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 Abkürzungsverzeichnis  

TILs = Tumor infiltrierende Lymphozyten 

AGÖ/M = Adenokarzinome des gastroösophagealen Übergangs und des Magens  

PD-1 = Programmed cell death protein 1 

PD-L1 = Programmed cell death 1 ligand 1 

MMR = mismatch-repair 

MSI = Mikrosatelliteninstabilität  

MSS = Mikrosatellitenstabilität 
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 Abstracts  

Abstract English 

Introduction: The interaction between the immune system and tumor tissue and its 

impact on prognosis in patients with adenocarcinoma of the gastroesophageal junction 

and stomach (AGE/S) is provoking increasing interest. This study analyzes for the first 

time the prognostic impact of tumor infiltrating lymphocytes (TILs) and checkpoint 

inhibitors in a large Caucasian cohort in patients with AGE/S. 

Methods: Tissue samples from 438 therapy naïve patients with AGE/S undergoing 

surgery between 1992 and 2004, were studied in a tissue micro array (TMA). TMAs 

were stained with antibodies against human CD3, CD4, CD8, PD-1 and PD-L1 and the 

abundancy of Tils was determined per 1mm² tumor tissue. Subsequently, the amount 

of lymphocyte infiltration was correlated to the overall survival of patients. 

Results: High infiltration with tumor infiltrating lymphocytes (CD3+, CD4+ or CD8+ TILs) 

was a prognostic marker for an increased overall survival of AGE/S patients when 

compared to individuals with low T cell count (CD3: 106.04 months vs. 64.38 months; 

p=0.002; CD4: 116.92 months vs. 56.36 months; p<0.001; CD8: 101.53 months vs. 

67.34 months; p=0.016). High infiltration with CD3+ lymphocytes was associated with 

an increased survival in multivariate analysis (HR: 0.326; p=0.023). Subgroup analyses 

revealed that the tumor stage and CD3+ TIL state were correlating strongly and could 

serve as a prognostic marker for the clinical outcome of AGE/S patients. (CD3*UICC: 

HR: 1.949; p=0.004). Thereby, the prognostic potential of a high infiltration with CD3+ 

TILs was limited to early stages of disease as long as TILs did not express PD-1.   

Conclusions: High infiltration of tumor tissue with CD3+ lymphocytes was associated 

with an increased survival of AGE/S patients. Subgroup analyses indicate that TIL 
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dependent anti-tumor immune response is only effective in gastric cancer patients in 

early stages of disease and become ineffective in later stages of disease due to an 

increased expression of the T cell exhaustion marker PD-1. 

Modifiziert nach (1) 

Abstrakt Deutsch 

Einleitung: Die Interaktion zwischen Immunsystem und Tumorgewebe sowie dessen 

prognostische Bedeutung gewinnt bei Adenokarzinomen des gastroösophagealen 

Übergangs und des Magens (AGÖ/M) zunehmend an Bedeutung. Diese Studie 

analysiert zum ersten Mal die prognostischen Auswirkungen von Tumor-infiltrierenden 

Lymphozyten (TILs) und Checkpoint-Inhibitoren in einer großen kaukasischen Kohorte 

bei Patienten mit AGÖ/ M. 

Methoden: Es wurden Gewebeproben von 438 neoadjuvant unbehandelten Patienten 

mit AGÖ/M, die zwischen 1992 und 2004 primär operativ therapiert wurden, in einem 

Tissue Micro Array (TMA) untersucht. TMAs wurden mit Antikörpern gegen 

menschliches CD3, CD4, CD8, PD-1 und PD-L1 angefärbt und die Häufigkeit von TILs 

pro 1 mm² Tumorgewebe bestimmt. Anschließend wurde das Ausmaß der 

Lymphozyteninfiltration mit dem Gesamtüberleben der Patienten korreliert. 

Ergebnisse: Eine hohe Infiltration mit Tumor-infiltrierenden Lymphozyten (CD3+, 

CD4+ oder CD8+ TILs) stellte sich als prognostischer Marker für ein erhöhtes 

Gesamtüberleben von AGÖ/M-Patienten im Vergleich zu Personen mit niedriger T-

Zellzahl (CD3: 106.04 Monate vs. 64.38 Monate; p = 0.002; CD4: 116.92 Monate vs. 

56.36 Monate; p <0,001; CD8: 101.53 Monate vs. 67.34 Monate; p = 0.016) dar. Eine 

hohe Infiltration mit CD3+- Lymphozyten war in der multivariaten Analyse mit einem 

erhöhten Überleben assoziiert (HR: 0.326; p = 0.023). Subgruppenanalysen ergaben, 
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dass das Tumorstadium und der CD3+ TIL-Zustand stark korrelierten und als 

prognostischer Marker für das klinische Outcome von AGÖ/M-Patienten dienen 

könnte. (CD3 * UICC: HR: 1.949; p = 0.004). Dabei war das prognostische Potenzial 

einer hohen Infiltration mit CD3+ TILs auf frühe Tumorstadien beschränkt und nur 

vorhanden, solang TILs kein PD-1 exprimierten. 

Schlussfolgerungen: Eine hohe Infiltration von Tumorgewebe mit CD3+ 

Lymphozyten war mit einem erhöhten Überleben von AGÖ/M- Patienten verbunden. 

Subgruppenanalysen zeigen, dass die TIL-abhängige Immunantwort gegen den 

Tumor nur bei Magenkrebspatienten in frühen Krankheitsstadien wirksam ist und in 

späteren Krankheitsstadien vermutlich aufgrund einer erhöhten Expression des T-Zell-

Erschöpfungsmarkers PD-1 unwirksam wird. 

Modifiziert nach (1) 
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 Darstellung des Forschungsstandes 

Adenokarzinome des gastroösophagealen Übergangs und des Magens (AGÖ/M) 

gelten weltweit als die dritthäufigste tumorassoziierte Todesursache (2). Es lässt sich 

jedoch ein Rückgang der Inzidenz von Magenkarzinomen beobachten, was 

hauptsächlich mit der verbesserten Diagnostik und Therapie eines der 

Hauptrisikofaktoren, der Helicobacter Pylori Infektion, im Zusammenhang zu stehen 

scheint (3). Die Inzidenz der Adenokarzinome des gastroösophagealen Übergangs 

steigt hingegen, was vornehmlich mit der Zunahme von Adipositas und der damit 

assoziierten gastroösophagealen Reflux-Erkrankung (GERD) und dem Barrett-

Ösophagus erklärt wird (4, 5). 

Bis heute ist der einzige kurative Therapieansatz bei AGÖ/M die R0 Resektion mit 

erweiterter D2-Lymphadenektomie. Durch die oftmals späte Diagnostik bei fehlender 

Frühsymptomatik ist die Prognose bei einer 5-Jahres-Überlebensrate von 30% für 

Männer und 33% für Frauen weiterhin ungünstig (6).  

Neben bekannten prognostischen Parametern, welche hier nur beispielhaft genannt 

werden sollen, wie Tumorgröße, Lymphknotenbefall und Metastasierung, Grading 

oder Resektionsstatus, sind auch immunologische und genetische Parameter 

Gegenstand aktueller Forschung in verschiedenen Tumorentitäten (6, 7). 

Die Mikrosatelliteninstabilität (MSI) ist als molekulargenetischer Parameter von 

prognostischer Bedeutung. Diese ist ein Marker für Mutationen in den Gensequenzen 

der DNA-mismatch-Reparaturproteine (MMR). Sie tritt auf, wenn das körpereigene 

DNA-Reparatur-System es nicht mehr vermag, fehlerhaft eingebaute Basen in neu 

hergestellten DNA-Strängen zu detektieren (dMMR). Ist dieses System intakt, wird von 

einer Mikrosatellitenstabilität (MSS) gesprochen (8). Ihr wird ein Zusammenhang zu 
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klinischen Parametern wie einem verbesserten Überleben von Patienten mit einem 

kolorektalen Karzinom zugesprochen (8, 9). Bisherige Daten zeigen, dass das 

Vorliegen einer Mikrosatelliteninstabilität in dieser Entität zu einem verbesserten 

Ansprechen von immuntherapeutischen Modulatoren führt (10). Der gängige 

Erklärungsansatz hierzu spricht von einer erhöhten Mutationslast bei einem 

defizienten MMR-System, was zu einer verbesserten Erkennbarkeit des Tumors für 

eine Immuntherapie zu führen scheint (10, 11). Auch bei Patienten mit 

Magenkarzinomen konnte in einer Studie von Fang et al. ein positiv prognostischer 

Effekt bezüglich des Gesamtüberlebens mit einem defizienten MMR-System assoziiert 

werden (12). 

