizierung der Magenkarzinome nach Laurén

Typus Histologie Atiologie/Pradisposition Prognose

Intestinaler Typ Abgrenzbare Tumor- Umwelt- u. Ernahrungs- Gunstiger, seltener
masse mit Driisenstruk- faktoren (Nitrate, Nitros- Lymphknotenmetastasen,
tur, expansive Ausbrei- amine, Benzypyrene), héhere Kurabilitat
tung im geschlossenen Enzympolymorphismus
Zellverband (Hydroxylierer-, Acetylie-

rer-Phéanotyp)

Diffuser Typ Diffus infiltrativ wachsend = Genetische Faktoren Ungunstig, Gastrektomie
ohne Drisenstruktur, (Blutgruppe A, Gyné- erforderlich, héufig aus-
ausgedehnte in Zell- kotropie), jungeres Le- gedehnte Lymphknoten-
nestern verstreute Tu- bensalter metastasen
morausbreitung

1.4.3 TNM-Klassifikation der Magentumore

Tabelle 3 gibt die TNM-Klassifikation der International Union Against Cancer (UICC)
von 2002, 6. Auflage, wieder. Diese dient der Beschreibung der Tumorausdehnung und
unterscheidet die lokale Tumorausbreitung (T-Kategorie), die lymphogene Metastasie-
rung (N-Kategorie) und die Fernmetastasen (M-Kategorie). Als regionére Lymphkno-
tenmetastasen werden die perigastrischen Lymphknoten entlang der kleinen und gro-
Ben Kurvatur, der A. gastrica sinistra, A. hepatica communis, A. coeliaca, der A. lienalis
und die hepatoduodenalen Lymphknoten bezeichnet. Befallene retropankreatische, me-
senteriale oder paraaortale Lymphknoten, gelten als Fernmetastasen.
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Tabelle 3: TNM: Klinische Klassifikation nach UICC 2002, 6. Auflage

X

TO
Tis

T1
T2
T2a
T2b
T3
T4

NX
NO
N1
N2
N3

MX

MO
M1

Primartumor

Die Minimalerfordernisse zur Bestimmung des Sitzes oder Ausbreitungsgrades des
Primartumors liegen nicht vor
keine Evidenz fur Primartumor

Carcinoma in situ: intraepithelialer Tumor ohne Invasion in Lamina propria

Tumor infiltriert Lamina propria oder Submucosa

Tumor infiltriert Muscularis propria oder Subserosa

Invasion der Muscularis propria

Invasion der Subserosa

Tumor erreicht die Serosa ohne umgebende Strukturen zu infiltrieren

Tumor infiltriert umgebende Strukturen

Regionale Lymphknoten

Die Minimalerfordernisse zur Beurteilung der regionalen Lymphknoten liegen nicht vor
keine Evidenz fur Befall regionaler Lymphknoten

Metastasen in 1 bis 6 regionalen Lymphknoten

Metastasen in 7 bis 15 regionalen Lymphknoten

Metastasen in mehr als 15 regionalen Lymphknoten

Fernmetastasen

Die Minimalerfordernisse zur Beurteilung des Vorhandenseins von Fernmetastasen
liegen nicht vor

keine Evidenz fur Fernmetastasen

Evidenz fir Fernmetastasen
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Stadieneinteilung des Magenkarzinoms

Aus der TNM-Klassifikation leitet sich die Stadieneinteilung des Magenkarzinoms der
UICC von 2002 ab. Diese ist in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: UICC Stadieneinteilung 2002, 6. Auflage

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium IA T1 NO MO
Stadium 1B T1 N1 MO
T2a,b NO MO
Stadium Il T1 N2 MO
T2a,b N1 MO
T3 NO MO
Stadium IIIA T2a,b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
Stadium 11IB T3 N2 MO
Stadium IV T4 N1, N2, N3 MO
T1, T2, T3 N3 MO
jedes T jedes N M1
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1.4.4 Prognose

Der wichtigste prognostische Faktor ist das Tumorstadium zum Zeitpunkt der Operation.
Im westeuropaischen Raum betragen die 5-Jahres-Uberlebensraten ca. 65% im Sta-
dium I, 22% im Stadium Il und 5% im Stadium IlI. Im Stadium IV ist eine 5-Jahres-
Uberlebenszeit nicht zu erwarten. Eine besondere Relevanz erhalten diese Daten,
wenn man die Inzidenz der einzelnen Tumorstadien bertcksichtigt, diese liegt bei Frih-
karzinomen nur bei ca. 10% und betragt etwa 70% im Stadium Il und IV (Roukos,
2000).
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1.5 Die Angiotensin-Rezeptoren

Angiotensin Il (Ang Il), ein Octapeptid-Hormon, ist die aktive Komponente des Renin-
Angiotensin-Systems (RAS). Es wird systemisch durch das renale RAS und im Gewebe
durch das lokale Angiotensin-System (LAS) bereitgestellt. Angiotensin wurde 1940
erstmals von zwei unabhéngigen Arbeitsgruppen, Braun-Menendez und Page und
Helmer beschrieben. In Argentinien nannte man es ,Hypertensin® (Braun-Menendez et
al. 1940) und in Amerika ,Angiotonin” (Page und Helmer 1940). Page und Braun-Me-
néndez beschrieben das hoch potente Pressor-Octapeptid 1958 als Angiotensin. Nach
dieser bedeutenden Entdeckung wurden die anderen Strukturen des Systems, wie An-
giotensinogen, Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) und die Angiotensine I, Il und IlI
charakterisiert. Das Angiotensin-System beeinflusst die Blutdruckregulation, das Plas-
mavolumen und potenziert das sympathische Nervensystem. Ang Il ist auRerdem an
diversen Wachstumsvorgéangen, wie Proliferation, Differenzierung, Regeneration und
Apoptose beteiligt.

Die vielen verschiedenen Wirkungen von Ang Il erfolgen tber hoch spezifische und
komplexe intrazellulare Signalkaskaden, welche durch die Bindung des Peptidhormons
an Rezeptoren der Zelloberflache angeregt werden. Der Grof3teil der Wirkungen wird
durch zwei Subtypen des G-Protein-gekoppelten Angiotensin-Rezeptors vermittelt: den
Angiotensin II-Rezeptor Typ 1 (AT1R) und den Angiotensin II-Rezeptor Typ 2 (AT2R).

1.5.1 Struktur der Ang Il Rezeptoren

Der AT1R und der AT2R gehéren zur Superfamilie der heptahelikalen G-Protein-ge-
koppelten Rezeptoren. Diese bestehen aus Helixstrukturen, die sieben Mal die Zell-
membran durchkreuzen. Die sieben Untereinheiten sind durch drei intrazellulare und
drei extrazellulare Schileifen miteinander verbunden. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
verfliigen Uber eine extrazellulare oder transmembranare Bindungsdomane fur einen
Liganden. Das G-Protein bindet an der intrazellularen Doméne. Die sieben die Mem-
bran durchbrechenden helikalen Domanen verankern hauptsachlich den Rezeptor in
der Zellmembran, aul3erdem besteht an den Transmembrandomanen 1lI-VI die MAg-
lichkeit, einen Liganden zu binden. Charakteristisch fur die Transmembrandomaéanen ist

die typische Aminosauresequenz. Die extrazellulare Domane besitzt an ihnrem N-termi-
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nalen Ende die primare Ligandenbindungsstelle und auf der intrazellularen Seite befin-
det sich die Bindungsstelle fur G-Proteine und andere Signalmolekiile (De Gasparo et
al., 2000).

1.5.2 Angiotensin II-Rezeptor Typ 1

1.5.2.1 Regulation und Signalmechanismen

Das menschliche AT1R-Gen ist auf der Bande q22 des Chromosomen 3 lokalisiert. Der
menschliche AT1R besteht aus 359 Aminosauren und ist zu 95% identisch mit dem
Ratten- und Rinder-AT1R (Curnow et al., 1992). Die AT1R-Expression wird dynamisch
durch verschiedene zellulare und molekulare Mechanismen reguliert, welche noch nicht
vOllig verstanden werden. Die Regulation erfolgt wahrscheinlich sowohl auf transkriptio-
neller als auch auf translationeller Ebene (Kaschina und Unger, 2003).

Ang Il sorgt selber fur eine Herabregulation von AT1R in verschiedenen Zelltypen, wie
in glatten Gefaldmuskelzellen (Ichiki et al., 2001) und Mesangialzellen (Makita et al.,
1992). Die Regulation von AT1R steht in Zusammenhang mit verschiedenen anderen
Beeinflussungen durch Gluco- und Mineralokortikoide (Della Bruna et al., 1995), Insulin
(Nickenig et al., 1998), Insulin-&hnlichem Wachstumsfaktor (IGF) (Wyse und Sernia,
1997), Stickstoffmonoxid (NO) (Ichiki et al., 1998) und dem Epidermalen Wachstums-
faktor (EGF) (Guo und Inagami, 1884). Zum Beispiel wird AT1R in glatten Gefalimus-
kelzellen durch Ostrogen und all-trans retinoic acid herunter und durch Progesteron
hoch reguliert (Kaschina und Unger, 2003). Die Regulation des AT1R variiert ebenfalls
unter verschiedenen pathophysiologischen Einflissen, wie renovaskularen Bluthoch-
druck, Myokardinfarkt, ventrikularer Hypertrophie und beidseitiger Nephrektomie (De
Gasparo et al., 2000). Diese kurze Aufzahlung zeigt die mdgliche Beteiligung des
Angiotenin II-Systems bei der Pathogenese verschiedener Erkrankungen, eine genaue-
re Betrachtung der Beeinflussung von Tumorwachstum und Entwicklung folgt in Kapitel
1.6.

Der Vorlaufer des Angiotensins ist das Angiotensinogen, welches auch im Gehirn pro-
duziert wird. Renin, eine Aspartyl-Protease, greift am N-Terminus des Angiotensi-
nogens an und synthetisiert daraus das Angiotensin | (Ang I). Durch das ACE, wird aus
Ang | das Ang Il gebildet. Zudem kann tber das ACE Angiotensin(1-7) (Ang(1-7)) her-
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gestellt werden. Ang Il bindet vor allem an die extrazellulare Region des AT1R mit Be-
teiligung von Aminosauren, Zystein-Resten und polaren Gruppen des N-terminalen En-
des und der ersten und dritten Schleife. Auch die transmembranaren Helixstrukturen
sind an der Ang II-Bindung beteiligt, Bindungsstellen sind hierbei Aminoséauren von He-
lix 11I-V1l. Die Anlagerung des Liganden aktiviert den Rezeptor und dieser andert seine
dreidimensionale Struktur. Durch die Konformationsanderung kann der Rezeptor als
Guanosintriphosphat (GTP)-Austauschfaktor fur ein gebundenes G-Protein fungieren.
Der Austausch von Guanosindiphosphat (GDP) gegen GTP destabilisiert das G-Protein,
worauf dieses in seine aktiven Bestandteile dissoziiert. Diese Untereinheiten kdnnen die
Phospholipase C (PLC) aktivieren, welche zur Hydrolyse von Phosphatidylinositol, zur
Bildung von Inosittriphosphat (IP3) und zur Diacylglycerol (DAG)-Anreicherung fuhrt. IP3
offnet die intrazellularen Calziumspeicher mit der Folge einer Kontraktion der glatten
Gefallmuskelzellen und der Sekretion von Aldosteron im Nebennierencortex (Kaschina
und Unger, 2003). Die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) durch DAG fuhrt zur
Phosphorylierung von Schlisselproteinen, die bei Wachstumsvorgangen und Gefaf3-
kontraktion beteiligt sind. Im Detail aktiviert PKC Mitogen-aktivierte Proteinkinasen
(MAP-Kinase). Deren wichtigste Vertreter sind die extracellular signal-regulated kinase
1/2 (ERK 1/2). Die ERK 1/2 Signalkaskaden fiihren zu einer Vielzahl von Wirkungen im
Zellkern und Zytoplasma, wie die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, die Aktivie-
rung von Kinasen im Kern und somit die Stimulation der Transkription. Im Zytoplasma
werden weitere Kinasen phosphoryliert, in der Folge werden ebenfalls Transkriptions-
faktoren aktiviert, das Chromatin-Remodelling beeinflusst und die Proteinsynthese ge-
steigert, der Zellzyklus reguliert und die Apoptose gehemmt. Aul3erdem kann der AT1R
durch Aktivierung der JAK-STAT Signalkette (Janus cytosolic protein kinase-signal
transducers and activators of transcription), Informationen von der Zelloberflache an
das Zytoplasma und den Zellkern weitergeben. Diese bewirkt vor allem die Stimulierung
von early growth response-Genen durch Ang Il, die Zunahme von Genexpression und
Produktion von Wachstumsfaktoren (PDGF, EGF, TGF-B, IGF-1, bFGF, PAF), Va-
sokonstriktorsubstanzen (ET-1), Adhasionsmolekilen (ICAM-1, VCAM-1, E-Selectin),
Integrinen und Tumornekrosefaktor-a. Auf diesem Weg kontrolliert Ang Il Zellwachstum,
Adhé&sion und Migration, Gefald und kardiales Wachstum, Remodelling und Reparatur-

prozesse bei Arteriosklerose. Ang Il stimuliert Phospholipase Az (PLA2)-Aktivitét, welche
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die Freisetzung von Arachidonsaure aus Zellmembranphospholipiden erméglicht. Ara-
chidonsaure ist bei vielen Regulierungsprozessen von Gefal3- und renalen Mechanis-
men beteiligt, wie Blutdruck und Zellwachstum. Auf3erdem kann AT1R die Produktion
von Sauerstoffradikalen (ROS) in verschiedenen Zelltypen anregen, diese beeinflussen
die Vasopressoraktivitat, Hypertrophie von glatten Muskelzellen, die Induktion von IGF-
1-Rezeptor, Interleukin (IL)-6-Produktion und endotheliale VCAM-1-Stimulation, bedeu-
tend bei Zell-Zell-Interaktion und Arteriosklerose (De Gasparo et al., 2000, Kaschina
und Unger, 2003).

