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1. EINLEITUNG

1.1 METASTASIERUNGSWEGE BEIM MAGENKARZINOM

Wie bei den meisten soliden Tumoren ist die Todesursache beim Magenkarzinom
iiberwiegend eine Folge der Fernmetastasierung mit dem hieraus resultierenden
Funktionsausfall lebenswichtiger Organe. Lymph- und Blutgefd3e sowie Nervenscheiden sind
die wichtigsten Invasionsrouten der Metastasierung. Beim fortgeschrittenen Magenkarzinom
kommt es in liber 80 % der Félle zu einer Lymphgefal3-, in bis zu 70 % zu einer Venen- und
in bis zu 50 % zu einer Perineuralscheiden-Invasion '~. Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose sind
bereits tiber 50 % der Magenkarzinome metastasiert und konnen somit bisher praktisch keiner
kurativen Therapie mehr zugefiihrt werden.

Bei der hdmatogenen Metastasierung durchbrechen Tumorzellen die
epitheliale Membran des Gewebes, durchdringen die Endothelschicht von Venolen und
invadieren in den Blutkreislauf. Obwohl der groBite Teil dieser Zellen durch das
Immunsystem und die in der Zirkulation herrschenden Scherkréfte eliminiert wird, gelingt es
einem kleineren Teil der Tumorzellen zu extravadieren und v.a. in Leber, Knochen,
Nebennieren und Hirn einzuwandern. Wiederum nur ein Bruchteil dieser invadierten Zellen
ist in der Lage, erneut Anschluss an das Blut- und LymphgefiaBsystem zu erhalten und somit
die notwendigen Voraussetzungen zur Bildung von Mikrometastasen und schlieBlich
Makrometastasen zu erlangen (Abb. 1) *°. Derzeit wird vermutet, dass es sich bei diesen
ausgewihlten Zellen um Stammzellen des Tumors handelt ®®. Da die Tumore bestimmte
Metastasierungsorte bevorzugen, geht man von einer Gewebe- und somit Organspezifitit der
Metastasierung aus. Die Fahigkeit, in bestimmte Organe zu metastasieren, basiert auf der
Expression von organspezifischen Genen, welche die Tumorstammzellen bilden koénnen *'°.
Bereits 1965 beschrieb Laurén zwei Tumorentititen, welche unterschiedliche Haufigkeiten

11-13

einer hdmatogenen Metastasierung aufweisen Karzinome vom intestinalen Typ

metastasieren hiufiger in die Leber als Karzinome vom diffusen Typ (Tabelle 1).
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Abb. 1
Schematische Darstellung des hdmatogenen Metastasierungsprozesses.

P. S. Steeg, Nature Medicine 2006: ,,Tumor metastasis: mechanistic insight and clinical challenges*.

Bei der lymphogenen Metastasierung verbreiten sich die Tumorzellen vom Primértumor iiber
Lymphbahnen zu den Lymphknoten (Abb. 2). Im Magen beginnen diese Lymphbahnen in der
Submukosa und bilden ein weit verzweigtes LymphgefdBnetz. Von diesem wird die Lymphe
gesammelt und iiber efferente Lymphbahnen aktiv und passiv weitertransportiert '* (Abb. 3).
Die Lymphbahnen orientieren sich dabei an den versorgenden Arterien und Venen. Die
perigastrischen Lymphknoten und die Lymphknoten am Truncus coeliacus bzw. am

Pankreasoberrand sind wichtige Sammelstationen °'® (Abb. 4).



Primary turraur | Lymph-rade metastasis |

Lymphatic
dizssminetion

Abb. 2
Schematische Darstellung der lymphonodalen Metastasierung.

K. Pantel and R. H. Brakenhoff, Nature Reviews Cancer 2004: ,,Dissecting the metastatic cascade®.
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Abb. 3:

Darstellung des multidirektionalen lymphatischen Netzwerkes des Magens.
Dorsale Ansicht mit Verbindungen zum Duodenum und zum Pankreas. Y. Inoue et al., Acta Anatomica

Nipponika 1936: ,,About the lymphatic system of the stomach and duodenum®.

Abb. 4:

Darstellung der vier verschiedenen zonalen lymphatischen Metastasierungsrichtungen mit den entsprechenden
regionalen Lymphknotenmetastasen beim Magenkarzinom. F. A. Coller et al., Archives of Surgery 1941:

,~Regional lymphatic metastases of carcinoma of the stomach®.