Die prognostische Rolle des Immunsystems beziehungsweise immunologischer 

Parameter in sowohl der Tumorentstehung als auch der Tumorbekämpfung ist bislang 

nicht geklärt (13, 14). 

Einerseits entsteht im Rahmen einer Helicobacter pylori- Infektion des Magens durch 

die Invasion von Immunzellen eine chronische Inflammation, welche maßgeblich an 

der Entstehung von Adenokarzinomen des Magens beteiligt ist, was einen negativen 

Einfluss suggeriert (15). Andererseits konnte in anderen Studien eine positive Wirkung 

auf die Prognose gezeigt werden, wenn tumorinfiltrierende Lymphozyten (TILs) im 

Tumorgewebe nachgewiesen werden konnten (16-19). 

Als Parameter für intratumorale immunogene Aktivität werden TILs im Magenkarzinom 

zunehmend untersucht. Eine Meta-Analyse von 2017 fasste einen Großteil der bisher 

erhobenen Daten zum prognostischen Einfluss von TILs aus 31 Studien zusammen. 

Dabei ließ sich ableiten, dass eine hohe Infiltration mit CD3 und CD8 positive 

Lymphozyten das Gesamtüberleben signifikant verbesserten, während dieser Effekt 

sich nicht für CD4 positive Lymphozyten darstellen ließ (20). Nur vier von diesen 31 
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Studien untersuchten dabei kaukasische Patienten, dabei lag die maximale 

Patientenzahl bei 103. Von diesen vier Studien bezogen sich zwei auf den 

Zusammenhang zwischen Mikrosatelliteninstabilität und TILs im Allgemeinen. Die 

verbleibenden zwei Studien konnten keinen positiv prognostischen Effekt von CD3 

oder CD8 positiven Lymphozyten auf das Überleben in kaukasischen Patienten 

darstellen. Keine der Studien untersuchte den Einfluss von CD4+ Lymphozyten (20). 

Alle übrigen von den 31 einbezogenen Studien untersuchten Kohorten mit Patienten 

asiatischen Ursprungs. In einigen von diesen ließ sich ein positiv prognostischer Effekt 

von TILs darstellen (21).  

Daraus lässt sich schließen, dass der Einfluss von TILs in kaukasischen Patienten 

bislang nicht ausreichend untersucht wurde.    

Als weiterer molekularer Parameter werden aktuell der Checkpoint-Rezeptor PD-1 und 

sein Ligand PD-L1, welche an der Herunterregulierung der T-Lymphozyten beteiligt 

sind, untersucht (22, 23). PD-L1 ist physiologisch auf verschiedenen Körperzellen, wie 

beispielsweise Endothelzellen, Muskelzellen oder Hepatozyten zu finden und wird auf 

soliden Tumoren wie auch auf hämatopoetischen neoplastischen Zellen 

überexprimiert (23). PD-1 hingegen findet sich vornehmlich auf T-Lymphozyten, 

Makrophagen und Mastzellen (24). Die Interaktion von Rezeptor (PD-1) und Ligand 

(PD-L1) führt zu einer Verminderung der T-Zell-Aktivierung, welche dem Tumor zur 

Immunevasion verhilft (23). Um dies zu verhindern, wurden Checkpoint-Inhibitoren wie 

der PD-1 Inhibitor Pembrolizumab entwickelt, welche diese Checkpoint-Proteine 

blockieren. Diese Medikamente werden immer mehr zum Hoffnungsträger in mehreren 

Tumorentitäten in der aktuellen Tumortherapie (25-28). 
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Hinsichtlich des prognostischen Effektes auf das Gesamtüberleben von Patienten 

wurden in verschiedenen Tumorentitäten verschiedene Effekte beobachtet. Während 

Darb-Esfahani et al. einen positiv prognostischen Effekt einer hohen Expression von 

PD-1 und PD-L1 sowohl in Tumorzellen als auch in Lymphozyten zeigen konnten, 

wurde durch Thompson et al. der gegenteilige Effekt dargestellt (29, 30). Zudem 

konnte von Böger et al. im Magenkarzinom in einer Kohorte kaukasischer Patienten 

ein positiver Effekt auf das Gesamtüberleben bei erhöhter PD-L1 Expression 

nachgewiesen werden (31). Der gleiche Einfluss einer PD-L1 Expression ließ sich 

auch von Wu et al. darstellen (32). 

Als prognostischer Marker bezüglich der Effektivität der Checkpoint-Inhibitoren wird 

derzeit vornehmlich die PD-L1 Expression der Studienteilnehmer untersucht (28).  

Auch die Interaktion zwischen TILs und der Checkpoint-Proteine PD-1 und PD-L1 

sowie deren Einfluss auf das Ansprechen von Patienten auf Immuntherapie ist derzeit 

Gegenstand der Forschung (33). (1)  
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 Vertiefte Schilderung der Methodik 

Patientenkollektiv 

Für diese Studie wurden klinische Daten von 438 Patienten mit AGÖ/M retrospektiv 

erhoben. Es handelte sich dabei um Patienten mit Tumoren aller UICC Stadien mit und 

ohne Fern- und Lymphknotenmetastasierung sowie venöser und lymphatischer 

Infiltration, die zwischen 1992 und 2004 in der Charité - Universitätsmedizin Berlin, 

Charité Campus Buch, primär alleinig operativ behandelt wurden. 

Das Gesamtüberleben wurde als Zeit von der Diagnose bis zum Tod oder dem letzten 

Follow-up definiert. Die Patientendaten und Follow-up-Informationen wurden aus der 

Patientenmanagementsoftware (SAP®) und dem regionalen Krebsregister 

(„Gemeinsames Krebsregister“) extrahiert. (1)  

Genehmigung und Datenschutz 

Die Studie wurde von der Ethikkomission der Charité (EA4 / 115/10) genehmigt und 

entsprechend durchgeführt. Die „Satzung der Charité – Universitätsmedizin Berlin zur 

Sicherung Guter Wissenschaftlicher Praxis“ und die Bestimmungen des Berliner 

Datenschutzgesetzes wurden eingehalten. (1)  

Gewebeproben 

Für diese Studie konnten insgesamt 438 in Paraffin gebettete Tumorproben von 

Patienten, die ohne vorherige, neoadjuvante Therapie an der Charité operiert wurden 

aus dem Archiv des Instituts für Pathologie der Charité gewonnen werden. Die 

Gewebeproben wurden im Anschluss von einem Pathologen mit besonderem 

Schwerpunkt auf gastrointestinaler Pathologie (Dr. Moritz von Winterfeld, Institut für 

Pathologie, Charité Berlin) im Hinblick auf Tumorgröße, Invasionstiefe und 

Tumorinvasion von Venen oder Lymphgefäßen morphologisch klassifiziert. Dabei 
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richtete sich das Augenmerk vor allem auf die postoperative histologische Diagnose, 

das Tumorstadium und auf das Grading. Zudem erfolgte eine erneute Einstufung unter 

Verwendung der Laurén- und Ming-Klassifikation. (1)  

Tissuemicroarray und Immunhistochemie 

Die vorliegenden Gewebeproben wurden anschließend mit Hämatoxylin und Eosin 

angefärbt, um diese auf repräsentative Bereiche mit soliden Tumoranteilen zu 

untersuchen. Aus jeder der 438 verfügbaren Proben wurden jeweils zwei 

Gewebestanzen („Cores“) mit einem Durchmesser von einem Millimeter gestanzt und 

auf einen Paraffinblock übertragen (= Tissuemicroarray, kurz TMA). Anschließend 

erfolgte das Einschmelzen des Paraffinblocks sowie das Anfertigen von jeweils vier- 

Mikrometer- dicken Schnitten aus jedem TMA-Block. Es wurde eine weitere 

Hämatoxylin- und Eosin-Färbung an den TMA-Schnitten durchgeführt, um erneut 

zwischen Tumor- und Nicht-Tumorgewebe differenzieren zu können. 