1.5.2.2 Vorkommen und Physiologie

Der Mensch besitzt einen AT1R ohne Isoformen. In den Gefalzen kommen eine hohe
Rezeptordichte in den glatten Muskelzellen und eine geringe in der Adventitia vor. In
der Niere gibt es starke Rezeptorsignale in den Interlobulararterien und in der tubulo-
interstitiellen fibrésen Region um die Interlobulararterien und Glomeruli, weniger in den
Glomeruli und den kortikalen Tubuli selbst. AT1R wurde ebenfalls im Endometrium, der
Lunge und in der Zona glomerulosa der Nebenniere beschrieben. Im Gehirn wurden
AT1R und ACE-Rezeptoren in der Substantia nigra, im Nucleus caudatus und dem Pu-
tamen nachgewiesen (De Gasparo et al., 2000). Ang Il sorgt via AT1R fur eine Konstrik-
tion prakapillarer Arteriolen und in geringerem Ausmalf postkapillarer Venolen. Die Va-
sokonstriktion ist am starksten in den Nieren und am schwéchsten in den Gefal3en des
Gehirns, der Lunge und der Skelettmuskulatur. Diese Aktion erfolgt sowohl durch zirku-
lierendes Ang Il, als auch durch lokal im Gewebe produziertes Ang Il (Laragh, 1987).
Die Expression von AT1R im Hypothalamus und Hirnstamm beeinflusst viele periphere
physiologische Parameter, wie Blutdruck, Natriumaufnahme, Natriurese und Vasopres-
sinfreisetzung (Culmann et al., 2001). Ang Il agiert tber AT1R bei einem Grol3teil der
Nierenfunktionen: Steuerung der glomeruléren Filtration, Erleichterung der Natriumrick-
resorption im proximalen Tubulus, Regulation von Zellwachstum und Differenzierung in
der Niere (Chung und Unger, 1998). AT1R stimuliert die Sekretion von Aldosteron aus
der Nebennierenrinde, dies erhéht wieder die Natriumrickresorption, vermehrt die Kali-
umausscheidung und erhéht das extrazellulare Flussigkeitsvolumen. Die Wirkungen,
welche am Herzen Uber AT1R gesteuert werden, umfassen positive Inotropie, Zell-
wachstum im linken Ventrikel und ein erhdhtes Risiko fur ventrikulare Arrhythmien. Wei-
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terhin gibt es Verbindungen zwischen einer erh6hten Thromboseneigung und dem An-
giotensin 1I- System. Uber AT1R werden die Produktion von Plasminogenaktivator-
Inhibitor-1 (PAI-1) stimuliert, Plattchen sensibilisiert, sowie Sauerstoffradikale produ-
ziert, welche freies NO beseitigen und die Expression von Gewebefaktoren induzieren.
Ang Il ist auch bei den pathologischen Vorgangen der Arteriosklerose beteiligt. Ang Il
fordert die Rekrutierung von Makrophagen in der GefalRwand, die Oxidation von Lipo-
proteinen geringer Dichte (LDL) und den Abbau von NO. Ein Fehlen von NO hat viele
Auswirkungen auf die Gefal3physiologie, NO hat einen ausgepragten gefal3protektiven
Charakter, welcher die Entwicklung von Arteriosklerose bremst (Kaschina und Unger,
2003).
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Abbildung 1: AT1R-vermittelte Signalwege und Effekt

pholipase A2; JAK, Janus cytosolic protein kinase; STAT, signal transducers and activators of transcription; ERK, extracellular

€. Abkiirzungen: IP3, Inosittriphosphat; PLA2, Phos-

signal-regulated kinase; PKC, Proteinkinase C; NADPH -Oxidase, Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphatoxidase; ROS, Sauer-

stoffradikale; LOX-1, Lipoproteinrezeptor 1; PAI-1, Plasminogenaktivator-Inhibitor-1 (nach Kaschina und Unger, 2003)

1.5.3 Angiotensin II-Rezeptor Typ 2

Der Grol3teil der biologischen Wirkungen von Ang Il wird durch AT1R gesteuert. Unser

Wissen Uber die funktionelle Rolle des AT2R hat in den letzten zehn Jahren stark zuge-

nommen, dies umfasst vor allem die Modulation komplexer biologischer Programme,

wie Embryonalentwicklung, Zelldifferenzierung, Gewebereparatur und Apoptosis.
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1.5.3.1 Regulation und Signalmechanismen

Beim Menschen liegt das AT2R-Gen auf Chromosomen 10 bei q23-g24. Der AT2R
besteht aus 363 Aminosauren und stimmt nur zu 24-33% mit der Aminosauresequenz
des AT1Rs Uberein. Die Homologie besteht hauptsachlich in den hydrophoben trans-
membranaren Domanen (Nakajima et al., 1993). Der AT2R wird in grol3er Zahl im Fotus
exprimiert, nach der Geburt fallt die Expression in den meisten Geweben steil ab. Die
Genexpression des AT2Rs wird von vielen Faktoren reguliert. In vitro-Experimente zeig-
ten, dass eine Herabregulation in verschiedenen Geweben durch Ang Il, Norepinephrin
(Kijima et al., 1996), Wachstumsfaktoren (EGF, nerve growth factor, platelet-derived
growth factor) und Glucokortikoide (Matsubara und Inada 1998) erreicht wird. Die
AT2R-Stimulation erfolgt durch Insulin, IGF, interferon regulatory factor-1 und 2 und IL
15 (Unger, 1999). In vivo-Studien haben gezeigt, dass Ostrogen fiir einen Anstieg von
AT2R im Myometrium sorgt (Mancania et al., 1996), wahrend Aldosteron zu einer Ab-
nahme der Expression im Nebennierenmark fuhrt (Wang et al., 1998). Die Sinaltrans-
duktionsmechanismen von AT2R sind sehr verschieden und unterscheiden sich stark
von denen des AT1R, nur einige werden derzeit vollstandig verstanden. Eine wichtige
Rolle in AT2R vermittelten Effekten spielen Protein-Phosphatasen. Ein stimulierter
AT2R aktiviert eine Protein-Phosphotyrosin-Phosphatase (PTPase), welche ausschlag-
gebende Bedeutung bei der Verhinderung von unerwiinschtem Wachstum in normalem
Gewebe hat. Entscheidenden Einfluss hat AT2R auf MAP-Kinasen-Signal-kaskaden.
Als Folge externer Einflisse auf eine Zelle z. B. durch Hormone, Wachstumsfaktoren
oder Stress werden diese Signalketten aktiviert und starten eine tGberlappende Re-
gulation von Transkriptionsfaktoren. AT2R hat vor allem hemmenden Einfluss, so akti-
viert AT2R MAP-Kinase-Phosphatase 1 (MKP-1), die eine Gegenregulation der Wachs-
tumsfaktor-vermittelten Zellproliferation bewirkt. Ebenfalls inaktiviert AT2R ERK1 und
ERK2. AT2R aktiviert neben MKP-1 auch die Protein-Phosphatase 2A (PP2A) und die
SH2-domain containing phosphatase 1 (SHP-1), welche unter anderem Molekile de-
phosphorylieren, die vom AT1R stimulierte Kinasen phosphorylieren. Auf dieser Ebene
erfolgt also eine Ruckwartshemmung der Effekte vom AT1R (Kaschina und Unger,
2003). Ein weiterer, wichtiger Signaltransduktionsweg scheint die AT2R gekoppelte
Induzierung des Kinin/NO/cGMP Systems zu sein. Uber eine mogliche Aktivierung von
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Bradykinin-Rezeptoren kommt es zu vermehrter Bildung von NO und zyklischem Gua-
nosinmonophosphat (cGMP). Das cGMP vermittelt als second messenger viele der bio-
logischen Aktionen von NO wie Vasodilatation, Natriurese und Wachstumshemmung
und Differenzierung durch Aktivierung von cGMP abhangigen Proteinkinasen.
(Kaschina und Unger, 2003). Der AT2R ist ebenfalls bei den Vorgédngen der Apoptose
beteiligt. Bei der AT2R-induzierten Apoptose werden vermehrt Ceramide gebildet. Die
Ceramide induzieren den Zelltod durch die Aktivierung von Stresskinasen oder Caspa-
sen, wie Caspase 3. In Zellen neuronaler oder vaskularer Herkunft aktiviert AT2R ein
zincfinger homoeo-domain enhancer binding protein gene (Zfhep) (De Gasparo et al.,
2000). Dieses Gen kodiert Transkriptionsfaktoren, welche Vorgange der Zelldifferenzie-
rung regulieren. Unter experimentellen Bedingungen konnten die antiproliferativen und

differenzierenden Effekte von AT2R beschrieben werden (Kaschina und Unger, 2003).

1.5.3.2 Vorkommen und Physiologie

Der AT2R ist im fotalen Gewebe weit verbreitet, nach der Geburt nimmt die Expression
stark ab, auf3er in einigen Organen, wie in Gehirn, Nebenniere, Niere, Myometrium und
Ovar. Obwohl von den Angiotensin II-Rezeptoren der AT1R im erwachsenen Organis-
mus unter physiologischen Bedingungen eine gréf3ere Rolle zu spielen scheint, wird
unter pathologischen Bedingungen vermehrt AT2R gebildet, vor allem bei Gefaliverlet-
zungen, Myokardinfarkt, Nierenversagen, Gehirnischamie und bei Durchtrennung des
Ischias oder des Nervus opticus. Auf zellularer Ebene ist AT2R am programmierten
Zelltod beteiligt (Kaschina und Unger, 2003). Eine in vivo-Studie zeigt eine AT2R-
vermittelte Gefal3rtiickbildung durch Apoptose von glatten Muskelzellen (Tea et al.,
2000). Auch in Zellkulturen von Mausembryofibroblasten, humanen Endothelzellen und
humanen fétalen Nebennierenzellen konnte das Zellsterben AT2R-vermittelt induziert
werden (Kaschina und Unger, 2003). Wéahrend der AT1R Zellproliferation stimuliert, un-
terdriickt der AT2R Zellwachstum und fordert die Zelldifferenzierung. Der antiproliferati-
ve Effekt des AT2R wurde erstmals von Stoll und Koautoren in koronaren Endothelzel-
len in vitro beobachtet (Stoll et al., 1995). Mehrere Studien zeigten bei verschiedenen
Zelltypen die antiproliferativen Effekte von AT2R (Munzenmaier und Greene, 1996, La-
flamme et al., 1996). Untersuchungen an Tiermodellen berichten, dass es nach einer
Stimulation von AT2R in Endothelzellen, glatten GefaBmuskelzellen und Fibroblasten
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zu einer Proliferationshemmung und einer Reduktion von extrazellularen Matrixprote-
inen wie Fibronektin und Kollagen | kommt. Die genauen Mechanismen sind hierbei
unklar. Ein weiterer AT2R-geforderter Effekt ist die Differenzierung von Zellen. Dies
wurde von Zellen neuronalen Ursprungs wie PC12W und von glatten Gefaldmuskelzel-
len berichtet (Kaschina und Unger, 2003). Die starke Expression von AT2R in der Emb-
ryogenese verweist auf eine bedeutende Beteiligung des Rezeptors an Regulation von
Proliferation und Zelldifferenzierung. Die Expression erreicht inren Hohepunkt in der
Spatphase der Embryogenese, somit konnte AT2R eine besondere Rolle bei der Ent-
wicklung des Gefalisystems spielen. Trotz der hohen Expressionsrate wahrend der
Embryonalentwicklung zeigen AT2R-knockout-Mause keinen auffalligen Phanotyp,
sondern nur ein leicht verringertes Durstempfinden und einen leicht erhéhten Blutdruck.
Nach einer Ang ll-Infusion erfolgt bei Abwesenheit von AT2R ein verstarkter Blutdruck-
anstieg (Hein et al.,1995). AT2R scheint regulierend auf das Blutdrucksystem zu wirken.
Pathologische Bedingungen, die mit einem Gewebedefekt einhergehen, wie z.B. Myo-
kardinfarkt, Hirninfarkt, Nervenlasionen oder Verletzungen der Haut, fihren zu einer
verstarkten Expression des AT2R. In bestimmten Geweben ist AT2R nur unter diesen
pathologischen Gegebenheiten nachweisbar (De Gasparo et al., 2000).
Zusammenfassend ist festzustellen, dass AT2R an verschiedenen physiologischen und
pathologischen Vorgangen beteiligt ist. Der AT2R scheint vor einer Uberstimulation
durch den AT1R zu schitzen. Eine negative Beeinflussung zwischen AT1R und AT2R
konnte es auf funktioneller Ebene und Uber intrazellulare Signalwege geben (Kaschina
und Unger, 2003).
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Abbildung 2: AT2R-vermittelte Signalwege und Effekt  e. Abkirzungen: ERK, extracellular signal - regula-

ted kinase; PKC, Proteinkinase C; NO, Stickstoffmonooxid; cGMP, zyklisches Guanosinmonophosphat (nach Kaschina und Unger,
2003)

1.5.4 Mas-Rezeptor

Das Mas-Rezeptor-Gen befindet sich auf Chromosomen 6 in q25.3-926. Das Mas-Re-
zeptor-Gen kodiert Zelloberflachenproteine mit 7 transmembranaren Doméanen und ei-
ner generellen Ahnlichkeit zur Familie der G-Proteinrezeptoren, in der Literatur werden
diese Proteine als Mas- oder als Angiotensin(1-7)-Rezeptoren bezeichnet (Ambroz et
al., 1991).
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Angiotensin-Converting-Enzym 2 (ACE 2), ein Homolog zu ACE, bildet Ang(1-7), wel-
ches als Ligand fir den Mas-Rezeptor fungiert. Somit gehort der Mas-Rezeptor im en-
geren Sinne nicht zu den Ang llI-Rezeptoren, sondern bildet eine parallele Achse zu den
Signalketten von ACE und Ang Il (Santos und Ferreira, 2007). In dieser Arbeit wurde
der Mas-Rezeptor berlcksichtigt, da er wichtige regulierende Funktionen im komplexen
LAS tUbernimmt. Unser Wissen uber Struktur, Regulation und Signalwege des Mas-
Rezeptors ist noch begrenzt, weshalb des weiteren versucht wird, einen knappen Uber-

blick Gber den aktuellen Wissenstand zu gegeben.