Nach der Japanischen Klassifikation unterteilt man die Lymphknoten des Magens in 16
Stationen, welche wiederum drei verschiedenen Kompartimenten zugeordnet werden (D1: 1-
6, D2: 7-12 und D3: 13-16; Abb. 5) '°. Ob es eine geordnete lymphonodale Metastasierung
vom Primértumor zu den perigastrischen (D1) und spiter zu den D2- und D3-Lymphknoten
gibt, bleibt bisher unklar. Unbestritten ist jedoch, dass mit zunehmender Tiefeninfiltration
eines Tumors auch die Héufigkeit der lymphogenen Metastasierung zunimmt. So zeigen iiber
70 % der Patienten mit einem T3-Tumor bereits Lymphknotenmetastasen. Der
Lymphbahnbefall (L) und die Anzahl der befallenen Lymphknoten (pN) korreliert mit einer

zunehmenden ungiinstigen Prognose.

Abb. 5:

Darstellung der Lokalisation der 16 Lymphknotenstationen des Magens mit Zuordnung zu den drei

verschiedenen Kompartimenten D1, D2 und D3 *°.

Eine peritoneale Metastasierung ist eine fiir das Magenkarzinom besondere und typische,
von anderen Metastasierungswegen speziell zu unterscheidende Form. Ob die
Tumorzelldisseminierung in das Peritoneum iiberwiegend hdmatogen bzw. lymphogen oder
durch einen zusitzlichen Mechanismus einer Serosapenetration des Tumors (intracavitire
Dissemination) erfolgt, ist bis heute nicht abschlieBend geklirt. Unbestritten ist aber, dass

Tumorzellen am Peritoneum spezielle biologische Verdnderungen hervorrufen, welche zu



Alterationen der mesothelialen Oberflache fiihren. Morphologisch kommt es speziell am
Peritoneum zur Ausbildung von Stellen ohne Mesothelzellen (naked areas), welche als
Implantationsstellen fiir Tumorzellen dienen. Kiyasu und Mitarbeiter konnten dieses

Phianomen bereits 1981 durch elektronenmikroskopische Untersuchungen nachweisen (Abb.
6) 20,21

Abb. 6:

Verdnderungen am Peritoneum von Magenkarzinompatienten, welche durch intraabdominale Karzinomzellen
verursacht werden.

A: normales Peritoneum; die Oberfliche der eng miteinander verbundenen Mesothelzellen ist dicht mit
Mikrovilli bedeckt, sodass die Mesothelzellen selbst kaum zu erkennen sind (x1250 Elektronenmikroskopie).

B: Peritoneum eines Magenkarzinompatienten mit Peritonealkarzinose. Die Mikrovilli sind in Zahl und Grofle
abnehmend, sodass die verdnderten (hemisphédrischen) Mesothelzellen erkennbar werden. Diese sind nur noch
locker miteinander verbunden, teilweise liegt das submesotheliale Bindegewebe frei (naked area).

C: Tumorzelladhdsion auf einer ,,naked area“. Y. Kiyasu et al., Cancer Research (41), 1981: ,,Morphogenesis of

peritoneal metastasis in human gastric cancer.

Bereits zum Zeitpunkt der Primérdiagnose weisen ca. 20-30 % der Patienten einen
peritonealen Befall auf, wobei mit fortschreitender Tumorerkrankung bei nahezu 80 % der
Magenkarzinompatienten eine Peritonealkarzinose (PC) vorliegt. Der diffuse Typ nach
Laurén tendiert stirker zur peritonealen Metastasierung als der intestinale Typ (Tab. 1). Da
die PC-Herde initial klein sind, ist deren friihzeitige Diagnostik oftmals schwierig. Unklar ist
auch, inwieweit der zytologische Nachweis isolierter Tumorzellen in der Abdominalhdhle mit

einer PC tumorbiologisch und vor allem prognostisch gleichzusetzen ist **>*.



Tabelle 1

Literaturangaben zur Héufigkeit von Leber- und peritonealer Metastasierung im Autopsiegut in Abhingigkeit

vom histologischen Phanotyp (Laurén-Klassifikation) des Magenkarzinoms.