Die 438 Proben wurden jeweils auf CD3, CD4 und CD8 mittels des 

„Immunohistochemistry Leica® BOND™“ System, einem vollautomatischen 

Färbesystem mit vorgegebenem Anfärbeprotokoll, angefärbt. Dabei wurden folgende 

monoklonale Maus-Antikörper verwendet, jeweils in einer 1:100-Konzentration: CD3 

(Klon LN10) (Bestellnummer NCL-L-CD3-565, Novocastra®), CD8 (C8 / 144B, 

Bestellnummer M7103, DAKO®), CD4 (4B12, Bestellnummer CD4-368-LC, 

Novocastra®).  

Die gleiche Technik wurde für die PD-1 bzw. PD-L1 Expression genutzt. Es wurden 

folgende Antikörper genutzt: PD-L1: (Anti-PD-L1-Antikörper Cell Signaling 

Technologies, Danvers, USA, Klon E1L3N, Konzentration 1: 200), PD-1: (PD-1-

Antikörper Epitomics-Klon EP239 Burlingame, Kalifornien, Konzentration 1: 100). 
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Um die Mikrosatelliteninstabilität zu untersuchen wurde eine immunhistochemische 

Anfärbung mit einem weiteren automatisierten Färbesystem (BenchMark Ultra, Roche 

Ventana, Deutschland) durchgeführt. Hierbei wurden folgende Antikörper verwendet: 

(alle Roche Ventana) MLH1 (Klon M1), PMS2 (Klon EPR3947), MSH2 (Klon G219-

1129) und MSH6 (Klon 44). 

Für die Analysen wurden nur TMAs berücksichtigt, die repräsentative Tumorschnitte 

enthielten (Abbildung 1,2). Alle TMAs wurden von M. Pötzsch und Dr. med. C. Treese 

ausgewertet, die für die klinischen Informationen der Patienten verblindet waren. Nach 

der Aufbereitung und Anfärbung wurden die TMAs in einem Hauptgesichtsfeld (high 

power field) mit zwei Cores pro Gewebeprobe visualisiert und durch Auszählung 

ausgewertet. Der Durchschnitt der positiv angefärbten Zellen wurde pro 

Quadratmillimeter berechnet. Kontroverse Fälle mit abweichenden Ergebnissen 

wurden wechselseitig diskutiert, dies war in 62 Fällen für CD3, in 35 Fällen für CD4 

und in 28 Fällen für CD8+ Lymphozyten nötig. Die Auswertung der PD-1 und PD-L1 

Expression wurde von der Pathologin Prof. Dr. med. K. Jöhrens vorgenommen, dabei 

wurde zwischen Expression in Tumorzellen und Immunzellen unterschieden. (1)  

Statistik 

Die statistischen Analysen wurden mit der IBM SPSS-Software Version 24 

durchgeführt. TILs wurden in „hoch“ und „niedrig“ gruppiert, wobei der Median und 

nicht der Mittelwert als Cutoff-Wert verwendet wurde, da die Zellzahlen nicht 

normalverteilt vorlagen. Zur Gruppierung von PD-1 und PD-L1 wurde eine Expression 

von über bzw. unter 1% als Cutoff verwendet. Quantitative Werte wurden mit mittlerer 

Standardabweichung, Median oder als Bereich und kategorische Werte mit absoluten 

und relativen Häufigkeiten (Anzahl und Prozent) ausgedrückt. Das Gesamtüberleben 

wurde mittels Überlebenszeitanalyse als Kaplan-Meier-Kurve ausgewertet. Die 
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Korrelationen von CD3+-, CD8+- und CD4+- Dichte und Tumorgröße, Fern- und 

Lymphknotenmetastasierung, venöse und lymphatische Infiltration, Laurén- und Ming-

Klassifikation, Grading und UICC-Klassifikation wurden mittels Chi-Quadrat-Tests 

analysiert. Zur Beurteilung der statistischen Signifikanz wurden univariate 

Überlebensanalysen nach der Kaplan-Meier-Methode unter Verwendung des Log-

Rank-Tests durchgeführt. Für multivariate Analysen wurde ein Cox-Regressions-

Modell in einer schrittweisen Vorwärts- / Rückwärtsanalyse erstellt, dabei wurde ein p-

Wert von <0.05 als signifikant gewertet.  In Absprache mit einer Statistikerin der 

Charité (Andrea Stroux) wurden zudem Wechselwirkungsanalysen durchgeführt, um 

etwaige (statistische) Interaktionen zwischen verschiedenen analysierten Parametern 

aufzudecken. Aufgrund einer hohen Korrelation zwischen CD3+, CD4+ und CD8+ TILs 

wurde jeder dieser Immunmarker in eigenständigen Cox-Regressions-Modellen 

analysiert. 

Bei der Durchführung von multivariaten Analysen mussten Referenzkategorien für die 

einzelnen Parameter festgesetzt werden. Als Referenzkategorie für den TIL- Status 

wurde eine niedrige CD3+-, CD4+- oder CD8+- Lymphozyteninfiltration festgesetzt. Für 

Wechselwirkungsanalysen zwischen der CD3+-, CD4+ - und CD8+-

Lymphozyteninfiltration und dem UICC-Stadium wurde eine niedrige Infiltration und 

das UICC-Stadium I und II als Referenzkategorie verwendet (detaillierte 

Referenzkategorien siehe Tabellenbeschreibungen). 

Die Empfehlungen für prognostische Tumormarker-Studien (REMARK) wurden für 

diese Studie angewendet, sofern durchführbar (34). (1)  
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Abbildung 1: Immunohistologische Anfärbung auf CD3+, CD4+ und CD8+ Lymphozyten in 400facher 
Vergrößerung. Die Tumorproben wurden jeweils in einen hohen bzw. niedrigen CD3, CD4 oder CD8 positiven 
Infiltrationsstatus mittels Medians gruppiert. Quelle: Literaturverzeichnis – Punkt Nr. (1).  
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Abbildung 2: Immunhistochemische Färbung auf PD-1 and PD-L1 Expression in Tumorzellen und TILs in 
400facher(b,d,e) and 20facher (a,c,f)  Vergrößerung. Die Tumorproben wurden in negativ und positiv mit einem 
Cutoff von über >1% Expression eingeteilt. Quelle: Literaturverzeichnis – Punkt Nr. (1).  
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 Wesentliche neue Ergebnisse 

Klinische Merkmale 

Insgesamt konnten 438 Patienten retrospektiv in die Studie eingeschlossen werden 

(weiblich = 178, Durchschnittsalter = 62 Jahre) (95% CI: 60.97-63.15 Jahre). Diese 

waren über alle Tumorstadien verteilt (UICC I = 162; UICC II = 111; UICC III = 50; 

UICC IV = 115 Patienten). Daten zur lymphatischen Infiltration lagen in 363 Fällen vor 

und 213 davon zeigten einen L1-Status (48,7%). Informationen zur venösen Infiltration 

lagen in 353 Fällen vor, 120 Patienten wurden als V1-Status eingestuft (27,4%). 

Bezüglich des Resektionsrandes wurden 300 Fälle als R0, 22 als R1 und einer als R2 

kategorisiert. In 115 Fällen wurde eine palliative Tumorresektion durchgeführt. Für 

diese Palliativfälle musste eine Zensur mittels multivariater Confounder-Analyse 

durchgeführt werden, da der operative Eingriff nicht kurativ durchgeführt wurde und 

somit die Ergebnisse verfälscht hätte. 

Die mittlere Nachbeobachtungszeit betrug 121,7 Monate (95% CI: 113,9 - 129,5 

Monate) und 291 Patienten (66,4%) starben während dieser Zeit, 225 (51,4%) davon 

tumorassoziiert. Das 5-Jahres-Gesamtüberleben betrug 38,1%, das 5-Jahres-

tumorassoziierte Überleben 45,4%. Alle Patientencharakteristika sind in Tabelle 1 

zusammengefasst. (1)  

Morphologische Eigenschaften 

Die Tumorklassifikation und der morphologische Status der Tumorproben wurden 

anhand dem Grading und der Laurén- und Ming-Klassifikation bewertet. 