1.5.4.1 Signalmechanismen

Beim Mas-Rezeptor ist der endogene Ligand nicht bekannt, er gehort somit zur Gruppe
der Orphan-G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Viele Details der Signalketten des Mas-
Rezeptors sind somit noch ungeklart. In Zellkulturen wurde die Freigabe von Arachi-
donsauren durch Mas-Rezeptor-transfizierte Zellen beobachtet (Santos et al., 2003).
Ang(1-7) stimuliert in diesen Zellen ebenfalls die Phosphorylierung der endothelialen
NO-Synthase (eNOS), die zur Freisetzung von NO fiuhrt. Ein wichtiger Mas-Rezeptor
vermittelter Effekt von Ang(1-7) ist die Hemmung der Phosphorylierung von MAP-Kina-
sen. So wurde in Ratten-Kardiomyocyten die Inhibition von ERK 1/2 beobachtet
(Tallant et al., 2005). Weiterhin schwacht Ang(1-7) signifikant die Ang llI-induzierte Bil-
dung von ROS ab (Santos und Ferreira, 2007).
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Abbildung 3: Mas-Rezeptor vermittelte Signalwege un  d Effekte. Abkirzungen: Ang I, Angiotensin I;

Ang Il, Angiotensin I, ACE 2, Angiotensin-Converting-Enzym 2; Ang(1-7), Angiotensin(1-7); MasR, Mas-Rezeptor; MAP-Kinase,
Mitogen-aktivierte Proteinkinase; ERK, extracellular signal - regulated kinase; eNOS, endotheliale NO-Synthase; NO, Stickstoffmo-
nooxid (nach Santos und Ferreira, 2007)

1.5.4.2 Vorkommen und Physiologie

Der Mas-Rezeptor wurde vor allem im Herz, den Blutgefal3en und in der Niere be-
schrieben. Eine der wichtigsten Aufgaben des Mas-Rezeptors betrifft die Herzfunktion.
Inzwischen ist klar, dass diese im Angiotensin-System tber zwei gegenlaufige Wege
gesteuert wird: die ACE-Ang II-AT1R/AT2R-Achse und die ACE2-Ang(1-7)-Mas-Re-
zeptor-Achse. Da eine chronische Zunahme von Ang 1l viele beeintrachtigende Effekte
auf die Herzfunktion haben kann, erfillen Ang(1-7) und der Mas-Rezeptor eine kardio-
protektive Rolle. Der stimulierte AT1R fuhrt zu Herzumbauvorgangen, welche mit Hy-
pertrophie, nachlassender Herzleistung und ansteigendem Infarktrisiko vergesell-

schaftet sind. Dagegen reduziert oder verhindert der aktivierte Mas-Rezeptor struktu-
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relle Verdnderungen am Herzen durch Herabsetzen von Hypertrophie und Fibrose
(Santos und Ferreira, 2007).

Ang(1-7) kann in der Gefallwand aus Ang | oder Ang Il gebildet werden. Im menschli-
chen Endothel sind ACE-abhangige und ACE-unabhéangige Signalketten beschrieben
worden. Die grol3te Rolle scheint die Bereitstellung tber ACE 2 zu spielen. Nach an-
schlieRender Aktivierung des Mas-Rezeptors im Endothel, wird die Produktion von NO,
Prostaglandinen und endothelium derived relaxing factor (EDRF) stimuliert, welche eine
Gefalidilatation herbeifiihren. Die Wirkungen des Mas-Rezeptors in der Gefaliwand
sind nicht auf das Endothel beschrankt, so gibt es antiproliferative Effekte im fibrovas-
kularen Gewebe, in den glatten Gefal3muskelzellen und bei Stent-induzierter Neointi-
maproliferation. Weiterhin inhibiert Ang(1-7) Gefallwachstum durch Steigerung von
Prostaglandin-vermittelten Zellaktivitaten, welche Freisetzung von cAMP und Reduktion
von ERK 1/2-Aktivitdten beinhalten (Santos und Ferreira, 2007).

Die Niere ist ebenfalls ein Hauptziel fur Aktivitaten von Ang(1-7) und Mas-Rezeptor.
Ang(1-7) erreicht in der Niere eine vergleichbare Konzentration mit Ang Il und fihrt zu
komplexen renalen Effekten. In Tierversuchen wurde die Férderung von Antidiurese
durch Ang(1-7) beobachtet (Magaldi et al., 2003, Pinheiro et al., 2004). Mas-Rezeptor-
MRNA wurde in proximalen Tubuluszellen gefunden, in welchen durch Ang(1-7) die
Ang Il induzierte Phosphorylierung von MAP-Kinase inhibiert wird. Dies kénnte ein Hin-
weis auf mogliche renalprotektive Effekte von Ang(1-7) und Mas-Rezeptor sein (Santos
und Ferreira, 2007).
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1.6 Das Angiotensin II-System und Tumorentwicklung

Neben den klassischen Rollen von Ang Il als ein Hauptregulator von Blutdruck und
kardiovaskularer Homdoostase, beeinflusst Ang Il Zellproliferation und Migration, wichti-
ge Vorgénge bei Tumorwachstum und Metastasierung. Verschiedene experimentelle
Modelle zur Angiogenese liefern Hinweise, dass Ang Il ebenfalls an der Tumorentwick-

lung beteiligt ist.

1.6.1 Pathophysiologie

1.6.1.1 Expression

Neuere Studien berichten von der lokalen Expression verschiedener Komponenten des
RAS in verschieden Tumorzellen und Geweben, wie Hirntumor, Lungen- und Pankreas-
krebs sowie in Brust-, Prostata-, Haut- und Zervixkarzinomen (Deshayes und Nahmias,
2005). Alle Komponenten des RAS sind im humanen Glioblastom vorhanden (Juillerat-
Jeanneret et al., 2004). ACE wird hauptsachlich in Tumorblutgefal3en exprimiert
(Juillerat-Jeanneret et al., 2004), AT1R ist Uberexprimiert in Brusthyperplasien und im
duktalen carcinoma in situ (DCIS) und fehlt in invasiven Mammakarzinomen (De Peape
et al., 2001). AT2R-Proteine und mRNA werden in nichtneoplastischen Brustgewebs-
zelllinien nur schwach nachgewiesen, nehmen aber in Hyperplasie, DCIS und invasi-
vem Brustkrebs zu (De Peape et al., 2002). AT1R ist ebenfalls im Plattenepithelkarzi-
nom der Haut abhéngig vom Differenzierungsgrad Gberexprimiert. In menschlichen Zer-
vikal- und Ovarialkarzinomen korreliert die AT1R- Uberexpression mit der Tumorinvasi-
on. Eine ansteigende AT1R-mRNA-Expression wurde im Prostatakarzinom im Vergleich
zu normalen Prostatagewebe gefunden. Im Gegensatz dazu wurde immunhistoche-
misch in der Prostatahyperplasie eine Herabregulierung von AT1R und ein Anstieg von
ACE und Ang Il beschrieben (Deshayes und Nahmias, 2005).

ACE ist auch in der Lage, das vasoaktive Peptid Bradykinin abzubauen, welches an-
dere Peptidasen zu Auf- und Abbau von Ang Il stimulieren kann. Mastzell-Chymase
generiert ACE-unabhangig lokal Ang Il. Ang(1-7) inhibiert die Proliferation von Lungen-
krebszellen ohne die Beteiligung von AT1R und AT2R. Aminopeptidase A und adipo-
cyte-derived leucine aminopeptidase (A-LAP) spalten Ang Il auf und werden in Endo-

metriumkarzinomen zusammen mit Ang Il und AT1R exprimiert. Eine Uberexpression
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dieser Peptidasen in Uteruskarzinomen fuhrt zu reduziertem Tumorwachstum und An-
giogenese sowie zu niedriger vascular endothelial growth factor (VEGF)—Konzentration.
Diese verschiedenen Beobachtungen zeigen den Einfluss von lokal exprimierten Be-
standteilen des Ang II-Systems auf Tumorwachstum und Entwicklung (Deshayes und
Nahmias, 2005).

1.6.1.2 ACE

Verschiedene Studien beschreiben den tumorprotektiven Einfluss von ACE-Inhibitoren.
Erstmals berichtete Lever et al. von einem herabgesetzten Tumorrisiko bei einer Lang-
zeitbehandlung mit Captopril, Lisinopril und Enalapril bei Brust- und Lungenkarzinomen
(Lever et al.,1998). Nachfolgende epidemiologische Langzeitstudien zeigten sehr unter-
schiedliche Ergebnisse, wahrscheinlich bedingt durch die Vielzahl von verschiedenen
ACE-Inhibitoren, unterschiedlichen Patientenkollektiven, Unterschieden in Compliance,
Dosierung und Dauer der Untersuchungen (Lindholm et al., 2001, Friis et al., 2001, Li et
al., 2003). Eine andere Studie sieht einen Zusammenhang zwischen ACE-Konzentra-
tion und Tumorrisiko bei Brustkrebs. Hierbei wurde beobachtet, dass die ACE-Plasma-
konzentration von einem Insertions-/Deletions-Polymorphismus des ACE-Gens abhén-
gig ist: Die ACE-Plasmakonzentration ist bei homozygoten Tragern des I-Allels halb so
grof3 wie bei homozygoten Tragern des D-Allels. Eine Herabregulation des ACE ernied-
rigt das Tumorrisiko bei Tragern des ll-Allels, im Vergleich zu Tragern des DD-Allels mit
hoher ACE-Aktivitat (Koh et al., 2003).

1.6.1.3 Tumorwachstum und Angiogenese

Die Rolle von AT1R in Tumorwachstum und Angiogenese wurde mit Hilfe von Cande-
sartan, einem potenten AT1-Antagonisten, im Mausmodell untersucht. Candesartan
reduziert die Gro3e und Vaskularisation von transplantierten syngenen Sarkomen und
reduziert die Anzahl von Lungenmetastasen von 3LL-Karzinomen (Fujita et al., 2002).
Ahnliche Beobachtungen gibt es bei Mausemelanomen (Egami et al., 2003) sowie bei
Xenograftmodellen von menschlichen Prostata- und Ovarialkarzinomen (Suganuma et
al., 2005, Uemura et al., 2003). Diese Ergebnisse suggerieren, dass eine Blockade von

ATI1R eine effektive Antikrebstherapie sein kdnnte. Ebenfalls konnte die Expression von
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AT1R in Endothelzellen neben den Tumorzellen ein Indiz fir Tumorangiogenese sein
(Fujita et al., 2002).

1.6.1.4 AT2R und Mas-Rezeptor

Die Funktion von AT2R und Mas-Rezeptor bei Tumorwachstum und Angiogenese wur-
de in bisherigen Studien nicht direkt untersucht. Eine Langzeitblockade durch AT1R-
Antagonisten lasst aber AT2R aktiviert und in den meisten pathologischen Situationen
sowie in einigen experimentellen Modellen zur Angiogenese, steuert der aktivierte
AT2R den Effekten von AT1R entgegen. Auch der Mas-Rezeptor agiert ACE-unabhan-
gig gegenregulatorisch zu AT1R. Aus diesen Erkenntnissen, kdnnte man die Schluss-
folgerung ziehen, dass AT2R und der Mas-Rezeptor einen indirekten hemmenden Ef-

fekt auf das Tumorwachstum ausiben (Deshayes und Nahmias, 2005).

1.6.1.5 AT1R und Tumorumgebung

Es ist bekannt, dass neoplastische Zellen von ihrer unmittelbaren Umgebung beein-
flusst werden. Zwei verschiedene Studien haben die Rolle von AT1R in der Umgebung
von Tumoren in Bezug auf Tumorwachstum und Angiogenese untersucht (Egami et al.,
2003; Fujita et al., 2005). Hierbei wurden syngene Tumorzellen subkutan bei Wildtyp
und AT1R-knockout-Mausen injiziert. Die Ergebnisse unterstreichen den Einfluss von
wirtseigenen AT1R auf Tumorwachstum und Angiogenese. So wurden hohe Kon-
zentrationen von AT1R in der Umgebung des Tumors gefunden, diese férdern Tumor-
vaskularisation und VEGF-Synthese (Fujita et al., 2005). Eine andere unerwartete Er-
kenntnis war die hohe Expression von AT1R in tumorassoziierten Makrophagen. Diese
Makrophagen und die damit verbundene hohe Konzentration von VEGF, waren in
AT1R-Null-M&usen stark reduziert. Dies kdnnte bestatigen, dass AT1R an der entzin-
dungsbedingten Tumorangiogenese beteiligt ist (Egami et al., 2003).

Unbestritten spielen Entziindungsvorgange bei Tumorentstehung, Entwicklung und
Metastasenbildung eine bedeutende Rolle und Ang Il ist neben der direkten Beeinflus-
sung des Tumors an vielen verschiedenen Entziindungsprozessen beteiligt. Peptida-
sen, wie ACE und Chymase werden von Makrophagen und Mastzellen freigesetzt,

AT1R und AT2R regulieren die Synthese von Pro-Entziindungsmediatoren in beiden
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Zelltypen. AT1R unterdrickt au3erdem die Endothel-adhé&siven Molekulle E-Selektin, P-
Selektin und VCAM-1 und ermdoglicht so die Infiltration von Entziindungszellen und

metastasierenden Tumorzellen (Deshayes und Nahmias, 2005).

1.6.1.6 Signalwege

Die Signalketten von AT1R und AT2R greifen in Tumor-relevante Prozesse, wie Wachs-
tum, Angiogenese und Entztindung ein. Folgende Wirkungskaskaden wurden beson-
ders in Bezug auf Tumorzellen beschrieben.

AT1R induziert bei Tumorzellen die Zellproliferation. AT1R aktiviert EGFR in Prostata
(Uemura et al., 2003) und Brustkarzinomzellen (Greco et al., 2003), welche tber ERK
zur Aktivierung von STAT3 und PKC fiihren. Die Koaktivierung von EGFR ist zum Teil
relevant fur Tumorzellen, da eine EGFR-Verstarkung héufig mit Tumorprogression ver-
bunden ist. Neuere Studien haben eine neue Familie von AT2R-interagierenden Protei-
nen (ATIP) gefunden, welche die EGF-induzierte Zellproliferation hemmen (Nouet et al.,
2004 und Wruck et al., 2005).
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Proliferation oder Apoptose

Tumorzelle

Abbildung 4: Signalwege mit Einfluss auf Tumorprogr €sSion. Abkiirzungen: ERK, extracellular signal -

regulated kinase; EGFR, Epidermaler Wachtsumsfaktorrezeptor; HB-EGF, Heparin-bindender epidermaler Wachstumsfaktor; PKC,

Proteinkinase C; STAT 3, signal transducers and activators of transcription 3 (nach Deshayes und Nahmias 2005)

Wie in Absatz 1.6.1.3 beschrieben, spielt die tumorassoziierte Angiogenese eine be-
deutende Rolle in der Tumorentwicklung und Ausbreitung, folgende Signalketten sind
hauptsachlich bei diesen Vorgédngen beteiligt. Die proangiogenetischen Effekte von
AT1R resultieren meist in der Verstarkung der VEGF-Wirkung auf Endothelzellen. AT1R
sorgt fur die Zunahme der Expression von VEGF-Rezeptor Typ 2 (VEGF-R2) und
Angiopoietin-2, einen Hauptakteur der Tie-2 receptor tyrosine kinase-assoziierten An-
giogenese. Im mikrovaskularen Endothel reguliert AT1R die VEGF- und Angiopoietin-2-
Konzentration Uber eine Koaktivierung von EGFR hoch. AT2R steuert aber mit einer
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Hemmung der EGFR-Autophosphorylierung gegen. AT1R fuhrt im mikrovaskularen
Gewebe zu antiapoptotischen Effekten. Dies geschieht durch Hochregulierung von Sur-
vivin und Hemmung der Caspase 3-Aktivitat Gber eine Stimulierung des
Phosphoinositid-3-Kinase (PI-3K/Akt)-Signalwegs. Im Gegensatz inhibiert AT2R die
VEGF-R2-induzierte Phosphorylierung von PI-3K/Akt und eNOS, was auch zu einer

verringerten Migration fuhrt (Deshayes und Nahmias, 2005).
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VEGF-R2

Angiogenese

Endothelzelle

Abbildung 5: Signalwege mit Einfluss auf Angiogenes €. Abkiirzungen: ERK, extracellular signal - regu-

lated kinase; EGFR, Epidermaler Wachtsumsfaktorrezeptor; HB-EGF, Heparin-bindender epidermaler Wachstumsfaktor; VEGF,
vascular endothelial growth factor ; VEGF-R2, VEGF-Rezeptor Typ2; Ang-2, Angiopoietin-2; eNOS, endotheliale NO-Synthase;
PI-3K/Akt, Phosphoinositid-3 Kinase (nach Deshayes und Nahmias 2005)

1.6.2 Das lokale Angiotensin-System im Magenkarzino m

Vorangehende Untersuchungen haben Hinweise geliefert, dass das LAS auch beim
Magenkarzinom ein Rolle spielen konnte. Zunachst konnte in einer Studie gezeigt wer-
den, dass der Insertions-/Deletions-Polymorphismus des ACE-Gens mit dem Nodal-

status und dem UICC-Tumorstadium des Magenkarzinoms korreliert (Récken et al.,
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2005). Patienten mit einem II-Genotyp wiesen signifikant weniger Lymphknoten-
metastasen und ein niedrigeres UICC-Tumorstadium auf, als Patienten mit einem DD-
Genotyp. In einer Folgestudie konnte nachgewiesen werden, dass der Nodalstatus des
Magenkarzinoms auf3erdem mit der Expression des AT1R korreliert (Rocken et al.,
2007). Hierbei zeigte sich, dass die AT1R-Expression, vor allem beim intestinalen Typ,
hoch signifikant mit der Anzahl der Lymphknotenmetastasen und dem UICC-
Tumorstadium assoziiert ist. Der Genotyp und der AT1R-Status erwiesen sich dabei als
unabhangige Risikofaktoren fir das Auftreten von Lymphknotenmetastasen. Patienten
mit einem ID- oder DD-Genotyp und AT1R+ Tumorzellen weisen ein hohes Risiko fur

das Auftreten von Lymphknotenmetastasen auf (Récken et al., 2007).