Lebermetastasierung Peritonealkarzinose Autoren
Diffuser Typ | Intestinaler Typ | Diffuser Typ | Intestinaler Typ
30 % 60 % 47 % 23 % !
27 % 70 % 80 % 33 % .
20 % 78 % 81 % 38 % "




1.2 MINIMAL RESIDUALE TUMORERKRANKUNG DES MAGENKARZINOMS

Mit dem Begriff ,,Minimal Residuale Tumorerkrankung® (MRD) wird der Nachweis isolierter
Tumorzellen (ITZ) in unterschiedlichen Lokalisationen wie dem Blut- und Lymphsystem, der
Abdominalhohle oder dem Knochenmark beschrieben. ITZ werden iiber spezifische Proteine
wie z.B. Epitheliales-Membran-Antigen (EMA), Carcino-Embryonales-Antigen (CEA) und
verschiedene  Cytokeratine  (CK)  detektiert. Die  Identifikation erfolgt mit
immunhistochemischer Zellfarbung, RT-PCR oder einem Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay (ELISA). Die Sensitivitit und Spezifitit des Nachweises ist stark methodenspezifisch.
Der klonale Ursprung und der Proliferationszustand von ITZ variiert. ITZ sind heterogene
Zellen was ihre Herkunft und ihren Aktivititszustand betrifft. Obwohl ITZ teilweise im
ruhenden Zustand sind (dormancy cells), konnen sie Wachstumsfaktor-Rezeptoren (EGF-R)
und andere Marker fiir proliferative Aktivitit, wie z. B. Ki 67 und p120, exprimieren **. Die
prognostische Relevanz von ITZ wird derzeit insbesondere auch in Abhéngigkeit der

einzelnen Lokalisationen, in denen sie nachgewiesen werden, kontrovers beurteilt.

Einzelne Tumorzellen oder kleine Zellverbinde, welche sich vom Priméartumor
16sen und tiber Tumorgefafle abtransportiert werden, konnen als ITZ im Blut nachgewiesen
werden. Bisher gibt es wenige hinreichend aussagekriftige Studien {iber die prognostische
Bedeutung disseminierter Tumorzellen bei GI-Tumoren im Blut. Beim Magenkarzinom
wurde lediglich in einer groferen prospektiven Studie mit 70 Patienten mittels einer CK20-
spezifischen RT-PCR gezeigt, dass ITZ im Blut bei T1- und T2-Magenkarzinompatienten
einen unabhingigen prognostischen Marker darstellen *. Die bisherige kontroverse Datenlage
bei GI-Tumoren — insbesondere hinsichtlich der prognostischen Bedeutung — beruht u. a.
darauf, dass verschiedene Faktoren wie Zeitpunkt, Hiufigkeit und Ort der Blutentnahme nicht
geniligend beriicksichtigt und standardisiert wurden. Auch miissen Unterschiede in der
prognostischen Aussagekraft bei Betrachtung unterschiedlicher klinischer Tumorstadien bzw.
Tumorinfiltrationstiefe beachtet werden.

Im Vergleich zur Detektion von Tumorzellen im Blut ist der Nachweis von I17Z
im Knochenmark auch iiber lingere Zeitrdume stabil moglich. Als mesenchymales Organ,
das normalerweise keine epithelialen Zellen beherbergt, spricht der Nachweis von epithelialen
Zellen bzw. epithelialen Markern fiir die Prdsenz von ITZ. Der Nachweis von ITZ im
Knochenmark gelingt bei Magenkarzinompatienten bereits im nicht-metastasierten Stadium,

27-33

teilweise sogar bei mehr als der Hélfte aller Patienten . Es besteht aber Heterogenitit

sowohl bei der Gewinnung als auch bei den Nachweismethoden und bei der Aufarbeitung
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dieser Zellen. Diese methodischen Unterschiede limitieren nach wie vor die prognostische
Einschitzung. Eine Definition von ITZ im Knochenmark allein aufgrund
immunbhistologischer oder molekularer Marker, ohne gleichzeitig die Morphologie der Zellen

zu beriicksichtigen, ist hochproblematisch ***>

. Zukiinftige Studien sollten daher u. a. diesen
Aspekt vermehrt mitberiicksichtigen. Dariiber hinaus ist flir eine valide prognostische
Aussage eine ausreichend lange Nachbeobachtung (Median mindestens 36 Monate) an einem

grofBeren und klinisch sowie pathohistologisch gut klassifizierten Krankengut erforderlich.