Tumorgrading: G1 bei 8 (1,8%), G2 bei 116 (26,5%) und G3 bei 311 Patienten (71,0%), 

drei waren nicht klassifiziert (0,7%). Die Tumorklassifikation nach Laurén war bei 176 

(40,2%) vom intestinalen Typ, bei 201 (45,9%) vom diffusen Typ und bei 58 Patienten 



Wesentliche neue Ergebnisse 

18 

 

(13,2%) vom gemischten Typ, drei Fälle waren nicht klassifiziert (0,7%). Die 

Tumorklassifikation nach Ming war bei 172 (39,3%) expansiv, bei 259 (59,1%) infiltrativ 

und bei sieben Patienten (1,6%) nicht klassifiziert. (1)  

Lokalisation 

Die Tumore wurden zu 84,9% (n = 372) im Magen und zu 15,1% am 

gastroösophagealen Übergang (n = 66) lokalisiert. Die Verteilung über die 

Tumorstadien stellte sich als gleichmäßig dar (AGÖ: UICC I/ II: 24,9% und III/ V: 

22,9%; p = 0,107). Die Lokalisation hatte keinen Einfluss auf das mittlere 

Gesamtüberleben (AGÖ: 80,1 vs. Magen 84,0 Monate; p = 0,799). Zudem fand sich 

eine signifikante Assoziation von CD3+ TILs und Gesamtüberleben lediglich in 

Adenokarzinomen des Magens (AGÖ: CD3 niedrig: 74,1 vs. hoch: 109,1 Monate (p = 

0,276); Magen: CD3 niedrig: 63,3 vs. hoch: 104,7 Monate (p = 0,004)). Der negative 

prognostische Effekt der PD-1-Expression in TILs konnte ebenfalls nur in der 

Patientensubgruppe mit Magentumoren gezeigt werden (AEG: PD-1 in TIL negativ: 

65,5 vs. positiv: 70,0 Monate (p = 0,636); Magen: PD-1 in TIL negativ: 98,9 vs. positiv: 

54,3 Monate (p < 0,001) (siehe Abbildung 4e)). (1)  

MMR-Status 

Nach der immunhistochemischen Anfärbung auf MLH1, PMS2, MSH2 und MSH6 

zeigten 45 Patienten (10,3%) ein defizientes DNA mismatch-repair (dMMR) System, 

während 338 (77,2%) ein intaktes DNA mismatch-repair hatten (pMMR), bei 55 

Patienten (12,6%) war der MSI-Status nicht auswertbar. Das mittlere 

Gesamtüberleben betrug 47,22 Monate bei dMMR Patienten und 79,78 Monate bei 

pMMR Patienten (p = 0,025). In dieser AGÖ/M - Kohorte wurden MSI-Patienten in 

höheren Tumorstadien diagnostiziert als Patienten ohne mismatch-repair Defizienz 
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((dMMR: T1/ T2: 40% T3/ T4: 60% vs. pMMR: T1/ T2: 62%, T3/ T4: 38%) (p = 0,032)). 

Tumorstadien-assoziierte Gesamtüberlebensanalysen zeigten keine signifikanten 

Unterschiede im Überleben von dMMR und pMMR-Patienten. (1)  

CD3-, CD4- und CD8-Expression 

Um den prognostischen Wert von TILs zu bestimmen, wurde die Expression von CD3, 

CD4 und CD8 in TILs im Tumorgewebe, jedoch nicht im nicht-neoplastischen Magen- 

und Ösophagusepithel analysiert. Von 438 Proben waren 343 CD3-, 335 CD4- und 

344 CD8-gefärbte Proben für die Analyse auswertbar. Beispiele der analysierten 

immunhistochemischen Färbung sind in Abbildung 1 gezeigt. 

Die durchschnittliche Anzahl von TILs / mm² war wie folgt: CD3+-TIL-Infiltration: 

niedrig: 122 vs. hoch: 513; CD4+-TIL-Infiltration: niedrig: 30 vs. hoch: 251; CD8+-TIL-

Infiltration: niedrig: 74 vs. hoch: 360. Die CD3+- Lymphozyteninfiltration korrelierte 

signifikant mit der CD4+ und CD8+ Infiltration (jeweils p <0.001). 

Patienten mit einer hohen CD3+- Lymphozyteninfiltration zeigten ein signifikant 

erhöhtes Gesamtüberleben im Vergleich zu Patienten mit einer niedrigen Infiltration 

(CD3: 106.04 Monate vs. 64.38 Monate; p = 0.002). Der gleiche Effekt konnte für CD4+ 

und CD8+ TILs festgestellt werden (CD4: 116.91 Monate vs. 56.36 Monate; p <0.001; 

CD8: 101.53 Monate vs. 67.34 Monate; p = 0.016) (siehe Abbildung 4a). 

In den durchgeführten Subgruppenanalysen zeigte sich, dass die positiven 

prognostischen Effekte der TIL-Infiltration auf das UICC-Stadium I beschränkt waren. 

In höheren Tumorstadien waren diese Effekte nicht mehr nachweisbar oder sogar 

umgekehrt (UICC-Stadium III) (siehe Tabelle 2, Abbildung 4c). 

Um Störfaktoren sowie Wechselwirkungen innerhalb der Parameter zu erkennen, 

wurde sowohl eine multivariate als auch eine Wechselwirkungsanalyse mit allen 
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Parametern durchgeführt, die sich in der univariaten Analyse als statistisch signifikant 

herausstellten. Aufgrund der hohen Korrelation der CD3+-, CD4+- und CD8+-

Lymphozyteninfiltration wurden diese Parameter jeweils in separaten Cox-

Regressionsmodellen analysiert. Die Analyse zeigte, dass ein Zustand hoher CD3-

Infiltration (CD3: HR: 0.326; p = 0.023) sowie die Wechselwirkung zwischen CD3+ -

Infiltrationszustand und UICC-Stadium unabhängige, prognostische Faktoren sind 

(CD3 * UICC: HR: 1.949; p = 0.004). Die entsprechenden Cox-Regressionsmodelle für 

eine hohe CD4- und CD8-Infiltration zeigten keine Signifikanz für CD4+ - oder CD8+ -

Zellen oder eine signifikante Wechselwirkung mit dem Tumorstadium nach UICC 

(CD8: HR: 0,748; p = 0,570; CD4: 0,391; p = 0,065; CD8 * UICC: HR: 1,113; p = 0,659). 

Die Wechselwirkung zwischen CD4+ -Lymphozyten und dem UICC-Stadium erreichte 

nur in der Rückwärtsanalyse, nicht aber in der Vorwärtsanalyse statistische Signifikanz 

(CD4 * UICC: HR: 1.607; p = 0.044). In der statistischen Vorwärtsanalyse werden 

sukzessiv alle unabhängigen, signifikanten Faktoren in das Modell einbezogen, 

während in der Rückwärtsanalyse sukzessiv alle ausgewählten Faktoren 

herausgerechnet werden. Daher kann es vorkommen, dass auch andere Faktoren 

durch diese Analyse im Modell bestehen bleiben. Dementsprechend ist statistisch die 

Vorwärtsanalyse als die genauere Analyse zu betrachten, während die 

Rückwärtsanalyse eher als Kontrollfunktion der Vorwärtsanalyse zu sehen ist.  Alle 

Ergebnisse der univariaten und multivariaten Analyse sind in den Tabellen 3, 4 und 5 

dargestellt. (1)  

PD-L1- und PD-1-Expression 

Die PD-L1- und PD-1-Expression wurde in Tumorzellen und in TILs analysiert. In 328 

Fällen (74,9%) konnte die Färbung bewertet werden. Abhängig von der Anwesenheit 
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oder Abwesenheit von PD-L1 und PD-1 wurden die Befunde in Lymphozyten und 

Tumorzellen in zwei Gruppen unterteilt: PD-L1 und PD-1 positiv und negativ. 