1.6.3 Fragestellung

Basierend auf den o.g. Erkenntnissen geht die vorliegende Dissertation von der Hypo-
these aus, dass das LAS die Tumorprogression und Lymphkotenmetastasierung von
Magenkarzinomen beeinflusst und deshalb eine potentielle diagnostische und thera-
peutische Zielstruktur ist. Da aber Therapieentscheidungen oft schon an Hand tumor-
haltiger Biopsate getroffen werden, sollten mit der hier beschriebenen Studie, folgende

Fragen beantwortet werden:

1. Kaorreliert die Expression der Angiotensin llI-Rezeptoren Typ 1 und 2 sowie des
Mas-Rezeptors im Biopsat mit der Expression im korrespondierenden Tumorre-
sektat?

2. Kaorreliert der Nachweis der Angiotensin lI-Rezeptoren Typ 1 und 2 sowie des
Mas-Rezeptors im Biopsat mit klinisch-pathologischen Patientencharakteristika,

die am Resektat erhoben werden?

Die Beantwortung dieser Fragen wirde wichtige Aussagen zur prognostischen und pré-
diktiven Wertigkeit des Rezeptornachweises am Biopsat liefern und hatte unmittelbare
klinische Relevanz.

Zur Beantwortung dieser Fragen wurde ein Patientenkollektiv ausgewahlt, bei dem vom
selben Patienten sowohl Biopsate als auch Resektate des Magenkarzinoms vom intes-

tinalen Typ vorlagen.
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Fur diese Untersuchung wurden 1300 histologische Befunde von Patienten mit einem
Magenkarzinom aus dem Archiv des Instituts fur Pathologie der Charité Berlin gepruift.
Schlief3lich wurden nur Falle mit dem histologischen Typ des intestinalen Adenokarzi-
noms nach Laurén bericksichtigt. Diese 251 Patientenfalle wurden in Bezug auf vor-
handene Vorbefunde mit verfligbarem fixiertem Gewebe gepruft. Nach anschlieRender
mikroskopischer Sichtung musste festgestellt werden, dass ein Grol3teil des Archiv-
materials nicht verfigbar war. Somit verblieb ein Untersuchungskollektiv von 35 Patien-
ten, die in einem Zeitraum von 1995-2006 in der Charité operiert wurden, 20 von 35
wurden total- und 15 von 35 wurden teilgastrektomiert. Bei allen Patienten erfolgte eine
Voruntersuchung mit Biopsatentnahme. Die Proben bestehen aus in 10%igem Forma-
lin- fixierten, paraffineingebetteten Gewebeblocken von Resektionen und den korres-
pondierenden Biopsaten. Die Stadieneinteilung der Magenkarzinome erfolgte nach der
6. Auflage der TNM-Klassifikation der UICC von 2003. Aus Datenschutzgriinden wur-
den die Patientendaten pseudonymisiert.

2.2 Material

2.2.1 Chemikalien

100%iges Ethanol wurde bei der Firma Herbeta Arzneimittel, Berlin, und Xylol bei der
Firma Merck, Darmstadt bezogen. Trizma ® base, T6066-1KG, 1% Tween ® 20,
p9416-100ML und Bovine Serum Albumin (BSA), 9048-46-8, stammen von der Firma
Sigma-Aldrich Co., Steinheim. Von der CARL ROTH GMBH + CO. KG, Karlsruhe wurde
Natriumchlorid (NaCl), 3957.1, Zitronensaure, 1818.1 und Sodiumcitrat, 3580.1, bezo-
gen. Der Antibody Diluent, Ref zu C025-500, stammt von Zytomed. Berlin und die Ha-
malaunlésung sauer nach Meyer, H 02-1000, von Dr. K. Hollborn & S6hne, Leipzig. Der
AVIDIN/BIOTION BLOCKING KIT, SP-2001, wurde bei Vector Laboratories, Inc., Bur-
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lingame, USA und Immu Mount™, Ref 9990412, von der Firma Thermoscientific,
Pittsburgh, USA bezogen.

2.2.2 Gerate

Paraffinschnitte wurden mit einem Schlittenmikrotom hergestellt (HM 400R, Microm
GmbH, Walldorf). Das Paraffinstreckbad war das Tissue Flotation Bath, TFB 45, von
Medite Medizintechnik, Nunningen, Schweiz. Die Trocknung der Paraffinschnitte er-
folgte in einem Brutschrank, B28#04-68149, von BINDER, Tuttlingen.

Die hitzeinduzierte Antigendemaskierung wurde in einer Mikrowelle, NN-K 105W von
Panasonic durchgefuhrt. Sdmtliche Titrationen geschahen mit einem Calibration Check
Microprocessor pH-Meter, HI 221, von HANNA INSTRUMENTS, Woonsocket, U.S.A.
Sonstige Laborgerate, die wahrend der immunhistochemischen Farbungen verwendet
wurden, umfassen einen Wippschuttler, PMR-30, Grant-bio, Cambridgeshire, Grol3bri-
tannien, einen Rttler, 444-1372, VMR, Darmstadt, und einen Mini-Magnetrtihrer 1000,
CARL ROTH GMBH + CO. KG, Karlsruhe.

Die Auswertung der Farbungen erfolgte an einem Mikroskop, Eclipse E200, von Nikon,
Tokyo, Japan.

2.2.3 Antikorper

Fir die immunhistochemische Farbung wurden polyklonale Primé&rantikdrper als
spezifisches IgG vom Kaninchen fur den AT1R, den AT2R und den Mas-Rezeptor ver-
wendet.

Die 1gG-gereinigten Kaninchen anti-AT1R- und IgG-gereinigten Kaninchen anti-AT2R-
Antikdrper wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Stefan Schulz, Institut fur
Pharmakologie und Toxikologie, Universitat Jena, zur Verfuigung gestellt. Der IgG-
gereinigte Kaninchen-anti-Mas-Rezeptor-Antikdrper wurde von Prof. Dr. rer. nat. Uwe
Lendeckel, Institut fir Medizinische Biochemie und Experimentelle Molekularbiologie,

Universitat Greifswald, zur Verfigung gestellt.
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2.2.4 Farbekits

Der Nachweis von AT1R und des Mas-Rezeptors erfolgte mit dem LSAB+System-AP
Kit, Code K 0678, Dako, Glostrup, Ddnemark.

Der Nachweis von AT2R erfolgte mit dem Dako Real™ Detection System Alkaline Phos-
phatase/Red Kit, Code K 5005, Dako, Glostrup, Danemark.

2.2.5 Puffer

Fur die Herstellung eines 1 mM TBS-Puffer wurde zunachst eine Stammlésung herge-
stellt, indem 60,57 g Trizma ® base und 87,66 g NaCl in 1 | demineralisiertem Wasser
(dH20) geldst wurden. Die Einstellung des pH-Werts der Stammldsung erfolgte darauf
mit HCI auf 7,4. Fur die Gebrauchslosung wurde die Stammldsung 1:10 mit dH20 ver-
ddnnt.

Die Herstellung des 1mM Citrat-Puffers basierte auf zwei Stammlésungen. Fir die
Stammlosung A wurden 5,25 g Zitronensaure und fir die Stammlésung B 7,35 g So-
diumcitrat in jeweils 1 | dH20 geldst. Die Gebrauchslosung bestand aus 72 ml Stamm-
l6sung A und 328 ml Stammlésung B und wurde mit dH20 auf einen Liter aufgefillt. Der

pH-Wert wurde mit der Stammlésung A auf pH 6 titriert.
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2.3 Methoden

2.3.1 Gewebeschnitte

Aus den formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebeproben wurden 3 ym
dicke Schnitte angefertigt. Zur Streckung und Entfaltung wurden die Schnitte in ein kal-
tes Wasserbad gegeben und anschlieRend in einem Paraffinstreckbad (40 C) auf Su-
perFrostPlus-Objekttrager (Fa. Langenbrinck, Emmendingen, BRD) aufgezogen. Uber
Nacht trockneten die Schnitte bei 37 T in einem Br utschrank.

2.3.2 Immunhistochemische Féarbung

Fur die immunhistochemische Untersuchung des AT1R, AT2R und Mas-Rezeptors
wurde die Avidin-Biotin-Methode mit den oben genannten Kits der Firma Dako verwen-

det. Samtliche Inkubationsschritte erfolgten bei Raumtemperatur.

Die Entparaffinierung und Rehydrierung geschah fur alle Schnitte in Xylol und der ab-
steigenden Alkoholreihe. Hierbei wurden die Schnitte zuerst zweimal 15 min in Xylol
gespult, dann fur zweimal 2 min in 100% Ethanol, anschliel3end einmal in 70% Ethanol.
Zum Schluss erfolgten die abschlieRende Rehydrierung in dH20 und Spulen fir 10 min
in TBS-Puffer.

2.3.2.1 AT1IR

Zur Steigerung der Sensitivitdt und zur Demaskierung von eventuell durch die Fixation
veranderten Antigenen, wurde eine hitzeinduzierte Antigendemaskierung durchgefihrt.
Hierbei kamen die Schnitte fur 3 x 5 min bei 600 Watt in die Mikrowelle. Die Vorbe-
handlung erfolgte in 1mM Citrat-Puffer mit einem pH-Wert von 6. Darauf kiihlten die
Schnitte fur 10 min bei Raumtemperatur ab und wurden anschlie3end gewassert und
fur 5 min in TBS-Puffer gespult. Der Primarantikorper wurde nun 1:1000 in TBS-Puffer +
1% BSA verdinnt. Das Gewebe wurde folgend mit ca. 150-200 pl Primarantikérperver-
dinnung bedeckt und fir 60 min inkubiert. Der in der Linklésung enthaltene biotinmar-

kierte Sekundarantikorper verblieb ebenfalls fiir 60 min auf dem Gewebe. Nun wurde
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das mit alkalischer Phosphatase konjugierte Streptavidin (Streptavidin-AP-Ldsung) fur
30 min auf den Schnitten appliziert. Zwischen samtlichen Inkubationsschritten wurde
das Gewebe fur 3 x 5 min in TBS-Puffer auf dem Wippschuttler gewaschen. Um die
Immunreaktion sichtbar zu machen, wurde das im Kit enthaltene, frisch angesetzte
Fuchsin-Chromogen fiir 20 min aufgetragen. Die Schnitte wurden nach ausreichender
Farbung mit reichlich dH20 gespdult und Gber Nacht bei 4 T entgast. Zur Gege nfarbung
der Zellkerne wurde Hamalaun sauer nach Meyer verwendet. Das Eindecken der

Schnitte erfolgte abschliel3end mit Immu Mount™.

2.3.2.2 AT2R

Um Reaktionen mit endogenem Biotin im Gewebe auszuschliel3en, erfolgte als erstes
ein jeweils 15 minutiger Inkubationsschritt mit Avidin- und Biotinblocking-Lésung. Der
Primarantikdrper wurde 1:100 in Antibody Diluent verdiinnt und darauffolgend das Ge-
webe mit ca. 150-200 pl Primarantikdrperverdiinnung bedeckt und fr 60 min inkubiert.
Im n&chsten Schritt wurden die Schnitte fur 30 min mit 2-3 Tropfen Linklésung (Se-
kundarantikorper) benetzt. Darauf folgte die Applikation der Streptavidin-AP-L6sung fur
30 min. Zwischen samtlichen Inkubationsschritten wurde das Gewebe fir 3 x 5 min in
TBS-Puffer auf dem Wippschittler gewaschen. Als letzter Schritt erfolgte die Inkubation
mit der frisch angesetzten Substrat-Chromogen-Ldsung fur 20 min. Die Schnitte wurden
nach ausreichender Farbung mit reichlich dH20 gespult und Gber Nacht bei 4 T ent-

gast. Gegenfarbung und Eindecken erfolgten analog des obigen Protokolls.

2.3.2.3 Mas-Rezeptor

Der Primarantikérper wurde 1:200 in TBS-Puffer + 1% BSA verdiinnt. Das Gewebe in-
kubierte fur 60 min mit ca. 150-200 pl Primarantikérperverdinnung. Anschliel3end wur-
den die Schnitte fir 60 min mit 2-3 Tropen Linklésung (Sekundarantikoérper) benetzt. Im
nachsten Schritt erfolgte die Applikation der Streptavidin-AP-Ldsung fur 30 min. Ab-
schlielend wurden die Schnitte fir 20 min mit der frisch angesetzten Fuchsin-Chromo-
gen-LAsung entwickelt. Nach ausreichender Farbung erfolgte eine Spulung mit reichlich
dH,0O. Entgasung, Gegenfarbung und Eindecken geschah analog des ersten Protokolls.
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2.3.2.4 Kontrollen

Zur Sicherstellung der spezifischen Reaktion des Primarantikdrpers wurde fur samtliche
Praparate stets eine Negativkontrolle mitgefuhrt, bei welcher der Primarantikorper fort-
gelassen wurde.