Die bisher vorliegenden Studien zu ITZ in Lymphknoten von
Magenkarzinompatienten fiithrten ebenfalls zu widerspriichlichen Ergebnissen. Auch wird die

36-39 .
. Hinzu

Aussagekraft der meisten Studien durch ihre geringe Patientenzahl limitiert
kommen unterschiedliche Techniken der Lymphknotenaufarbeitung, insbesondere bei der
Anzahl der Schnittstufen und der Wahl der Antikorper, die zu einer sehr hohen Variabilitét
des Tumorzellnachweises fiihren und einen validen Vergleich der Studien derzeit nicht
moglich machen. So wurden Arbeiten publiziert, in welchen nur eine einzige Schnittstufe pro

Lymphknoten untersucht wurde ***'.

Die verwendeten Antikorper bzw. die damit
visualisierten Zielmolekiile sind zahlreich und erstrecken sich von CKS8, AE1/AE3 und

CAMS.2 iiber MNF116 bis hin zu Ber-Ep4 ***.

Als prognostisch relevant ist unter den gastrointestinalen Tumoren am besten der
Nachweis von ITZ in der Peritonealhéhle beim Magenkarzinom abgesichert ***. Jedoch
nicht alle Patienten mit nachgewiesenen ITZ im Abdomen entwickelten eine manifeste
Peritonealkarzinose; hierfiir scheinen unterschiedliche Marker-Konstellationen der ITZ

. . . 5556
mitverantwortlich zu sein °~

. Unter anderem deswegen ist die Frage, inwieweit Patienten
mit peritonealen ITZ generell von einer neoadjuvanten oder adjuvanten (insbesondere
intraperitonealen) Therapie profitieren, noch offen und sollte zukiinftig, im Rahmen groferer
klinischer Studien mit eindeutigen und homogenen Kriterien fiir die Identifizierung der

intraperitonealen ITZ, geklirt werden.
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1.3 EINFUHRUNG NEUER KLINISCHER UND HISTOLOGISCHER
METHODEN FUR EINE OPTIMIERUNG DES STAGINGS BEIM

MAGENKARZINOM

Beim Magenkarzinom wird von der prdoperativen Metastasendiagnostik eine
moglichst genaue Beurteilung der Tumorausdehnung, speziell in der Abdominalhohle,
erwartet. Konventionelle Imagingverfahren haben insbesondere bei kleineren metastatischen
Liasionen eine diagnostische Liicke. Die chirurgische Staginglaparoskopie erlaubt eine
umfassende Beurteilung der Peritonealhdhle. Durch VergroBerungsoptik und vor allem durch
HDTV-Technik ermdglicht die diagnostische Laparoskopie eine genaue Visualisierung auch
kleinster Herde sowie deren unmittelbare bioptische Sicherung. Die Inspektion wird durch
verschiedene priparatorische Schritte, u.a. durch Darstellung des retrogastralen Raumes, noch
zusétzlich optimiert. Auch der zytologische Nachweis freier Tumorzellen ist durch Lavage
des Abdomens bei der Laparoskopie mdglich. Zusétzlich kann durch eine laparoskopische
Ultraschalluntersuchung (LAPUS) die Beurteilung der intraabdominalen Organe (Leber,
Pankreas, Magen) und Strukturen (Lymphknoten, Gefdle) gezielt ergénzt werden.
Publikationen zur Wertigkeit der diagnostischen Laparoskopie konnten beim Magenkarzinom

3759 Dies hat vor allem fiir eine

einen Zugewinn an Informationen von 7 % bis 21 % zeigen
stadiengerechte multimodale Therapieplanung Konsequenzen. Beispiele hierfiir sind die
prioperative (neoadjuvante) Chemotherapie und die hypertherme intraperitoneale
Chemotherapie (HIPEC) in Kombination mit zytoreduktiver Chirurgie. Erste Ergebnisse einer
solchen chirurgisch multimodalen Therapie sind ermutigend *®, zeigen jedoch, dass eine
sorgfiltige Patientenselektion notwendig ist, welche ggf. mittels Staginglaparoskopie
optimiert werden kann.