PD-1 

In dieser Studie konnte bei Tumoren von Patienten ohne PD-1-Expression in TILs ein 

signifikant erhöhtes mittleres Gesamtüberleben gezeigt werden: PD-1 negativ: 95.07 

Monate vs. positiv: 56.51 Monate; p = 0,001 (Abbildung 4b). Die PD-1-Expression 

korrelierte stark mit der Infiltration von CD3+ TILs. PD-1-positive TILs waren in 39.0% 

(n = 60) der Tumoren mit niedriger CD3+-Lymphozyteninfiltration und in 63.9% (n = 92) 

mit hoher Infiltration (p <0.001) nachweisbar. Die oben beschriebene protektive 

Wirkung einer hohen CD3-Lymphozyteninfiltration war zwar bei Patienten mit PD-1-

Expression in TILs nicht nachweisbar, war keine PD-1-Expression vorhanden, trat 

dieser Effekt jedoch wieder auf (PD-1 positiv: CD3 hoch vs. niedrig: 53.7 vs. 59.8 

Monate; p = 0.714; PD-1 negativ: CD3 hoch vs. niedrig: 132.6 vs. 65.9 Monate; p = 

0.001) (Abbildung 4d). Die PD-1-Expression in TILs war über die UICC-Tumorstadien 

hinweg größtenteils gleichmäßig verteilt (UICC I: 41.1%, UICC II 47.3%, UICC III 

64.4%, UICC IV 51.2%; p = 0.066). 

Eine Expression des Checkpoint-Proteins PD-1 in Tumorzellen konnte nur in 

Gewebeproben im UICC I Stadium nachgewiesen werden (Abbildung 3). Hohe 

signifikante Unterschiede im Gesamtüberleben zwischen PD-1-positiven und -

negativen Tumoren wurden daher ehestens durch diese unausgeglichene Verteilung 

über die Tumorstadien hinweg verursacht: PD-1: negativ: 58.96 Monate vs. positiv: 

175.79 Monate; p = <0,001). Auch in dieser Kohorte wiesen Patienten in frühen 

Tumorstadien ein verbessertes Gesamtüberleben auf. Die positive prognostische 

Wirkung von CD3 wurde durch die PD-L1-Expression in Tumorzellen nicht beeinflusst. 
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Aufgrund der starken Korrelation zu UICC-Stadien wurde die PD-1-Expression in 

Tumorzellen von den multivariaten Analysen ausgeschlossen. 

PD-L1 

Die Expression von PD-L1 in TILs zeigte keinen Einfluss auf das Gesamtüberleben 

(p= 0.428). Die PD-L1-Expression in Tumorzellen war mit einem signifikant höheren 

Gesamtüberleben verbunden: 119.56 Monate vs. 68.23 Monate; p = 0.003. In 6.3% 

(n= 10) der Tumoren mit niedriger CD3+- Lymphozyteninfiltration konnten PD-L1 

positive Tumorzellen nachgewiesen werden, in 17.2% (n=25) bei hoher Infiltration 

(p<0.003). Dabei ließ sich keine Assoziation der prognostischen Wirkung von CD3 

mit der PD-L1- Expression in Tumorzellen feststellen. Allerdings war die Anzahl der 

PD-L1-positiven Tumorzellen im UICC I-Stadium signifikant erhöht (UICC I: 25.7%, 

UICC II: 6.3%, UICC III 6.5%, UICC IV 4.8%; p <0,0001). Die PD-L1-Expression in 

Tumorzellen hatte in der stadienabhängigen Subgruppenanalyse in keinem UICC-

Stadium einen Einfluss auf das Gesamtüberleben. Alle Ergebnisse der univariaten 

und multivariaten Analyse sind in den Tabellen 3,4 und 5 dargestellt. (1)  
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Demographic 

No. of  
Patients  

(N = 438) % 

Age 
≤ 62 years 
> 62 years 

 
214 
224 

 
48.9 
51.1 

Sex 
Female 
Male 

 
178 
260 

 
40.6 
59.4 

Localization   

AEG 
Gastric 

66 
372 

15.1 
84.9 

UICC  
pI 
pII 
pIII 
pIV 

 
162 
111 
50 
115 

 
37.0 
25.3 
11.4 
26.3 

R 
R0 
R1 
R2 
Palliative 

 
300 
22 
1 

115 

 
68.6 
5.0 
0.2 
26.3 

Lymphatic Infiltration 
L0 
L1 
Unknown  

 
150 
213 
75 

 
34.2 
48.6 
17.2 

Venous Infiltration 
V0 
V1 
Unknown 

 
233 
120 
85 

 
53.2 
27.4 
19.4 

Lauren 
Intestinal 
Diffuse 
Mixed  
Unknown 

 
176 
201 
58 
3 

 
40.2 
45.9 
13.2 
0.7 

Ming 
Expansive 
Infiltrative 
Unknown 

 
172 
259 

7 

 
39.3 
59.1 
1.6 

Grading  
G1 
G2 
G3 
Unknown 

 
8 

116 
311 

3 

 
1.8 
26.5 
71.0 
0.7 

MMR 
dMMR 
pMMR 
Unknown 

 
45 
338 
55 

 
10.3 
77.2 
12.6 

 

Tabelle 1: Patientencharakteristika. Quelle: Literaturverzeichnis – Punkt Nr. (1), Supplement.  
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  TIL high TIL low  

    OS (Month) OS (Month) p 

CD3         

  UICC I 176.54 108.17 0.001 

  UICC II 57.77 79.86 0.341 

  UICC III 16.88 43.24 0.008 

  UICC IV 8.05 11.94 0.221 

  All 106.04 64.38 0.002 

CD4     

 UICC I 170.72 116.83 0.022 

 UICC II 59.14 64.76 0.306 

 UICC III 16.82 36.44 0.038 

 UICC IV 8.05 11.94 0.221 

 All 116.91 56.36 <0.001 

CD8         

  UICC I 168.74 118.41 0.042 

  UICC II 60.12 78.55 0.508 

  UICC III 26.0 28.15 0.644 

  UICC IV 9.9 11.33 0.789 
  All 101.53 67.34 0.016 

 

Tabelle 2: Subgruppenanalyse: Gesamtüberleben in Monaten im Zusammenhang zwischen TIL Infiltration 
und dem UICC Stadium. Tumorproben wurden in niedrige oder hohe Infiltration mit CD3+, CD4+ oder CD8+ 
TILs mittels Medians unterteilt. Unterschiede im Gesamtüberleben wurden durch die Kaplan-Meier-Methode 
mittels Log-rank-Test dargestellt. Quelle: Literaturverzeichnis – Punkt Nr. (1). 

 

 

Abbildung 3: PD-L1 und PD-1 Expression in verschiedenen UICC Stadien (blau= negative Expression, rot= 
positive Expression); A: PD-1 in Tumorzellen, B: PD-L1 in Tumorzellen, C: PD-1 in Immunzellen, D: PD-L1 in 
Immunzellen. Quelle: Selbst erstellte Grafik durch M. Pötzsch. 
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Univariate 

 

Multiple Cox Regression (after 
forward/[backward] selection) 

Clinical Factor 
Mean 

Survival 
 

CI p 
 

HR 
 

CI 
 
p 

Total patients 83.78  
 

74.7-92.86      

Age 
≤ 62 years 
> 62 years 

 
97.85 
65.86 

 
84.97-110.72 
54.51-77.2 

 
<0.001 

  
1.027 
1.025‡ 

 
1.009-1.046 
1.007-1.043 

 
0.004 
0.006 

Sex 
Female 
Male 

 
96.82 
72.92 

 
81.88-111.76 
62.09-83.75 

 
<0.005 

  
0.790 

 
0.540-1.154 

 
0.222 

UICC stage 
UICC I 
UICC II 
UICC III 
UICC IV 

 
154.83 
70.16 
26.65 
10.97 

 
140.48-169.18 
56.53-83.79 
16.61-36.68 
8.93-12 

 
<0.001 

  
2.484 
2.339‡ 

 
1.964-3.142 
1.839-2.976 

 
<0.001 
<0.001 
 
 