Bei der Farbung von AT1R und des Mas-Rezeptors erfolgte, statt des Inkubierens mit
dem Primarantikorper ein Durchlauf mit TBS-Puffer + 1% BSA, beim Farben von AT2R
wurde mit Antibody Diluent gearbeitet.

Alle Negativkontrollen wurden ansonsten wie die zu untersuchenden Gewebeschnitte
behandelt.

Als Positivkontrollen dienten Gewebeproben menschlicher Niere. Hierbei konnten posi-

tive Immunreaktionen an den Glomeruli der Niere beobachtet werden.

46



2.4 Auswertung

Die Auswertung der Praparate erfolgte verblindet.

Die histologische Auswertung bertcksichtigte zwei Kategorien, die Intensitat der Im-
munreaktion und die Anzahl der immunreaktiven Tumorzellen im Tumorgewebe, wie in

Tabelle 5 dargestellt. Zur Auswertung wurde nur das Tumorgewebe betrachtet.

Tabelle 5:

Kategorie A - Intensitats-Score:

keine Farbung
schwache Férbung

deutliche Farbung

w N P O

starke Farbung

Kategorie B — Verteilungs-Score:

keine Farbung
1-20 % positive Tumorzellen
21-50 % positive Tumorzellen

51-80 % positive Tumorzellen

A W N P O

81-100 % positive Tumorzellen

Durch die Addition, der fur Kategorie A und B ermittelten Werte, konnte fir jede Probe
ein Immunreaktivitats-Score (IRS) gebildet werden. Die moglichen Werte betrugen: 0, 2,
3,4,5,6und?7.

Weiterhin wurde noch die Lokalisation der Immunreaktion, d.h. membranstandig oder

zytoplasmatisch, dokumentiert.
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2.5 Statistik

Die ermittelten Datenséatze wurden folgendermalfien statistisch ausgewertet. Als erstes
erfolgte der Vergleich der Expression der jeweiligen Rezeptoren in Resektat und Biop-
sat. Die Untersuchungen erfolgten mit dem Cohens Kappa-Vergleich und Fishers exak-
tem Test.

Desweiteren wurde eine eventuelle Korrelation der Expression der Angiotensin Il-Re-
zeptoren mit den klinisch pathologischen Parametern untersucht. Hierbei wurde geprift
ob es einen statistischen Zusammenhang zwischen der Rezeptorexpression und nach-
gewiesenen Lymphknotenmetastasen gibt. Dabei erfolgte eine Untersuchung mit einer
N+Gruppe, diese beinhaltet alle Falle mit befallenen Lymphknoten, im Vergleich zur
N-Gruppe mit Fishers exaktem Test. Aul3erdem wurden die einzelnen N-Kategorien
ebenfalls in Gruppen (NO, N1, N2, N3) nach dem Chi*-Test von Pearson mit der Re-
zeptorexpression verglichen. Auf eine statistische Berlicksichtigung der T- und M-Kate-
gorien wurde wegen der begrenzten Datenmenge verzichtet.

Im Anschluss wurden die membranstandigen und zytoplasmatischen Rezeptornach-
weise ebenfalls hinsichtlich ihres Vorkommens in Resektat und Biopsat und in Bezug
auf die N-Kategorie analog der obigen Untersuchungen tberpruft.

Zusatzlich wurde kontrolliert, ob auch der IRS mit den verschiedenen klinisch-pathologi-
schen Variablen korreliert. Es wurden mehrere Cut-off-Werte (Tab. 6) gebildet und mit
den oben genannten statistischen Methoden untersucht. Da die Beurteilung der
schwachgefarbten und gering verteilten Immunreaktionen besonders von subjektiven
Betrachtungen belastet ist, wurden zur Bewertung der Expression der einzelnen An-
giotensin-Rezeptoren Cut-off-Werte von 0 bis 3 beriicksichtigt. Die statistische Aus-
wertung bei der Unterscheidung in membranstandige und eine zytoplasmatische Ex-

pression erfolgte orientierend mit den Cut-off-Werten von 0 und 3.

Tab. 6: Einteilung der einzelnen Cut-off-Werte

IRS negativ IRS positiv
Cut-off 0 IRS=0 IRS=1-7
Cut-off 2 IRS=0-2 IRS=3-7
Cut-off 3 IRS=0-3 IRS=4-7
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Die Mehrzahl der ermittelten Scores ergaben ein Resultat von 4 und aufwarts, somit

wurde auf Cut-off-Werte hdoher als 3 verzichtet.

Die Berechnungen erfolgten mit der Statistiksoftware SPSS, Version 16.0. (Chicago,
lllinois, U.S.A). Bei Fishers exaktem Test und dem Chi?-Test von Pearson wurde als
maximale Irrtumswahrscheinlichkeit fir das Signifikanzniveau ein p-Wert von 0,05 an-
genommen. Die Festlegung des Grades der Ubereinstimmung beim Kappa-Vergleich

erfolgte analog Tabelle 7.

Tabelle 7: Bewertung des Vergleichs nach Cohens Kappa

k<0,1 keine Ubereinstimmung
0,1<k<0,4 schwache Ubereinstimmung

0,4< k<0,6 deutliche Ubereinstimmung

0,6< k=<0,8 starke Ubereinstimmung
0,8<k=<1,0 fast vollstandige Ubereinstimmung

49




50



3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Untersuchungskollektivs

Insgesamt konnten aus dem Archiv des Instituts fur Pathologie von 251 Patienten mit
einem Magenkarzinom des intestinalen Typs nur 35 Patienten identifiziert werden, bei
denen sowohl Biopsate vor der Operation als auch die korrespondierenden resezierten
Tumore vorlagen. Es handelte sich ausschlie3lich um formalinfixierte und paraffin-
eingebettete Gewebeproben.

Das Durchschnittsalter der Patienten betrug 68,6 Jahre mit einem Umfang von 29 bis
90 Jahre. Die Geschlechtsverteilung betrug 19 (54,3%) mannliche zu 16 (45,7%) weibli-
che Patienten. 5 (14,3%) Karzinome lagen im Bereich der Kardia, eines (2,8%) im Fun-
dus, 8 (22,8%) im Korpus, 9 (35,7%) im Antrum, 2 (5,7%) in der kleinen Kurvatur, 2
(5,7%) in mehreren Teilbereichen des Magens. In 6 Fallen (17,1%) gab es keine néhe-
ren Angaben zur Lokalisation.

Entsprechend der TNM-Einteilung der UICC, 6. Auflage, wiesenl15 Félle (42,9%) eine
T1-, 7 Falle (20%) eine T2-, 10 Falle (28,6%) eine T3- und 3 Falle (8,6%) eine T4-Kate-
gorie auf. Bei 18 Patienten (51,4%) lagen keine Lymphknotenmetastasen vor, bei 17
(48,6%) waren regiondre Lymphknotenmetastasen nachweisbar. 6 Falle (17,1%) ent-
sprachen der N1-Kategorie, 8 (22,8%) der N2- und 3 (8,6%) der N3-Kategorie. 2 Félle
(G1, 5,7%) wiesen ein gut differenziertes Magenkarzinom auf, 19 (G2, 54,3%) ein ma-
Big differenziertes und 14 (G3, 40%) ein schlecht differenziertes. Im Durchschnitt lagen
12 Tage zwischen Biopsatentnahme und Magenresektion. Der gro3te Abstand zwi-
schen Vorbefundung und Resektion betrug 71 Tage und in zwei Fallen erfolgte beides
am selben Tag.

Die Patientencharakteristika sind in Tabelle 8 zusammengefasst.
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Tabelle 8: Charakteristik des Untersuchungskollektivs

Patienten Tage zwischen Alter Geschlecht Grading nach TNM nach Lokalisation
Biopsie und OP uiccC uiccC

1 8 65 m 2 T1 NO Mx Korpus

2 5 71 m 3 T2 NO Mx Korpus

3 1 62 m 3 T2 NO Mx Antrum

4 1 83 w 2 T2 N1 Mx Fundus

5 - 74 m 2 T2 N1 M1 Antrum

6 71 65 m 3 T2 NO Mx Kardia

7 31 62 m 2 T3 NO Mx Kardia

8 7 60 w 3 T3 N2 Mx Kardia

9 8 53 m 1 T1 NO Mx Korpus

10 13 84 m 3 T3 N1 Mx kleine Kurvatur

11 7 74 m 2 T2 N3 Mx Korpus

12 9 83 m 2 T3 N3 Mx Magen o.n.A.

13 5 49 w 2 T3 N1 Mx Kardia

14 21 69 w 2 T2 NO Mx Antrum

15 77 m 3 T2 N2 Mx Magen o.n.A.

16 54 w 2 T3 NO Mx Korpus

17 10 45 m 3 T2 NO Mx Korpus

18 14 59 w 3 T2 NO Mx Antrum

19 65 m 3 T2 NO Mx Magen o.n.A.

20 73 m 2 T2 N3 Mx Magen o.n.A.

i ) - w . o mehrere Teilbe-
reiche

22 9 90 w 3 T2 NO Mx Korpus

23 36 85 w 3 T4 N2 Mx Korpus

24 17 67 m 3 T3 N2 M1 kleine Kurvatur

25 13 81 m 2 T2 N1 Mx kleine Kurvatur

26 1 29 w 1 T1 NO Mx Antrum

27 21 75 w 2 T3 N2 Mx Magen o.n.A.

28 28 81 w 2 T1 NO Mx Magen o.n.A.

29 18 85 w 2 T1 NO Mx Antrum

30 13 46 m 2 T1 NO Mx mehrere Teilbe-
reiche

31 8 59 w 2 T3 N2 Mx Antrum

32 76 m 3 T3 N1 M1 Kardia

33 3 85 w 2 T3 N2 Mx Antrum

34 16 74 m 2 T3 N2 Mx Antrum

35 7 83 w 2 T3 NO Mx Magen o.n.A.
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3.2 Immunhistochemie

3.2.1 Expression von AT1R

3.2.1.1 Verteilung der Immunreaktivitat von AT1R

Der Nachweis von AT1R gelang sowohl an Biopsaten als auch an Resektaten. AT1R
fand sich sowohl membranstandig als auch zytoplasmatisch und war oft ungleichméaRig
im Tumorgewebe verteilt.

Die Abbildungen 1 und 2 verdeutlichen die Charakteristika der Expression von AT1R im

Tumorgewebe.
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Abbildung 6: Expressionsmuster von AT1R im Magenkar zinomgewebe von Resektaten
mit membransténdiger (links) und zytoplasmatischer Expression (rechts).

Anti-AT1R-Antikdrper, Hamalaun-Gegenfarbung, Origin  alvergroRerungen x 400 (links), x 200 (rechts).
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Abbildung 7: Expression von AT1R im Ma-
genkarzinom eines Biopsates mit mem-
branstandiger Expression.

Anti-AT1R-Antikérper, Hamalaun-Gegenfarbung,
OriginalvergréBerungen x 200.

3.2.1.2 Grad der Expression vom AT1R

AT1R-immunreaktive Tumorzellen konnten in 25 Resektaten (71,4%) und 19 Biopsaten
(54,3%) nachgewiesen werden. Von den 25 Tumorresektaten wiesen 16 (45,7%) Falle
eine membransténdige Expression des AT1R auf, mit einem mittleren IRS von 3,2. Bei
ebenfalls 16 Patienten wurde AT1R zytoplasmatisch mit einem mittleren IRS von 3,6
nachgewiesen. Bei der Auswertung der Biopsate konnten 15 (42,9%) Falle mit einer
membranstandigen Farbung und einem mittleren IRS von 3,9 ermittelt werden. 11 Bi-
opsate (31,4%) zeigten eine zytoplasmatische Expression mit einem mittleren IRS von
3,1.

3.2.1.3 Statistik

Die Auswertung der Cut-off-O-Werte ergab Folgendes: Der Vergleich der Expression
von AT1R in Resektat und Biopsat erbrachte eine signifikante Korrelation (p<0,02) und
eine deutliche Ubereinstimmung (k: 0,407). Eine statistisch signifikante Beziehung zwi-
schen der Expression von AT1R und den klinisch pathologischen Parametern (N+, NO,
N1, N2, N3) konnte nicht ermittelt werden.

Unterscheidet man die Expression in membranstandig und zytoplasmatisch, ergaben
sich folgende Ergebnisse: Der Vergleich der membranstandigen Farbereaktion bei Re-
sektat und Biopsat ergab eine signifikante Korrelation (p<0,007) und eine deutliche
Ubereinstimmung mit k=0,479. Bei der zytoplasmatischen Farbung konnte ein Signifi-
kanzniveau im Grenzbereich von p<0,065 und eine schwache Ubereinstimmung

54



(x: 0,351) gefunden werden. Es ergab sich kein Zusammenhang zwischen N-Kategorie
und einer membranstandigen oder zytoplasmatischen Expression.

Die Betrachtung der Cut-off- Werte von 2 und 3 fuihrte zu folgenden Anderungen bei
den signifikanten Korrelationen. Bei den Cut-off-3-Werten korrelierte die negative AT1-
Gruppe in Resektat und Biopsat (p<0,005 und p<0,022) signifikant mit der N+ Gruppe.
Ebenfalls korrelierte die positive AT1R-Expression signifikant (p<0,003) mit der NO-
Gruppe der einzelnen N-Kategorien. Die Betrachtung der zytoplasmatischen und mem-
branstandigen Expression der Cut-off-3-Werte ergab ein signifikantes Verhaltnis
(p<0,022) bei der negativen zytoplasmatischen AT1R-Gruppe im Exzisat mit der N+
Gruppe und eine Signifikanzbeziehung im Grenzbereich von p<0,051 bei der negativen
membranstandigen AT1R-Gruppe bei den Biopsaten und der N+ Gruppe. Beim Ver-
gleich der zytoplasmatischen Expression mit den einzelnen N-Kategorien wurde
ebenfalls ein signifikante Beziehung im Grenzbereich (p<0,058) zwischen der negativen

Expression in den Resektaten und der N2-Gruppe ermittelt.

3.2.2 Expression von AT2R

3.2.2.1 Verteilung der Immunreaktivitdt von AT2R

AT2R konnte ebenfalls in den entnommen Tumorproben und im Tumorresektat nach-
gewiesen werden. Die Abbildungen 3 und 4 zeigen die membranstandige und zyto-
plasmatische Expression von AT2R im Tumorgewebe, welche sich ebenfalls sehr un-

gleichmafiig verteilt darstellte.
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Abbildung 8: Expressionsmuster von AT2R im Magenkar zinom der Resektate mit mem-
branstandiger (links) und zytoplasmatischer Express ion (rechts)

Anti-AT2R-Antikdrper, Hamalaun-Gegenfarbung, Origin  alvergréRerungen x 400 (links), x 200 (rechts).