Das Konzept der Sentinel-Lymphknotenbiopsie (SLNB) basiert auf der Annahme,
dass es einen oder einige wenige Lymphknoten gibt, in welche vom Primértumor freigesetzte
Zellen als erstes drainieren. Wegen der Wéchterfunktion werden diese Lymphknoten als
Sentinel (=Wichter) bezeichnet. Die Wahrscheinlichkeit, Makro- oder Mikrometastasen bzw.
isolierte Tumorzellen aufzufinden, ist somit im Sentinel-Lymphknoten (SLN) am grofBten.
Diese Annahme setzt einen gerichteten, nicht zuféllig verteilten Abstrom von Tumorzellen
aus dem Tumorgewebe voraus. Die derzeit etabliertesten Techniken der SLNB sind die

Farbstoffmethode und die Radiokolloidmethode. Bei der Farbstoffinethode erfolgt

unmittelbar intraoperativ eine peritumorale Farbstoffinjektion, welche entweder endoluminal
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gastroskopisch oder subser6s bei der Laparotomie erfolgt. Die dabei angefédrbten
Lymphbahnen bzw. Lymphknoten sind entweder sofort visuell zu erkennen oder miissen
durch Inzision des Peritoneums bzw. des subperitonealen Fettgewebes sichtbar gemacht
werden. Bei der Radiokolloidmethode erfolgt die peritumorale Injektion des Radiokolloids in
der Regel gastroskopisch am Vortag der OP. Intraoperativ wird dann wiederum der
Radiokolloid-speichernde SLN mit einer Hand-y-Sonde detektiert und entnommen. Die
identifizierten SLN werden einer intensivierteren histopathologischen Untersuchung
zugefiihrt. Nachdem die Praktikabilitdt der Methode fiir die klinische Routine etabliert werden

6971 ist nun deren klinische Relevanz zu priifen.

konnte

Ein weiteres Ziel in der Optimierung des Stagings beim Magenkarzinom liegt
im Nachweis von Mikrometastasen und isolierten Tumorzellen (ITZ). Lokalisatorisch
ist dabei vor allem das Knochenmark interessant, in welchem normalerweise keine
epithelialen Zellen anzutreffen sind. Thr Nachweis ist prinzipiell durch Auswertung
eines Knochenmarkaspirates, welches wihrend der Magenkarzinomoperation
zusitzlich entnommen wird, mdglich. Sowohl durch immunhistochemische

27-29,72

Untersuchungen als auch durch RT-PCR wurde in verschiedenen

Publikationen der Nachweis von ITZ im Knochenmark von Magenkarzinompatienten

7375 Allerdings ist neben der Spezifitit der angewendeten Methoden vor

erbracht
allem die prognostische Wertigkeit nachgewiesener ITZ in Abhéngigkeit der

verwendeten Techniken nach wie vor unklar.
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1.4 AKTUELLE ENTWICKLUNG EINER MOLEKULARBIOLOGISCHEN

SUBKLASSIFIZIERUNG DES MAGENKARZINOMS

Maligne Transformation und Metastasierung laufen im Rahmen eines Mehrstufenprozesses
ab. Molekiile bestimmen die Einzelschritte wie Wachstum, Tumorzellablosung, Angiogenese,
GefaBinvasion, intravasale Ausbreitung, Endotheladhdsion, Extravasion und erneutes
Wachstum. Fiir jeden einzelnen Schritt sind verschiedene Molekiihle verantwortlich, welche

in gegenseitiger Beeinflussung wirken (Abb. 7).

Abb. 7

Molekulare Mechanismen der Metastasierung beim Magenkarzinom. MMP, Matrix Metalloproteinasen; IL,
Interleukine; VEGF, vascular endothelial growth factor; FGF, fibroblast growth factor; AMF, autocrine motility
factor; HGF, hepatocyte growth factor; ICAM, intercellular adhesion molecule.
W. Yasui et al.: ,,Molecular-pathological prognosis factors of gastric cancer: a review", Gastric Cancer (2005) 8:

86-94.

Die wichtigsten Gruppen von Molekiilen sind Wachstumsfaktoren, Telomere,
Zelladhésionsmolekiihle, matrixdegenerierende Enzyme und Transkriptionsfaktoren (Tab. 2).
Fiir die Tumorentstehung ist der Verlust des Gleichgewichts zwischen Onkogenen und
Tumorsuppressorgenen mafgeblich. Onkogene konnen aktiviert, Tumorsuppressorgene

inaktiviert werden. Telomere konnen reaktiviert werden, wihrend Wachstumsfaktoren,
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Zelladhédsionsmolekiile und Transkriptionsfaktoren iiberexprimiert werden kdnnen und oft

Alterationen zeigen.