R 
R0 
R1 
R2 

 
116.82 
23.91 
7.0 

 
105.42-128.22 
8.53-39.28 
7.0-7.0 

 
<0.001 

  
2.399 
2.394‡ 

 
1.318-4.369 
1.329-4.313 

 
0.004 
0.004 

Lauren 
Intestinal  
Diffuse  
Mixed 

 
95.96 
69.83 
69.34 

 
82.01-109.91 
56.78-82.86 
51.39-87.4 

 
0.002 

  
1.182 

 
0.913-1.530 

 
0.205 

MSI  
Positive  
Negative 

 
47.22 
79.78 

 
28.16-66.28 
70.15-89.39 

 
0.025 

  
0.953 

 
0.552-1.646 

 
0.864 

CD3 
High  
Low 

 
106.04 
64.38 

 
90.73-121.34 
53.43-75.32 

 
0.002 

  
0.315 
[0.326‡ 

 
0.109-0.908 
0.124-0.858 

 
0.032 
0.023] 

CD8 
High 
Low 

 
101.53 
67.34 

 
86.49-116.56 
55.8-78.97 

 
0.016 

    

CD4 
High 
Low 

 
116.92 
56.36 

 
101.16-132.67 
78.95-100.08 

 
<0.001 

    

PD-L1 
- Immune Cells 

Positive  
Negative 

- Tumor Cells 
Positive 
Negative 

 
 
63.03 
83.25 
 
119.56 
68.23 

 
 
49.19-76.86 
71.29-95.21 
 
90.57-148.56 
59.05-77.53 

 
 
0.428 
 
 
0.003 

  
 
 
 
 
0.848 

 
 
 
 
 
0.474-1.519 

 
 
 
 
 
0.580 

PD-1 
- Immune Cells 

Positive  
Negative 

- Tumor Cells 
Positive 
Negative 

 
 
56.51 
95.07 
 
175.79 
58.96 

 
 
45.99-67.02 
80.32-109.82 
 
152.29-199.28 
50.78-67.13 

 
 
0.001 
 
 
<0.001 

  
 
0.925 

 
 
0.552-1.552 

 
 
0.768 

UICC*CD3      
1.683 
[1.949‡ 

 
1.039-2.725 
1.242-3.059 

 
0.034 
0.004] 

PD-1*CD3      
1.556 
1.522‡ 

 
0.690-3.508 
1.065-2.174 

 
0.286 
0.021 
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Tabelle 3: Univariate und multivariate Überlebensanalysen einschließlich CD3, CD4, CD8-positive 
Lymphozyteninfiltration und PD-1 und PD-L1 Expression. 

CI: Konfidenzintervall; HR: Hazard Ratio. TILs wurden durch einen medianen Cutoff in hoch oder niedrig 
gruppiert. Das mittlere Überleben wird in Monaten des Überlebens angegeben. Alle für die univariate Analyse 
signifikanten Faktoren wurden in einem multivariaten Cox-Regressionsmodell analysiert. Die Referenzkategorien 
für die multivariate Analyse sind „niedrige Infiltration" für CD3, CD4 und CD8, „niedrige CD3-Infiltration und UICC I 
+ II" für die Wechselwirkung zwischen CD3- und UICC-Stadium, „niedrige CD3-Infiltration und PD-1 Expression 
negativ” für die Wechselwirkung zwischen PD-1 Expression und CD3, „Patientenalter <62 Jahre" für Alter, 
„männlich" für Geschlecht, „positiv" für den MSI-Zustand, „UICC I" für das UICC-Stadium, „R0" für R, „negativ" für 
PD-1 und PD-L1 und „intestinaler Typ" für die Laurén-Klassifikation. Die Infiltration von CD8 und CD4* TIL sowie 
die Infiltration von PD-1 in Tumorzellen wurden aufgrund der hohen statistischen Korrelation von der multivariaten 
Analyse ausgeschlossen. Quelle: Literaturverzeichnis – Punkt Nr. (1).  
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Abbildung 4: a) Gesamtüberleben in Abhängigkeit von hohem CD3-positiven Lymphozytengehalt. b) 
Gesamtüberleben in Abhängigkeit von der PD-1 Expression in Tumor infiltrierenden Lymphozyten. c) 
Gesamtüberleben in Abhängigkeit von CD3-positiven Lymphozyten und dem UICC-Stadium. d) Gesamtüberleben 
in Abhängigkeit von PD-1 Expression in Tumor infiltrierenden Lymphozyten und CD3-positiven Lymphozyten e) 
Gesamtüberleben in Abhängigkeit von der PD-1-Expression in Tumor-infiltrierenden Lymphozyten und der 
Tumorlokalisation. Tumorproben wurden unter Verwendung des Medians auf niedrige versus hohe Infiltration mit 
CD3-positiven TILs gruppiert. Für die Gruppierung in PD-1 und PD-L1 positiv / negativ wurde ein Ausdruck ≥ 1% 
als Cutoff verwendet. Quelle: Literaturverzeichnis – Punkt Nr. (1). 
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Univariate 

 
 
 
 
 

Multiple Cox Regression (after 
forward/[backward] selection) 

 
Clinical Factor 

Mean 
Survival 

 
CI 

 
p 

  
HR 

 
CI 

 
p 

Total patients 83.78  
 

74.7-92.86      

Age 
≤ 62 years 
> 62 years 

 
97.85 
65.86 

 
84.97-110.72 
54.51-77.2 

 
<0.001 

  
1.027 
1.028‡ 

 
1.009-1.046 
1.010-1.046 

 
0.004 
0.002 

Sex 
Female 
Male 

 
96.82 
72.92 

 
81.88-111.76 
62.09-83.75 

 
<0.005 

  
0.765 

 
0.522-1.123 

 
0.172 

UICC stage 
UICC I 
UICC II 
UICC III 
UICC IV 

 
154.83 
70.16 
26.65 
10.97 

 
140.48-169.18 
56.53-83.79 
16.61-36.68 
8.93-12 

 
<0.001 

  
2.096 
2.323‡ 

 
1.456-3.017 
1.820-2.966 

 
<0.001 
<0.001 
 
 

R 
R0 
R1 
R2 

 
116.82 
23.91 
7.0 

 
105.42-128.22 
8.53-39.28 
7.0-7.0 

 
<0.001 

  
2.465 
2.428‡ 

 
1.338-4.539 
1.349-4.369 

 
0.004 
0.003 

Lauren 
Intestinal  
Diffuse  
Mixed 

 
95.96 
69.83 
69.34 

 
82.01-109.91 
56.78-82.86 
51.39-87.4 

 
0.002 

  
1.268 
1.288‡ 

 
0.981-1.637 
1.005-1.650 

 
0.070 
0.046 

MMR  
dMMR 
pMMR 

 
47.22 
79.78 

 
28.16-66.28 
70.15-89.39 

 
0.025 

  
0.983 

 
0.572-1.691 

 
0.951 

CD3 
High  
Low 

 
106.04 
64.38 

 
90.73-121.34 
53.43-75.32 

 
0.002 

    

CD8 
High 
Low 

 
101.53 
67.34 

 
86.49-116.56 
55.8-78.97 

 
0.016 

  
0.694 
 

 
0.240-2.010 
 

 
0.501 
 

CD4 
High 
Low 

 
116.92 
56.36 

 
101.16-132.67 
78.95-100.08 

 
<0.001 

    

PD-L1 
- Immune Cells 

Positive  
Negative 

- Tumor Cells 
Positive 
Negative 

 
 
63.03 
83.25 
 
119.56 
68.23 

 
 
49.19-76.86 
71.29-95.21 
 
90.57-148.56 
59.05-77.53 

 
 
0.428 
 
 
0.003 

  
 
 
 
 
0.840 

 
 
 
 
 
0.464-1.518 

 
 
 
 
 
0.563 

PD-1 
- Immune Cells 

Positive  
Negative 

- Tumor Cells 
Positive 
Negative 

 
 
56.51 
95.07 
 
175.79 
58.96 

 
 
45.99-67.02 
80.32-109.82 
 
152.29-199.28 
50.78-67.13 

 
 
0.001 
 
 
<0.001 

  
 
1.171 

 
 
0.701-1.957 

 
 
0.547 

UICC*CD8      
1.116 

 
0.691-1.802 

 
0.655 

PD-1*CD8      
1.191 

 
0.546-2.597 

 
0.660 
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Tabelle 4: Univariate und multivariate Überlebensanalyse einschließlich CD8 und PD-1 und PD-L1.  