Abbildung 9: Expression von AT2R im Ma-
genkarzinom eines Biopsates mit mem-
branstandiger Expression.
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OriginalvergréRerungen x 200.

3.2.2.2 Grad der Expression vom AT2R

Insgesamt wurden in 25 Resektaten (71,4%) AT2R-immunreaktive Tumorzellen nach-
gewiesen. Bei den Biopsaten waren es 23 (65,8%) Falle. Bei den Resektaten konnte
jeweils bei 15 (42,9%) unabhangigen Féllen eine membranstandige oder zytoplasmati-
sche Expression beobachtet werden. Die Bewertung der Expression ergab fiir die
membranstandige Farbung einen IRS-Mittelwert von 3,7 und bei der zytoplasmatischen
Farbung einen mittleren IRS von 4,1. Bei 16 Biopsaten (45,7%) konnte eine membran-
standige Expression mit einem mittleren IRS von 3,7 ermittelt werden. 15 Biopsate

(42,9%) zeigten eine zytoplasmatische Farbereaktion mit einem mittleren IRS von 3,3.
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3.2.2.3 Statistik

Die Statistische Auswertung der Cut-off-0-Werte brachte folgende Ergebnisse. Ein sta-
tistischer Zusammenhang zwischen der AT2R-Expression im Resektat und Biopsat be-
wegt sich im Grenzbereich von p<0,059. Der Vergleich mit Cohens Kappa ergab eine
schwache Ubereinstimmung (k: 0,34). Es ergab sich eine signifikante Beziehung
(p<0,034) zwischen positiver AT2R-Expression in den Biopsaten und der Gruppe ohne
befallene Lymphknoten (N-). Ebenfalls gab es eine signifikante Korrelation (p<0,029)
zwischen dem positiven AT2R-Nachweis in den Biopsaten und der NO-Gruppe der
N-Kategorien, welche die oben beschriebene Beobachtung stitzt. Alle anderen Unter-
suchungen zeigten keine statistische Beziehung zwischen AT2R-Expression und den
N-Kategorien.

Bei der Betrachtung der membranstandigen und der zytoplasmatischen Farbeergeb-
nisse zeigten sich folgende Resultate. Die membranstandige AT2R-Expression in den
Biopsaten korrelierte signifikant (p<0,044) mit den Resektaten und war durch eine
schwachen Ubereinstimmung (k: 0,364) gekennzeichnet. Ahnliche Ergebnisse gab es
fur die zytoplasmatischen Immunreaktionen: Biopsate und Resektate korrelieren signifi-
kant (p<0,027) und haben nach Kappa eine schwache Ubereinstimmung (k: 0,397). Ei-
ne Beziehung zwischen den Lymphknotenbefunden und den membranstandigen bzw.
zytoplasmatischen Farbeergebnissen konnte nicht gefunden werden.

Die Beriicksichtigung der Cut-off-Werte von 2 und 3 ergab folgende Anderungen im
Signifikanzverhalten. So erbrachte der Vergleich der Expression zwischen Resektat und
Biopsat bei den Cut-off-3-Werten eine signifikante Korrelation (p<0,01) und eine deutli-
che Ubereinstimmung nach Kappa (k: 0,581). Ebenfalls ergab sich eine signifikante
Korrelation im Grenzbereich (p<0,057) fur die Cut-off 3-Werte der negativen AT2R-Ex-
pression im Resektat mit der N2-Gruppe. Ein signifikante Beziehung (p<0,011) trat nun
ebenfalls zwischen der positiven membranstandigen Expression der Biopsate (Cut-off
3) und der negativen N-Gruppe auf. In Bezug auf die einzelnen N-Kategorien ergab sich
eine signifikante Korrelation (p<0,03) zwischen der negativen membranstandigen

AT2R-Expression (Cut-off 3) bei den Biopsien und der N2-Gruppe.
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3.2.3 Expression des Mas-Rezeptors

3.2.3.1 Verteilung der Immunreaktivitat des Mas-Rez  eptors

Der immunhistochemische Nachweis des Mas-Rezeptors erfolgte ebenfalls in Resektat
und Biopsat. Die Abbildungen 5 und 6 geben die membranstandige und die zytoplas-
matische Expression von Mas-Rezeptor in den Tumorzellen wieder. Auffallig ist die
deutlich schlechtere Darstellung der Immunreaktion im Vergleich zu den Farbungen von
AT1R und AT2R.

Abbildung 10: Expressionsmuster des Mas-Rezeptor im Magenkarzinomresektat mit
membranstandiger (links) und zytoplasmatischer Expr ession (rechts)

Anti-Mas-Rezeptor-Antikdrper, Himalaun-Gegenfarbung  , Originalvergréerungen x 200.

Abbildung 11: Expressionsmuster des
Mas-Rezeptors im Magenkarzinombiopsat
mit membranstandiger Expression.

Anti-Mas-Rezeptor-Antikdrper, Hamalaun-Gegenfar-
bung, OriginalvergroRerungen x 200.
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3.2.3.2 Grad der Expression des Mas-Rezeptors

Insgesamt zeigten 27 Resektate (77,1%) eine positive Immunreaktion fur den Mas-
Rezeptor. Bei den Biopsaten waren 26 (74,3%) Falle positiv. 5 Resektate (14,3%) zeig-
ten eine membranstandige Immunreaktion. Der IRS betrug im arithmetischen Mittel 2,8.
Bei 25 Resektaten (71,4%) konnte eine positive zytoplasmatische Expression mit einem
mittleren IRS von 3,9 beobachtet werden. Die Auswertung der Biopsate ergab 14 (40%)
positive membranstandige Patientenfalle mit einem durchschnittlichen IRS von 3,3 und

19 (54,3%) positive zytoplasmatische Nachweise mit einer mittleren IRS von 3,5.

3.2.3.3 Statistik

Der statistische Vergleich der Cut-Off-0-Werte der Expression vom Mas-Rezeptor in
Resektat und Biopsat zeigte keine Ubereinstimmung. Die Expression vom Mas-Rezep-
tor im Tumorgewebe ergab ebenfalls keine Korrelation zu befallenen regionéaren Lymph-
knoten und den einzelnen N-Kategorien. Eine Unterscheidung in eine membranstéandige
oder zytoplasmatische Farbereaktion erbrachte zwischen Resektat und Biopsat und
jeweiligen Lymphknotenbefunden keine signifikanten Haufigkeiten. Die Berticksichti-
gung der IRS-Werte von Cut-Off 2 und 3 brachte keine Anderungen im Signifikanzver-
halten. Einzige Ausnahme bildete eine signifikante Beziehung (p<0,011) zwischen einer
negativen membranstandigen Mas-Rezeptor-Expression bei den Biopsaten und der N2-

Gruppe.

3.2.4 Vergleich von AT1R, AT2R und Mas-Rezeptor

3.2.4.1 Statistik

Der Vergleich der Expression der einzelnen Rezeptoren im Patientenkollektiv ergab
folgende Ergebnisse. Die Expression von AT1R und AT2R korrelierte signifikant mit-
einander im Resektat (p<0,004) und im Biopsat (p<0,003). Keine Korrelation fand sich

zwischen der Expression von AT1R und Mas-Rezeptor, bzw. AT2R und Mas-Rezeptor.
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3.2.5 Kontrollen

Bei jedem Farbedurchlauf wurden mehrere Negativkontrollen mitgefuhrt, indem die Pri-
méarantikorper weggelassen wurden. Eine Gegenfarbung erfolgte wie bei den anderen

Gewebeproben mit Hamalaunlésung. Es wurde in keiner Negativkontrolle eine Immun-

reaktion beobachtet.

Abbildung 12: Negativkontrolle

Hamalaun-Gegenféarbung, OriginalvergréRerungen
x 200.
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3.2.6 Zusammenfassung der statistischen Ergebnisse

Folgende Tabellen geben die Resultate der statistischen Auswertung wieder.

Tabelle 9: Korrelation der AT1R-, AT2R- und Mas-Rezeptor-Expression in Resektat und
Biopsat

Test AT1R AT2R Mas-Rezeptor

Korrelation Resek-
) p-Wert, Exakter
tat Biopsat ) 0,02 0,059 1
Test nach Fisher
(Cut-off 0)

Kappa 0,407 0,34 -0,009

Korrelation Resek-
) p-Wert, Exakter
tat Biopsat ) 0,092 0,075 0,7
Test nach Fisher
(Cut-off 2)

Kappa 0,316 0,37 -0,101

Korrelation Resek-
) p-Wert, Exakter
tat Biopsat ) 0,001 0,01 0,164
Test nach Fisher
(Cut-off 3)

Kappa 0,595 0,581 0,25

Tabelle 10: Korrelation der membransténdigen und zytoplasmatischen AT1R-, AT2R- und Mas-

Rezeptor-Expression in Resektat und Biopsat

Mas-Re- Mas-Re-
AT1R AT1R AT2R AT2R
Test zeptor zeptor
mem zyto mem zyto
mem zyto
Korrelation  p-Wert,
Resektat Exakter
i 0,007 0,065 0,044 0,027 0,134 1
Biopsat Test nach
(Cut-off 0) Fisher
Kappa 0,479 0,351 0,364 0,397 0,269 0,051
Korrelation  p-Wert,
Resektat Exakter
) 0,06 0,044 0,00 0,03 1 0,424
Biopsat Test nach
(Cut-off 3) Fisher
Kappa 0,533 0,235 0,676 0,410 0,05 0,161
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Tabelle 11: Korrelation AT1R-, AT2R- und Mas-Rezeptor-Expression mit Nodalstatus

(N+ vs. N-)
Mas — Mas —
ATI1R Re- AT1R AT2R AT2R
Test ) ) Rezeptor Rezeptor
sektat Biopsat Resektat Biopsat ]
Resektat Biopsat
. p-Wert,
Korrelation 0,034
) Exakter
mit N+, N- 0,458 0,306 1 AT2+ und 0,7 0,7
Test nach
(Cut-off 0) ) NO
Fisher
] p-Wert,
Korrelation 0,041
) Exakter
mit N+, N- 0,087 0,097 0,721 AT2+ und 1 0,312
Test nach
(Cut-off 2) ) NO
Fisher
) p-Wert,
Korrelation 0,005 0,011
) Exakter 0,022 AT1-
mit N+, N- AT1- und 0,321 AT2+ und 1 0,721
Test nach und N+
(Cut-off 3) ) N+ N-
Fisher

Tabelle 12: Korrelation der membranstandigen und zytoplasmatischen AT1R- und AT2R-

Expression mit Nodalstatus (N+ vs. N-)

AT1R ATI1R ATI1R AT1R AT2R AT2R AT2R AT2R
Test mem zyto mem zyto mem zyto mem zyto
Resektat  Resektat  Biopsat Biopsat Resektat  Resektat  Biopsat Biopsat
Korrela- p-Wert,
tion mit Exakter
N+, N- Test 0,506 0,182 0,097 0,144 0,321 1 0,182 0,144
(Cut-off nach
0) Fisher
Korrela-  P-Wert,
tion mit Exakter 0,022 0,051 0,07 0,011
N+, N- Test 0,141 AT1- AT1- AT1- 0,346 0,7 AT2+ 0,1
(Cut-off nach und N+  und N+  und N+ und NO
3) Fisher
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Tabelle 13: Korrelation der membranstandigen und zytoplasmatischen Mas-Rezeptor-

Expression mit Nodalstatus (N+ vs. N-)

Mas-Rezeptor

Mas-Rezeptor

Mas-Rezeptor

Mas-Rezeptor

Test zyto mem zyto
Resektat Resektat Biopsat Biopsat

Korrelation mit p-Wert, Exakter

N+, N- (Cut-off  Test nach 0,631 0,721 0,512 0,734
0) Fisher

Korrelation mit p-Wert, Exakter

N+, N- (Cut-off Test nach 0,429 0,735 1 0,246
3) Fisher

Tabelle 14: Korrelation AT1R-, AT2R- und Mas-Rezeptor-Expression mit N-Kategorie

Mas- Mas-
Test ATIR A_TlR AT2R A_TZR Rezeptor Rezeptor
Resektat Biopsat Resektat Biopsat ]
Resektat Biopsat
Korrelation  p-Wert,
Expression  Chi- 0,029
mit N- Quadrat 0,318 0,173 0,243 AT2+ und 0,661 0,66
Kategorie nach Pear- NO
(Cut-off 0) son
Korrelation  p-Wert,
Expression  Chi- 0,068 0,079
mit N- Quadrat AT1+ und 0,115 0,099 AT2+ und 0,504 0,675
Kategorie nach Pear- NO NO
(Cut-off 2) son
Korrelation  p-Wert,
Expression  Chi- 0,003 0,057 0,034
mit N- Quadrat AT1+ und 0,1 AT2- und AT2- und 0,822 0,216
Kategorie nach Pear- NO N2 N2

(Cut-off 3) son
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Tabelle 15: Korrelation der membranstandigen und zytoplasmatischen AT1R- und AT2R-

Expression mit N-Kateqorie

ATI1R AT1R AT1R ATI1R AT2R AT2R AT2R AT2R
Test mem zyto mem zyto mem zyto mem zyto
Resektat Resektat  Biopsat Biopsat Resektat Resektat  Biopsat Biopsat
Korrela- p-Wert,
tion mit Chi- 0,060
N- Kate-
. Quadrat 0,393 0,482 0,193 0,266 AT2-und 0,855 0,271 0,305
gorie
(Cut-off nach N2
0) Pearson
Korrela- p-Wert,
tonmit opj. 0,058 0,03
N- Kate-
) Quadrat 0,133 AT1- 0,202 0,224 0,239 0,316 AT2- 0,915
gorie
(Cut-off nach und N2 und N2
3) Pearson

Tabelle 16: Korrelation der membranstdndigen und zytoplasmatischen Mas-Rezeptor-

Expression mit N-Kategorie

Test Mas mem Re- Mas zyto Re- Mas mem Biop- Mas zyto Biop-
es
sektat sektat sat sat
Korrelation mit p-Wert,
N- Kategorie Chi-Quadrat 0,399 0,823 0,580 0,746
(Cut-off 0) nach Pearson
Korrelation mit p-Wert,
] ) 0,038
N- Kategorie Chi-Quadrat 0,712 0,746 0,409
Mas- und N2
(Cut-off 3) nach Pearson
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4. Diskussion

4.1 Untersuchungskollektiv

Fur diese Untersuchung erfolgte eine Auswahl von 251 Patienten mit einem Magenkar-
zinom vom intestinalen Typ, welche im Zeitraum von 1995-2006 in der Charité operiert
wurden. Leider lagen vom grof3ten Teil der betroffenen Patienten keine Praparate von
Voruntersuchungen vor, bedingt durch die Tatsache, dass in der Charité vor allem die
operative Versorgung von Patienten erfolgt und Erstdiagnose und Vorbehandlung ver-
mutlich meist in anderen Einrichtungen (z.B. niedergelassener Arzt oder externes Kran-
kenhaus) erbracht wurden. Erschwerend bei der Auswahl eines geeigneten Untersu-
chungskollektives erwies sich die Beeintrachtigung des Archivs des Instituts fur Patho-
logie der Charité durch einen Wasserschaden. Hierbei war ein GrofR3teil des Archivmate-
rials aus den Jahren 2000-2002 zerstort worden und stand somit nicht mehr zur Verfu-
gung. Insgesamt konnten 35 Patientenfalle mit geeigneten Pré&paraten ausgewahlt wer-
den. In Betracht der geringen Fallzahl ist es fraglich, ob diese Untersuchung als repra-
sentativ gewertet werden kann, Rocken et al. (2005) untersuchte 58 Patientenfalle in
einer vergleichbaren Studie. Das Durchschnittsalter des Kollektivs mit 68,6 Jahren ent-
spricht der Beobachtung des World Cancer Reports 2003 (Stewart und Kleihues, 2003),
wobei der Inzidenzgipfel des Magenkarzinoms im hohen Alter erreicht wird. Der Cha-
rakterisierung von Crew et al. (2006), dass der intestinale Typ eher bei Frauen auftritt,
konnte mit einer Geschlechtsverteilung im Untersuchungskollektiv von ménnlich zu

weiblich mit 1,2:1 nicht entsprochen werden.