Jeder Tumor weist ein spezielles Muster dieser Molekiile auf. Die Identifizierung solcher
Molekiile ermoglicht eine molekulare Subklassifizierung von Tumoren, welche bei der
Einschétzung des biologischen Verhaltens (malignes Potenzial, Wachstum, Metastasierung)
eines Tumors helfen konnte. Ziel einer solchen Klassifizierung ist letztendlich eine

individuelle, auf den Tumor abgestimmte und somit effektivere Therapie.

Tabelle 2

Molekiile bzw. Gene mit nachgewiesener Bedeutung fiir Tumorwachstum, Invasion und Metastasierung.

Kategorie Kandidaten
Tumorsuppressorgene p53, APC, DCC, CDH1, -Catenin

Onkogene bcl-2, K-ras, c-met, K-sam, c-erbB2

Wachstumsfaktoren EGFR, EGF, TGFo, VEGF

Telomere POT1

Zelladhdsionsmolekiile E-cadherin, Dysadherin, CD44v6, Cd44v9
Matrixdegenerierende Enzyme MMP-1, MMP-2, MT1-MMP, TIMP-1

Transkriptionsfaktoren CDX1, CDX2, Etsl, NF-kB, Sp-1

Das maligne Potenzial eines Tumors wird unter anderem durch die Tumorzelladhirenz
bestimmt. Je geringer die Adhirenz der Zellen im Tumor ist, umso schneller kann die
Freisetzung und damit die Dissemination dieser Zellen erfolgen. Die Tumorzelladhirenz wird
unter anderem durch Zuckerstrukturen auf der Zelloberfliche beeinflusst. Die Bedeutung
einer verdnderten Glykosylierung der Tumorzellmembran fiir die Adhédsions- und
Metastasierungseigenschaften ist jedoch bisher noch nicht vollstindig verstanden. Vermutlich
besitzen alle Zellen ein fiir sie typisches Muster der Aktivitdt unterschiedlicher
Glykosyltransferasen, das in Abhédngigkeit vom Differenzierungsstatus genetisch reguliert
wird. Von Interesse sind die Sialyltransferasen, eine Gruppe von Enzymen unterschiedlicher

Spezifitit, die den sauren Zucker Sialinsdure aus CMP-Sialinsdure auf verschiedene
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Glykolipid- und Glykoproteinakzeptoren iibertragen. Die spezifische Verdnderung der
Aktivitdt dieser Enzyme wéhrend der Transformation der Zellen fiihrt {iber die selektive
Hypersialylierung bestimmter Glykoproteine und Glykolipide der Zellmembran zur
Entstehung von Tumorzellsubpopulationen mit unterschiedlichen Adhédsions- und

76-79

Metastasierungseigenschaften . Wie eine Reihe von immunhistochemischen Studien zeigt,

korreliert auch im Fall des Magenkarzinoms die Sialylierung verschiedener Komponenten der