CI: Konfidenzintervall; HR: Hazard Ratio. TILs wurden durch einen medianen Cutoff in hoch oder niedrig 
gruppiert. Das mittlere Überleben wird in Monaten des Überlebens angegeben. Alle für die univariate Analyse 
signifikanten Faktoren wurden in einem multivariaten Cox-Regressionsmodell analysiert. Die Referenzkategorien 
für die multivariate Analyse sind „niedrige Infiltration" für CD3, CD4 und CD8, „niedrige CD8-Infiltration und UICC I 
+ II" für die Wechselwirkung zwischen CD8-Infiltration und UICC-Stadium, „niedrige CD8-Infiltration und PD-1 
Expression negativ” für die Wechselwirkung zwischen PD-1 Expression und CD8, „Patientenalter <62 Jahre" für 
Alter, „männlich" für Geschlecht, „positiv" für den MSI-Zustand, „UICC I" für das UICC-Stadium, „R0" für R, 
„negativ" für PD-1 und PD-L1 und „intestinaler Typ" für die Laurén-Klassifikation. Die Infiltration von CD3 und 
CD4+ TIL sowie die Infiltration von PD-1 in Tumorzellen wurden aufgrund der hohen statistischen Korrelation von 
der multivariaten Analyse ausgeschlossen. Quelle: Literaturverzeichnis – Punkt Nr. (1), Supplement. 
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Univariate 

 
Multiple Cox Regression (after 
forward/[backward] selection) 

Clinical Factor 
Mean 

Survival 
 

CI p 
 

HR 
 

CI 
 
p 

Total patients 83.78  
 

74.7-92.86      

Age 
≤ 62 years 
> 62 years 

 
97.85 
65.86 

 
84.97-110.72 
54.51-77.2 

 
<0.001 

  
1.026 
1.028‡ 

 
1.008-1.045 
1.010-1.046 

 
0.006 
0.002 

Sex 
Female 
Male 

 
96.82 
72.92 

 
81.88-111.76 
62.09-83.75 

 
<0.005 

  
0.769 

 
0.522-1.133 

 
0.183 

UICC stage 
UICC I 
UICC II 
UICC III 
UICC IV 

 
154.83 
70.16 
26.65 
10.97 

 
140.48-169.18 
56.53-83.79 
16.61-36.68 
8.93-12 

 
<0.001 

  
1.973 
2.378‡ 

 
1.437-2.708 
1.869-3.026 

 
<0.001 
<0.001 
 
 

R 
R0 
R1 
R2 

 
116.82 
23.91 
7.0 

 
105.42-128.22 
8.53-39.28 
7.0-7.0 

 
<0.001 

  
2.374 
2.335‡ 

 
1.302-4.327 
1.301-4.194 

 
0.005 
0.005 

Lauren 
Intestinal  
Diffuse  
Mixed 

 
95.96 
69.83 
69.34 

 
82.01-109.91 
56.78-82.86 
51.39-87.4 

 
0.002 

  
1.286 
1.329‡ 

 
0.988-1.674 
1.029-1.717 

 
0.062 
0.029 

MSI  
Positive  
Negative 

 
47.22 
79.78 

 
28.16-66.28 
70.15-89.39 

 
0.025 

  
1.077 

 
0.601-1.932 

 
0.803 

CD3 
High  
Low 

 
106.04 
64.38 

 
90.73-121.34 
53.43-75.32 

 
0.002 

    

CD8 
High  
Low 

 
101.53 
67.34 

 
86.49-116.56 
55.8-78.97 

 
0.016 

  
 

  

CD4 
High 
Low 

 
116.92 
56.36 

 
101.16-132.67 
78.95-100.08 

 
<0.001 
 

  
0.448 
[0.391‡ 

 
0.154-1.299 
0.144-1.062 

 
0.139 
0.065] 

PD-L1 
- Immune Cells 

Positive  
Negative 

- Tumor Cells 
Positive 
Negative 

 
 
63.03 
83.25 
 
119.56 
68.23 

 
 
49.19-76.86 
71.29-95.21 
 
90.57-148.56 
59.05-77.53 

 
 
0.428 
 
 
0.003 

  
 
 
 
 
0.878 

 
 
 
 
 
0.474-1.625 

 
 
 
 
 
0.678 

PD-1 
- Immune Cells 

Positive  
Negative 

- Tumor Cells 
Positive 
Negative 

 
 
56.51 
95.07 
 
175.79 
58.96 

 
 
45.99-67.02 
80.32-109.82 
 
152.29-199.28 
50.78-67.13 

 
 
0.001 
 
 
<0.001 

  
 
1.176 

 
 
0.730-1.895 

 
 
0.505 

UICC*CD4      
1.430 
[1.607‡ 

 
0.879-2.327 
1.014-2.546 

 
0.150 
0.044] 

PD-1*CD4      
1.128 

 
0.510-2.497 

 
0.766 
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Tabelle 5: Univariate und multivariate Überlebensanalyse einschließlich CD4 und PD-1 und PD-L1. 

CI: Konfidenzintervall; HR: Hazard Ratio. TILs wurden durch einen medianen Cutoff in hoch oder niedrig 
gruppiert. Das mittlere Überleben wird in Monaten des Überlebens angezeigt. Alle für die univariate Analyse 
signifikanten Faktoren wurden in einem multivariaten Cox-Regressionsmodell analysiert. Die Referenzkategorien 
für die multivariate Analyse sind „niedrige Infiltration" für CD3, CD4 und CD8, „niedrige CD4-Infiltration und UICC I 
+ II" für die Wechselwirkung zwischen CD4-Infiltration und UICC-Stadium, „niedrige CD4-Infiltration und PD-1 
Expression negativ” für die Wechselwirkung zwischen PD-1 Expression und CD4, „Alter ≤ 62 Jahre" für Alter, 
„männlich" für Geschlecht, „positiv" für MSI-Zustand, „UICC I" für UICC-Stadium, „R0" für R, „negativ" für PD-1 
und PD-L1 und „intestinaler Typ" für die Laurén-Klassifikation. Die Infiltration von CD3 und CD8+ TIL sowie die 
Infiltration von PD-1 in Tumorzellen wurden aufgrund der hohen statistischen Korrelation von der multivariaten 
Analyse ausgeschlossen. Quelle: Literaturverzeichnis – Punkt Nr. (1), Supplement. 
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 Klinische Anwendung 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine hohe Infiltration mit CD3+-

Lymphozyten mit einem verbesserten Gesamtüberleben von Patienten mit 

Adenokarzinomen des Magens und des gastroösophagealen Übergangs assoziiert ist. 

Weiterhin fand sich eine Assoziation dieses prognostischen Faktors zur PD-1 

Expression auf Immunzellen: Wies der Tumor eine starke Infiltration mit Tumor 

infiltrierenden Lymphozyten auf und exprimierten diese Lymphozyten den Checkpoint-

Rezeptor PD-1 nicht, war das Gesamtüberleben der Patienten vergleichsweise erhöht. 

Zeigte sich eine niedrige Infiltration mit Lymphozyten im Tumor, so war der PD-1 

Expressionsstatus irrelevant im Hinblick auf die Prognose. Dieser Effekt war zudem 

vor allem in frühen Tumorstadien (UICC I und II) und nur in Karzinomen des Magens, 

nicht aber in den Karzinomen des gastroösophagealen Übergangs erkennbar. 