4.2 Relevanz der immunhistochemischen Farbung

Mit Hilfe immunhistochemischer Arbeitstechniken will man spezifische antigene Struktu-
ren in Zellen oder Zelloberflachen nachweisen und darstellen. Hierbei wird ein spezifi-
scher Antikorper mit Farbstoffen oder Markerenzymen konjugiert. Um die Sensitivitat zu
steigern, ist es ublich einen Zwischenschritt mit einem Sekundarantikorper einzufiigen,
welcher nun das gewiinschte Chromogen oder Markerenzym tragt. Die meisten heute

verwendeten immunhistochemischen Farbemethoden basieren auf der hohen Affinitat

65



von Streptavidin bzw. Avidin zu Biotin. Unterschiede der im Handel gebréduchlichen Sys-
teme beziehen sich meist auf das verwendete Chromogen. Ublich ist ein Enzymmarker
aus Meerrettichperoxidase oder alkalischer Phosphatase (AP). Die hier verwendete
LSAB-Methode (Labelled-Streptavidin-Biotin-Methode) wird in der Literatur als ein ein-
fach zu handhabendes und sehr sensitives System beschrieben (Noll und Schaub-
Kuhnen, 2000). Anféllig ist diese Methode durch die vielen Zwischenschritte, man sollte
sich deswegen um moglichst standardisierte Bedingungen bemuhen. Weitere Fehler-
guellen, welche das Farbeergebnis mindern, entstehen durch zu dicke Gewebeschnitte,
zu hohe Priméarantikorperkonzentrationen oder unzureichende Blockierung des endo-
genen Avidins, Biotins und gegebenenfalls auftretender endogener alkalischer Phos-
phatase. Durch eine hitzeinduzierte Antigendemaskierung kénnen Antikérper auch Epi-
tope erreichen, welche durch die Fixierung mit Aldehyden verdeckt wurden (Noll und
Schaub-Kuhnen, 2000). Bei der Farbung von AT1R konnte so eine deutlich verbesserte
Darstellung der Antigene erreicht werden, bei AT2R und dem Mas-Rezeptor zeigte sich
keine Steigerung der Farbequalitat. Um eventuell auftretende unspezifische Reaktionen
des Primarantikdrpers auszuschliel3en, liefen in jedem Durchgang mehrere Negativkon-
trollen mit. Unterschiede in der Intensitat der Farbereaktion kbnnen ebenfalls durch un-
gunstige Fixation und eine langere Lagerungszeit des Archivmaterials bedingt sein.
Ergebnisse immunhistochemischer Untersuchungen aus unterschiedlichen Stu-
dien lassen sich nur schwer vergleichen, was zum einen durch die Verwendung unter-
schiedlicher Antikorper, zum anderen durch die Vielzahl der erhaltlichen Farbekits und
verschiedener Farbeprotokolle bedingt wird. So gibt es Unterschiede in der Sensitivitat
und Spezifitdt mono- oder polyklonaler Antikérper. Polyklonale Antikdrper, wie sie in
dieser Arbeit verwendet wurden, sind anfallig gegentiber Kreuzreaktionen mit anderen,
ahnlichen Antigenstrukturen, reagieren aber weniger sensibel auf Veranderungen an
den Epitopen durch die Fixierung, da sie mehrere antigene Determinanten erkennen.
Kritisch kann auch die Herkunft der verwendeten Antikorper sein. In dieser Arbeit wur-
den Antikdrper benutzt, die in Partnerlaboren hergestellt und aufgereinigt wurden. Der
Grol3teil der publizierten Studien verwendet aber kommerzielle Antikérper, deren Spezi-
fitat unter Umstanden unsicher ist. Die hier angefertigten immunhistochemischen Far-
bungen von AT1R und AT2R zeugen von einer hohen Spezifitat, die AntikGrper wurden

aber bisher von keiner anderen Arbeitsgruppe verwendet.
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Rocken et al. benutzte in der vorangegangenen Studie zu AT1R und AT2R im Magen-
karzinom (Rocken et al., 2007) einen kommerziellen Antikdrper von BioTrend und den
Vectastain® ABC-AP Kit und Fast Red/Naphthol Mx (Immunotech) als Chromogen.
Hierbei wurden nur zytoplasmatische Farbereaktionen von AT1R und AT2R in Tumor-
zellen beobachtet. 20% zeigten eine positiven Nachweis fir AT1R beim intestinalen
Typ, dies ist deutlich niedriger als die 45,7% flur die positive zytoplasmatische Farbung
von AT1R bei den Resektaten in dieser Untersuchung. Rocken wies in 95% seiner un-
tersuchten Magenkarzinomfélle eine positive zytoplasmatische Reaktion fir AT2R nach,
er unterscheidet hier nicht nach den histologischen Subtypen. In dieser Studie wurden
nur bei 42,9% eine positive zytoplasmatische Farbung fir AT2R bei den Resektaten
nachgewiesen. Diese Unterschiede legen die Vermutung nahe, dass die hier verwen-
deten Antikdrper andere Epitope nachweisen, als die kommerziell erhaltlichen Antikor-

per.

4.3 Auswertung

Nach der Darstellung der entsprechenden Rezeptoren wurden die Intensitat und die
Verteilung der immunhistochemischen Farbung beurteilt. Durch Addition von Intensitét
und Verteilung konnte der IRS berechnet werden. Dies ermdglichte eine differenzierte
Bewertung der oft sehr inhomogenen Expression der jeweiligen Rezeptoren. Es wurde
bewusst ein Summenscore benutzt, da es sich hier um kategoriale Werte handelt und
eine Multiplikation eine gro3e Zahlenverteilung dieser subjektiven Daten hervorbringt,
welche féalschlicherweise eine grof3e Streuung impliziert. Da diese Methode subjektiv ist
und von der Erfahrung des Betrachters abhangt, erfolgte die Evaluation der Immunre-
aktionen an jeder Probe mindestens drei Mal und wurde anschliel3end noch einmal im
Konsens mit einem erfahrenen Facharzt fir Pathologie abgestimmt. Aufgrund der end-
gultig begrenzten und stark divergenten Datenmenge bot sich eine allgemeine statis-
tische Auswertung der gesammelten Daten aus dem Summenscore nicht an. Somit
wurde anfangs eine Korrelationsanalyse mit der einfachen Unterscheidung zwischen
gefarbten (positiv/+) und ungeféarbten (negativ/-) Tumorzellen durchgefiihrt. Die Aus-
wertung dieser kategorialen Werte erfolgte mit dem Cohens Kappa-Vergleich und Fis-
hers exaktem Test. Die Korrelation der Rezeptorexpression mit den N-Kategorien wur-
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de mit dem Chi*-Test von Pearson berpriift, da die betrachteten Merkmale nicht nur
zwei, sondern mehrere Auspragungen (NO, N1, N2, N3) aufwiesen. Die Expression der
Angiotensin II-Rezeptoren war zum Teil in der Intensitat sehr schwach oder sehr inho-
mogen verteilt. Um mogliche Fehlinterpretationen des Betrachters in ihrer Wirkung auf
das Gesamtergebnis zu minimieren, erfolgten alle statistischen Auswertungen noch
einmal. Hierbei wurden die ermittelten Daten des IRS mit einem Ergebnis von 2 als ne-
gativ gewertet (Cut-off 2). In einem nachsten Schritt wurden alle Werte mit einem Resul-

tat von 2 und 3 (Cut-off 3) als negativ gewertet.

4.4 Ergebnisse

Im Kapitel 1.6 wurde auf die evidente Beziehung zwischen dem lokalen Angiotensin II-
System und der Tumorbiologie hingewiesen. Besonders experimentelle Studien zeigten
den Einfluss von Angiotensin II-Rezeptoren auf die Tumorentwicklung durch die Steue-
rung von Neoangiogenese, der Tumorzellproliferation und der lokalen Entziindungsre-
aktion (Deshayes und Nahmias, 2005). Zur Bedeutung des lokalen Angiotensin II-Sys-
tems flr die malignen Tumore des Gastrointestinaltraktes gibt es bisher wenige Unter-
suchungen, diese erfolgten vor allem durch die Arbeitsgruppe um Professor Rocken,
Uniklinikum Kiel. Récken et al. zeigten, dass ACE lokal im Magenkarzinom exprimiert
wird und dass der Insertions-/Deletions-Polymorphismus des ACE-Gens Tumorent-
wicklung und Metastasierung beeinflusst (Rocken et al., 2005). Die lokale Expression
von AT1R und AT2R im menschlichen Magenkarzinom wurde ebenfalls durch Protein-
analyse und Immunhistochemie nachgewiesen. Die pathophysiologische Bedeutung der
ATI1R vermittelten Signale, besonders beim intestinalen Typ, weisen Rdcken et al.
durch die signifikante Korrelation zwischen AT1R-Expression und dem Vorhandensein
und der Anzahl von Lymphknotenmetastasen nach. So korreliert die positive AT1R-Ex-
pression mit der Anzahl der Lymphknotenmetastasen, dem N-Status und den UICC-
Tumorstadien (Rocken et al., 2007). Diese Beobachtungen konnten in dieser Arbeit
nicht bestatigt werden, obwohl sich auch diese Untersuchung nur auf den intestinalen
Typ des Magenkarzinoms konzentriert hat. Gerade die Ergebnisse der statistischen
Auswertung der Cut-off-3-Werte erbringen eine gegenteilige Aussage: hier korrelierte
eine verminderte Expression des AT1R signifikant mit dem Nodalstatus und die AT1R-
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positven Magenkarzinome mit der NO-Gruppe, damit wurde eine inverse Korrelation
zwischen AT1R-Status und Nodalstatus nachgewiesen. Trotz dieser gegenteiligen Be-
obachtungen muss jedoch festgehalten werden, dass erneut ein Zusammenhang zwi-
schen ATR1-Expression in Karzinomzellen und dem Nodalstatus festgestellt wurde. Da
jeweils in diesen beiden Studien unterschiedliche Antikérper eingesetzt wurden, die
entweder eine ausschliel3lich zytoplasmatische oder eine membranstandige und zyto-
plasmatische Immunreaktion aufwiesen, stellt sich die Frage, ob ein potentieller tumor-
biologischer Zusammenhang von der zellularen Lokalisation des Rezeptors abhangt.
Der statistische Vergleich der membranstandigen und zytoplasmatischen Immunreak-
tionen erbrachte in dieser Untersuchung keine signifikanten Unterschiede. Inwieweit der
Nachweis von AT1R und AT2R im Biopsat Ruckschlisse auf klinisch-pathologische
Patientencharakteristika, die am Resektat erhoben worden, zuldsst und welche Aussa-
gen damit verbunden sind, mussten weitergehende Untersuchungen mit gréf3eren Fall-
zahlen klaren.

Beim Vergleich der ermittelten AT1R-Nachweise zwischen dieser Untersuchung und
der von Roécken et al. (2007) ist ebenfalls die deutlich geringere Fallzahl von 35 zu 59
Patienten zu beachten. Aul3erdem sind die generellen Nachteile der immunhistochemi-
schen Auswertung, wie die stark begrenzte quantitative Aussage, die subjektive Be-
wertung und die schwierige Standardisierung der Arbeitsablaufe, zu bertcksichtigen. Es
wurde schon darauf hingewiesen, dass allein ein Wechsel des Antikdrpers oder der
Farbereagenzien, deutlich veranderte Ergebnisse zur Folge haben kann. Wahrend bei
der immunhistochemischen Untersuchung von Rocken et al. nur 20% der intestinalen
Magenkarzinomfélle AT1R-positiv waren, sind es bei dieser Arbeit 71% bei den Exzi-
saten und 53% bei den Biopsaten. Zu beachten ist hierbei, dass in dieser Untersuchung
sowohl zytoplasmatische und membranstandige Immunreaktionen beobachtet wurden
und nicht nur zytoplasmatische, wie in der vorhergehenden Studie. Vergleicht man die
zytoplasmatischen Nachweise miteinander, ergibt sich eine positive AT1R-Reaktion bei
den Resektaten von 45,7% und bei den Biopsien von 31,4% bei dieser Arbeit zu den 20
% bei Rocken et al. (2007). Eine differenzierte Betrachtung der Expression von AT1R in
Magenkarzinomzellen ist demzufolge notwendig, wenn AT1R als mdglicher pradiktiver
und prognostischer Marker etabliert werden soll. Beachtenswert ist die signifikante Kor-

relation zwischen AT2R-positiven Tumorzellen in den Biopsien und der Gruppe ohne
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Lymphknotenmetastasen (NO-Gruppe). Hier konnte sich ein Hinweis auf die mdgliche
protektive Rolle von AT2R andeuten. Interessant wird dies, da in dieser Arbeit die
AT2R-Expression deutlich differenzierter auftrat (71% bei den Resektaten, 66% bei den
Biopsaten) als bei der 99%igen Expression bei den intestinalen Magenkarzinomféllen
bei Rocken et al (2007). Um die von RdAcken et al. erbrachten Ergebnisse zu bestétigen,
und der Beobachtung in Bezug auf AT2R nachzugehen, sollten nachfolgende Untersu-
chungen mit deutlich gré3eren Fallzahlen erfolgen.

Hauptsachlich ging diese Untersuchung der Fragestellung nach, ob Angiotensin Il-Re-
zeptoren geeignete Biomarker fur die Pradiktion des biologischen Verhaltens eines Tu-
mors sind und ob sich dahingehende prognostische Aussagen bereits bei der Auswer-
tung von Biopsaten treffen lassen. Grundsétzlich sind folgende Probleme flr die
schlechte Prognose des Magenkarzinoms verantwortlich: Maligne Tumore des Magens
werden zu spat diagnostiziert, da eine sichere Diagnose nur mit einer Gastroskopie ge-
stellt werden kann, welche als Vorsorgeuntersuchung auf eine geringe Akzeptanz der
Patienten sto3t. Alle derzeitigen serumbasierten Biomarker haben eine zu geringe Sen-
sitivitdt, um den Krebs im kurativen Stadium zu erkennen (Rocken et al., 2008). Die An-
giotensin II-Rezeptoren sind hierbei sicherlich ungeeignet, da sie auch in gesundem
Gewebe nachweisbar sind oder in Bezug auf AT2R, bei vielen pathologischen Vorgéan-
gen verstarkt exprimiert werden. Ein weiteres Problem stellt die Einschatzung der Prog-
nose des Magenkarzinoms dar, so erfolgt die medikamentdse und chirurgische Thera-
pie vor allem organbezogen. Eine frihzeitige Einschatzung von Hochrisikogruppen wa-
re fur die Abstimmung der Therapie hilfreich.

Hier liegt eine groRe Chance fir die Detektion von Teilen des LAS als prognostischer
Biomarker. Bertcksichtigt man die Studien von Rdcken et al. (Rocken et al., 2005; R6-
cken et al. 2007), kénnten neben der Bestimmung des ACE-Genpolymorphismus, mit
dem Nachweis einer AT1R-Expression Hochrisikogruppen festgelegt werden. Die Er-
gebnisse dieser Arbeit zeigen, dass bereits eine immunhistologische Bestimmung von
AT1R und AT2R im Stadium der Voruntersuchung sinnvoll ist. Die Expression von
AT1R (Cut-off 0) korreliert signifikant in Biopsie und Exzisat. Bei der Einschatzung der
AT2R-Expression der Cut-off-0-Werte wird der Grenzbereich des Signifikanzniveaus
beruhrt, bei Cut-off 3 wird Signifikanz erreicht. Nach der Unterscheidung in membran-

standige und zytoplasmatische Expression, korrelieren auch hier Exzisat und Biopsie
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signifikant. Hierbei muss bertcksichtigt werden, dass der grél3te Teil der nicht konkor-
danten Patientenfalle von Exzisat und Biopsie bei AT1R und AT2R falsch negativ war.
Somit kann man davon ausgehen, dass bei einem positiven Nachweis in der Biopsie,
auch im verbliebenen Tumorgewebe eine Expression nachweisbar ware. Problematisch
gestaltet sich die bereits beschriebene Inhomogenitat der Expression der Angiotensin II-
Rezeptoren im Tumorgewebe. So kann man nicht sicher sein, dass bei immunnegativen
Tumorbiopsaten grundséatzlich keine Expression im Ubrigen Tumorgewebe vorliegt. Eine
Einschéatzung des biologischen Verhaltens eines Tumors sollte demnach auch andere
Parameter, wie die Bestimmung des ACE-Genpolymorphismus bericksichtigen.

Ein weiteres Aufgabenfeld ist die Etablierung weiterer pradiktiver und therapeutischer
Biomarker, so gibt es allein 200 zugelassene Medikamente im Bereich der Krebsthera-
pie und gerade einmal 6 Biomarker, die in der Pathologie zur Therapielenkung gastro-
intestinaler Tumore eingesetzt werden (Rocken et al. 2008). Sollten AT1R-Inhibitoren
als Therapiemittel etabliert werden, kommt dem Nachweis von AT1R schon im Stadium
der Voruntersuchung sowie zur weiteren Verlaufskontrolle eine grol3e Bedeutung zu.
Ebenfalls gilt zu beachten, dass die Komponenten des LAS, nachweislich bei einer
Vielzahl von malignen Tumoren, aktiv an Infiltration und Metastasierung beteiligt sind.
Somit liegt die Moglichkeit nahe, das LAS als prognostisches und therapeutisches Tar-
get zur Behandlung des Magenkarzinoms zu etablieren. Hierzu sind weiterfihrende ex-
perimentelle Studien notwendig.

Die Auswertung der Expression des Mas-Rezeptors in den Biopsien und den Exzisaten
hat keine statistischen Zusammenhange ergeben. Einzige Ausnahme bildet eine signifi-
kante Korrelation (p<0,011) zwischen einer negativen membranstandigen Mas-Rezep-
tor-Expression (Cut-Off 3) bei den Biopsien und der N2-Gruppe. Diese Beobachtung
kann man vernachlassigen, da es insgesamt nur einen positiven IRS bei Cut-off 3 gab.
Bisher sind keine experimentellen Studien zur Biologie des Mas-Rezeptors im Magen-
karzinom publiziert. Wichtig wére, zuvorderst die Mas-Rezeptor-Expression in norma-
lem und verandertem Magengewebe umfassend zu untersuchen. Eine alleinige immun-
histochemische Studie ist hier sicherlich nicht ausreichend, es sollten auch Protein- und
Genomanalysen stattfinden. Zumal die Immunreaktion fir den Mas-Rezeptor in dieser
Arbeit, im Vergleich zu AT1R und AT2R, deutlich weniger sensitiv ausfiel. Hier gilt es

weiterhin geeignete Farbeprotokolle zu validieren.
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Die Unterscheidung der Expression in membranstandig und zytoplasmatisch erbrachte
keine auffalligen statistischen Ubereinstimmungen, welche den Beobachtungen der all-
gemeinen Antigenexpression widersprechen. Der Grol3teil der beschriebenen Korrela-
tionen liegt bereits bei dem niedrigen Cut-off-Wert von 0 vor, nur bei den genannten
Einzelfallen erfolgte eine Préazisierung der statistischen Verhaltnisse durch héhere Cut-
off-Werte.

4.5 Schlussfolgerung

Der wichtigste prognostische Faktor beim Magenkarzinom ist derzeit der Nodalstatus
zum Zeitpunkt der Operation. Es gilt weitere Prognosefaktoren zu finden, die eine ge-
zieltere Bestimmung des Operationsverfahrens und einer adjuvanten oder palliativen
Chemotherapie zulassen.

Die Beteiligung des LAS an Tumorausbreitung und Metastasierung kénnte die Angio-
tensin lI-Rezeptoren zu pradiktiven und therapeutischen Zielstrukturen machen. In die-
ser Arbeit wurde untersucht, ob bereits eine immunhistochemische Untersuchung an
der Tumorbiopsie eine sichere Vorhersage tber die Expression von Angiotensin II-Re-
zeptoren im Magenkarzinom trifft. Die Expression von AT1R korrelierte signifikant in
Resektat und Biopsat. Bei AT2R bewegte sich dieser Vergleich im Grenzbereich des
Signifikanzniveaus bei Cut-off O und korrelierte signifikant bei Cut-off 3. Der immun-
histochemische Nachweis von AT1R und AT2R kann somit bereits am Biopsat und vor
der onkologischen Resektion des Tumors verlasslich erfolgen. Inwieweit die Nachweise
von AT1R und AT2R am Biopsat als prognostische und pradiktive Biomarker geeignet
sind, mussen weitergehende Studien an grof3eren Fallserien klaren.

Die Untersuchung der Expression des Mas-Rezeptors hat keine signifikanten Ergeb-
nisse erbracht. Unser Wissen Uber die Rolle des Mas-Rezeptors in der Tumorbiologie
ist noch sehr begrenzt. Aus diesem Grund sollten noch grundlegende Studien zum Ex-
pressionsverhalten des Mas-Rezeptors im Magenkarzinom erfolgen.
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5. Zusammenfassung

Das lokale Angiotensin II-System greift in tumorbiologische Prozesse wie Neoangioge-
nese, Proliferation, Metastasierung und lokale Entziindungsreaktion ein und kommt als
potentielles Therapieziel in Frage. In der vorliegenden Arbeit wurde geprift, ob die Ex-
pression der Angiotensin IlI-Rezeptoren Typ 1 und 2 sowie vom Mas-Rezeptor im Biop-
sat mit der Expression im korrespondierenden Resektat eines Magenkarzinoms korre-
liert und ob der Nachweis der Rezeptoren im Biopsat mit klinisch-pathologischen Pa-
tientencharakteristika, die am Resektat erhoben werden, korreliert. Die Studienergeb-
nisse wirden Aufschluss dartber liefern, ob das lokale Angiotensin II-System prognos-
tische und pradiktive Bedeutung fir die Behandlung des Magenkarzinoms hat.

Um die oben genannten Fragen zu beantworten, wurden aus dem Institut fir Pathologie
der Charité Berlin alle Magenkarzinomfalle vom intestinalen Typ herausgesucht, bei
denen sowohl ein Tumorbiopsat vor der onkologischen Resektion als auch ein Tumor-
resektat vorlagen. An den Tumorbiopsaten und Tumorresektaten wurden anschliel3end
mit Hilfe der Immunhistochemie die Angiotensin II-Rezeptoren Typ 1 und 2 sowie der
Mas-Rezeptor nachgewiesen und deren Expression mit klinisch-pathologischen Pa-
tientencharakteristika verglichen.

Insgesamt konnten aus 1300 Fallen mit histologisch gesichertem Magenkarzinom 35
Patienten identifiziert werden, bei denen sowohl tumorhaltige Biopsate als auch Magen-
karzinomresektate vorlagen. Die immunhistochemischen Farbungen zum Nachweis von
AT1R, AT2R und Mas-Rezeptor wurden an formalinfixiertem, paraffineingebettetem
Gewebe durchgefihrt.

Eine Expression von AT1R wurde in 25 Resektaten und in 19 Biopsaten nachgewiesen.
Eine Immunreaktion fir AT2R zeigte sich bei 25 Resektaten und 23 Biopsaten. Insge-
samt zeigten 27 Resektate und 26 Biopsate eine positive Immunreaktivitat fir den Mas-
Rezeptor. Bei allen untersuchten Rezeptoren konnte in eine membranstandige und in
eine zytoplasmatische Immunreaktion unterschieden werden.

Der Vergleich der Immunreaktion (Cut-off 0) von AT1R in Resektat und Biopsat er-
brachte eine signifikante Korrelation (p<0,02). Fir AT2R konnte eine Korrelation der
Expression (Cut-off 0) zwischen Resektat und Biopsat im Grenzbereich des Signifi-

kanzniveaus (p<0,059) festgestellt werden, bei der Auswertung der Cut-off-3-Werte
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wurde Signifikanz (p<0,01) erreicht. Der statistische Vergleich der Expression vom Mas-
Rezeptor in Resektat und Biopsat zeigte keine Ubereinstimmung.

Die Uberpriifung der Korrelation der Angiotensin IlI-Rezeptoren mit den Lymphknoten-
befunden konnte die Beobachtungen vorangegangener Studien nicht bestatigen. Zum
einen korrelierten Lymphknotenmetastasen (Cut-off 3) mit dem Fehlen einer AT1R-Ex-
pression in Resektaten (p<0,005) und Biopsaten (p<0,022), ebenfalls gab es eine signi-
fikante Beziehung zwischen einer positiven AT1R-Immunreaktion (Cut-off 3) bei den
Resektaten (p<0,003) und der NO-Gruppe. Zum anderen korrelierte der Nachweis von
AT2R in den Biopsaten (Cut-off 0: p<0,034; Cut-off 2: p<0,041; Cut-off 3: p<0,011) sig-
nifikant mit fehlenden Lymphknotenmetastasen (NO). Die statistischen Untersuchungen
wiesen einen signifikanten Zusammenhang zwischen AT1R-Nachweis und Nodalstatus
nach, wenngleich mit einer inversen Korrelation. Weitergehende Untersuchungen zu
Funktionsstatus und interzellularer Verteilung des Rezeptors sollten eine differenzierte
Betrachtung der AT1R-Expression ermdglichen. Beim statistischen Vergleich der AT2R-
Expression in den Biopsaten mit den N-Kategorien korrelierte AT2R-negativ mit N2
(Cut-off 3: p<0,034) und AT2R-positiv mit NO (Cut-off 0: p<0,029).

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass der immunhistochemische Nachweis von
AT1R und AT2R im Tumorbiopsat signifikant mit der Expression am Resektat korreliert
und prinzipiell an Hand eines Biopsates bestimmt werden kann. Inwieweit AT1R und
AT2R als prognostische und pradiktive Biomarker geeignet sind, missen weitere Stu-
dien validieren.

Die Untersuchung der Expression des Mas-Rezeptors erbrachte keine signifikanten Er-

gebnisse.
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6.2 Abkirzungsverzeichnis

ACE
ACE 2
A-LAP

Ang(1-7)
Ang Il
AP-1
AT1R
AT2R
ATIP
cGMP
DAG
DCIS
EGF
EGFR
eNOS
ERK
GDP
GTP
GERD
IGF

IL

IP3
IRS
JAK
LAS
LDL
MAP-Kinase
MCP-1

Angiotensin-Converting-Enzym
Angiotensin-Converting-Enzym 2
adipocytederived leucine aminopepti-
dase

Angiotensin(1-7)

Angiotensin Il

Aktivatorprotein 1

Angiotensin II-Rezeptor Typ 1
Angiotensin II-Rezeptor Typ 2
AT2-interagierende Proteine
zyklisches Guanosinmonophosphat
Diacylglycerol

duktales carcinoma in situ
Epidermaler Wachstumsfaktor
Epidermaler Wachtsumsfaktorrezeptor
endotheliale Stickoxidsynthase
extracellular signal - regulated kinase
Guanosindiphosphat
Guanosintriphosphat
Gastrodsophageale Refluxkrankheit
Insulin-ahnlicher Wachstumsfaktor
Interleukin

Inosittriphosphat
Immunreaktivitats-Score

Janus cytosolic protein kinase
lokales Angiotensin-System
Lipoprotein geringer Dichte
Mitogen-aktivierte Proteinkinase

monocyte chemoattractant protein-1
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MKP-1
NO
NFkB
PAI-1
PKC
PLA2
PLC
PP2A
PTPase
RAS
ROS
SHP-1
STAT

UICC
VEGF
VEGF R2
WHO
VCAM-1
Zfthep

MAP-Kinase-Phosphatase 1
Stickstoffmonoxid

nuclear factor kappa B
Plasminogenaktivator-Inhibitor-1
Proteinkinase C

Phospholipase A2

Phospholipase C

Proteinphosphatase 2A
Protein-Phosphotyrosin-Phosphatase
Renin-Angiotensin System
Sauerstoffradikale

SH2-domain containing phosphatase 1
signal transducers and activators of tran-
scription

International Union Against Cancer
vascular endothelial growth factor
VEGF —Rezeptor Typ 2
Weltgesundheitsorganisation

vascular cell adhesion molecule
zincfinger homoeo-domain enhancer

binding protein gene
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