Zusammengefasst deutet diese Arbeit darauf hin, dass eine hohe Anzahl an 

intratumoralen Immunzellen, welche keine potenzielle Inhibierung durch PD-1 erfahren 

haben, in frühen Tumorstadien zu einer deutlich verbesserten Prognose von Patienten 

mit Adenokarzinomen des Magens führen. (1)  

Im Gegensatz zu vorliegenden Studien zum positiven prognostischen Einfluss einer 

Mikrosatelliteninstabilität (35, 36) zeigten die Patienten in dieser Studie ein signifikant 

verringertes Gesamtüberleben bei vorliegender Mikrosatelliteninstabilität. Dieser 

Effekt wurde mit großer Wahrscheinlichkeit durch die Korrelation von Tumorstadium 

und MSI-Status verursacht. In der vorliegenden Arbeit befand sich der Großteil der 

Patienten mit Tumoren mit Mikrosatelliteninstabilität in fortgeschrittenen 

Tumorstadien. Die ausbleibende Signifikanz in multivariater Analyse bestätigt dies.  
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Wie bereits in der Einleitung angeführt, spielt die Forschung zur Interaktion zwischen 

Immunsystem und Tumor aktuell eine große Rolle. Checkpoint-Inhibitoren wie der PD-

1 Inhibitor Nivolumab werden bei verschiedenen Tumorentitäten wie beispielsweise 

dem malignen Melanom bereits jetzt im klinischen Alltag genutzt (37). Bei Patienten 

mit AGÖ/M zeigen aktuelle Studien teilweise vielversprechende Ergebnisse, jedoch ist 

die Datenlage bislang unzureichend (25, 28, 38-40). Erschwerend für aktuelle Studien 

scheint unter anderem zu sein, dass ein einheitliches diagnostisches Regime für einen 

prädiktiven Marker, der das Ansprechen auf eine Immuntherapie prognostiziert, noch 

nicht eruiert werden konnte. Aktuell wird in Studien zu PD-1 Inhibitoren (Nivolumab, 

Pembrolizumab) oftmals PD-L1 als prädiktiver Marker eingesetzt, um zu entscheiden, 

wer in die Studie eingeschlossen wird (25, 38, 41). In einer Studie zu Nivolumab wurde 

allerdings gezeigt, dass ein Ansprechen der Patienten auf das Medikament bei sowohl 

positiver als auch negativer PD-L1 Expression vorhanden war, was darauf schließen 

lässt, dass in dieser Kohorte PD-L1 möglicherweise nicht der optimale prädiktiver 

Marker ist (42).  Auch in einer Studie von Kang et. al zu Nivolumab bei Patienten 

asiatischer Herkunft wurde gezeigt, dass der PD-L1 Status keinen Einfluss auf die 

Effektivität des Medikamentes in dieser Kohorte hatte. Hier wurden Patienten 

unabhängig vom PD-L1 Status eingeschlossen (39). Eine Studie von Weinberg et al. 

stellte dar, dass PD-L1 ein insuffizienter Marker für die Behandlung mit Checkpoint-

Inhibitoren ist (43).  

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte Studie zeigt, dass die PD-1 Expression in 

Korrelation mit CD3+ TILs den prädiktiven Wert auf günstige Weise beeinflussen 

könnte. Dies könnte darauf hinweisen, dass eine Kohorte mit Patienten mit einer hohen 

Lymphozyteninfiltration sowie einer PD-1 Expression in TILs in AGÖ/M signifikant von 

einer Checkpoint-Inhibitor-Therapie profitieren könnte. Dementsprechend könnte die 
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Korrelation von TILs und PD-1 Expression einen neuen prognostischen Marker 

darstellen.  

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Immunabwehr eine wichtige Rolle für das 

Gesamtüberleben in frühen Stadien von Patienten mit AGÖ/M spielt und die 

Expression von PD-1 in TILs die Immunantwort auf den Tumor hemmen kann. (1) 
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 Limitationen der eigenen Arbeit 

Als Limitationen dieser Arbeit lassen sich zunächst Schwierigkeiten, die in der Basis 

der gewählten Methodik liegen, anführen. Wenn Tumorproben mittels 

Tissuemicroarray aufgearbeitet werden, kann naturgemäß stets nur ein bestimmter 

Bereich des Tumors abgebildet werden. Dieser Bereich wurde im Vorhinein von einem 

erfahrenen Pathologen als repräsentativ bewertet, jedoch wird durch diese Technik 

nicht einbezogen, dass kein Tumor in seiner Gesamtheit stets homogen ist. Auch tritt 

meist eine ungleiche Verteilung von TILs innerhalb des Tumors auf, was durch die 

TMA-Technik ebenfalls nicht adäquat einbezogen werden kann (44).  

Zudem wurde in dieser Studie nicht zwischen Tumorzentrum und Tumorperipherie 

unterschieden, was in einer Studie von Galon et al. von prognostischer Signifikanz war 

(45). 

Leider konnte eine ausreichende Interpretation der PD-1 und PD-L1 Expression nur in 

Lymphozyten, aber nicht im Tumorgewebe durchgeführt werden, da die Verteilung dort 

nicht gleichmäßig über alle UICC-Stadien vorlag. Univariat erhobene, signifikante 

Ergebnisse ließen sich in der multivariaten Analyse nicht bestätigen. Dies scheint 

daran zu liegen, dass Patienten mit einer PD-1 und PD-L1 Expression in Tumorzellen 

fast durchweg Tumore im UICC Stadium I vorwiesen. 

Zu diskutieren ist ebenfalls die Problematik der ausgeschlossenen Fälle. Von 438 

eingeschlossenen Patienten, konnten letztendlich 210 in die multivariate Analyse 

einbezogen werden. Dies lag an methodischen Problemen der Auswertung wie 

beispielsweise fehlendem Tumorgewebe im ausgewählten TMA sowie an der nicht 

unerheblichen Zahl der palliativen Operationen bei Patienten im UICC Stadium IV (115 

Patienten). Die Retrospektivität der Studie bringt sowohl Vor- als auch Nachteile mit 
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sich. Einerseits sind die kurativen Therapieansätze durch das Fehlen der Option der 

perioperativen Chemotherapie als veraltet zu betrachten, andererseits ergab sich 

dadurch die Option, Untersuchungen an durchweg unbehandeltem Tumorgewebe, 

unabhängig vom Tumorstadium, durchzuführen.  

Prinzipiell lässt sich sagen, dass die untersuchte Patientenkohorte mit 438 Patienten 

bzw. 210 Patienten für die multivariate Analyse als ausreichend einzustufen ist, um die 

Thematik bewerten zu können. Auch die doppelt-verblindete Datenerhebung und           

-auswertung mit Hilfe einer Statistikerin ist wissenschaftlich zufriedenstellend.  

Diese Kohorte ist hinsichtlich der Patientencharakteristika ausreichend repräsentativ 

mit einer relativ gleichen Verteilung über die verschiedenen Parameter hinweg. (1) 
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 Weiterführende wissenschaftliche Fragestellungen  

Der in dieser Studie dargestellte Effekt eines schlechteren Outcomes von Patienten 

mit einer PD-1 Expression, welcher sich unabhängig vom TIL – Status darstellte, muss 

noch in weiteren Studien untersucht werden. Eine wesentliche Aufgabe wird sein, in 

bereits erfolgten Studien zu Checkpoint-Inhibitoren wie Pembrolizumab (bspw. (26, 

46)) zu überprüfen, ob der PD-1 Expressionsstatus in TILs und die Infiltration mit CD3+ 

- Lymphozyten einen Einfluss auf das Ansprechen auf eine Immuncheckpointinhibition 

hat.  Nur so kann der prädiktive Wert einer erhöhten TIL – Infiltration in Zusammenhang 

mit einer negativen PD-1 Expression abschließend bestimmt werden.  

In der Gruppe der Patienten mit Mikrosatelliteninstabilität sind die Gründe für ein 

unterschiedliches Ansprechen auf eine Immuncheckpointinihibtion, die Effektivität 

einer prä- und postoperativen additiven oder sogar alleinigen 

Immuncheckpointtherapie wesentliche Fragestellungen (47).  

Zudem sollte in weiteren Studien untersucht werden, welchen Effekt das 

Tumorstadium auf die TIL-Infiltration hat und ob dieser ebenfalls auf frühe Stadien 

begrenzt ist. Auch die Frage, welche Immunmechanismen potenziell in 

fortgeschrittenen Stadien ihre Wirkung verlieren, bleibt bislang unbeantwortet.  

Insgesamt wäre es wünschenswert, mit Hilfe verschiedener, prognostisch relevanter 

Faktoren eine Art Score für die Tumorumgebung zu entwickeln, ähnlich dem 

Immunoscore® im kolorektalen Karzinom (48, 49). Durch diesen können Typ, 

Quantität und Lokalisation von Tumor infiltrierenden Lymphozyten in kolorektalen 

Tumoren und somit auch die Prognose von den betreffenden Patienten bestimmt 

werden. Ein solcher Score wäre auch in der Diagnostik und Therapie des AGÖ/M von 

großem Vorteil. (1) 
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