80-82

Zellmembran mit der Metastasierung der Tumorzellen . Erste Untersuchungen der

mRNA-Expression verschiedener Glykosyltransferasen beim Magenkarzinom deuten auf

einen die Prognose bestimmenden Einfluss der Sialyltransferase ST6GAL-I hin **,

Neben der Tumorzelladhdrenz ist fiir die Entstehung und Progression solider
Malignome und deren Metastasen die Neuausbildung von Blut- und Lymphgefi3en
essenziell **°. Dieser als Neoangiogenese bezeichnete Vorgang unterliegt der Kontrolle von
stimulierenden (pro-angiogenen) und inhibierenden (anti-angiogenen) Faktoren, wobei es im
Verlauf der malignen Transformation zu einem Uberwiegen des Einflusses pro-angiogener
Faktoren kommt. Unter den bislang charakterisierten pro-angiogenen Faktoren nimmt das
VEGF-System eine besondere Stellung ein **’. Dieses System umfasst mindestens fiinf
Liganden (VEGF-A, PIGF, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D), deren zelluldre Effekte durch
Aktivierung von mindestens drei Tyrosinkinaserezeptoren (VEGFR-1, -2, -3), die eine
unterschiedliche Gewebeverteilung aufweisen, vermittelt werden. Innerhalb des komplexen
VEGF-Sytems scheinen fiir die [ymphogene Metastasierung solider Tumoren die Liganden
VEGF-C und VEGF-D sowie deren Rezeptor VEGFR-3, der nahezu exklusiv von
Endothelzellen des Lymphsystems exprimiert wird, von besonderer Bedeutung zu sein *".
Im Gegensatz hierzu scheint die VEGF-A-abhingige Aktivierung der VEGF-Rezeptoren
vom Typ [ und Typ 2 neben ihrer zentralen Rolle fiir die Progression von Primértumoren
auch eine wichtige Rolle bei der hdmatogenen Metastasierung zu spielen *™*°. Aktuelle
klinische Studien weisen darauf hin, dass eine Aktivierung des VEGF-Systems gerade fiir
die Entwicklung und Metastasierung von Adenokarzinomen des Magens bedeutsam sein

. -93
konnten 20,
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2.

FRAGESTELLUNG

In der Einleitung wurden die verschiedenen Moglichkeiten der Metastasierung und
die Rolle der Minimal Residualen Tumorerkrankung fiir das Magenkarzinom
dargestellt. Neue klinische, histologische und molekularbiologische Methoden wurden
entwickelt und stehen fiir die Anwendung bereit. In wie weit diese einerseits zum
besseren Verstindnis der Tumorzellausbreitung und andererseits zur Optimierung der
Diagnostik und Therapie des Magenkarzinoms beitragen, soll durch die folgenden

Fragen geklirt werden:

Kann durch die (chirurgische) Staginglaparoskopie eine Optimierung der Diagnostik

und damit die Indikation fiir eine multimodale Therapie prézisiert werden?

Inwieweit wird durch die  Sentinel-Lymphknotenbiopsie = (SLNB) das

Lymphknotenstaging beim Magenkarzinom optimiert?

. Unter welchen Voraussetzungen ist der Nachweis isolierter Tumorzellen im

Knochenmark von prognostischer Relevanz?

Eignet sich die Expressionsanalyse von VEGF, seinen Rezeptoren sowie von
Sialyltransferasen im Tumorgewebe zur Generierung einer zusitzlichen pradiktiv-

prognostischen Aussage?
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3.

PUBLIKATIONEN ZUR ERORTERUNG DER FRAGESTELLUNG
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3.1 SURGICAL STRATEGIES FOR GASTRIC CANCER WITH
SYNCHRONOUS PERITONEAL CARCINOMATOSIS

GRETSCHEL S., SIEGEL R., ESTEVEZ-SCHWARZ L.,

HUNERBEIN M., SCHNEIDER U., SCHLAG P.M.
BR J SURG 2006, 93(12): 1530-1535

PMID: 17051604

HINTERGRUND: Das Magenkarzinom breitet sich hdufig in der Perinealhdhle aus. Ob
eine Laparoskopie fiir die Planung der Therapie niitzlich ist, bleibt umstritten. Ziel
diese Studie ist die Untersuchung des Nutzens der Laparoskopie und die Entwicklung
eines therapeutischen Algorithmus.

PATIENTEN UND METHODE: Sechshundertsechzig konsekutive Patienten mit einem
Magenkarzinom wurden in diese prospektive Beobachtungsstudie eingeschlossen. Die
Sensitivitidt des abdominellen Ultraschalls, der Computertomographie (CT) und der
Laparoskopie wurden beziiglich der Detektion einer Peritonealkarzinose verglichen.
Die Lésionen wurden einer Biopsie unterzogen und nach den Empfehlungen der
Japanischen Research Society for Gastric Cancer als P1, P2 oder P3 klassifiziert. Die
Prognose wurde entsprechend dem Stadium der Peritonealen Karzinose und dem
angewandten therapeutischen Verfahren bestimmt.

ERGEBNISSE: Bei Einhundertzehn (16.7%) von sechshundertsechzig Patienten lag eine
synchrone Peritonealkarzinose vor. Die Sensitivitit fiir die Detektion einer
Peritonealkarzinose betrug 85% fiir die Laparoskopie, verglichen mit 19% fiir den
Ultraschall und 28% fiir die CT. Patienten mit einer P3-Peritonealkarzinomatose
entstanden, verglichen mit einer ausschlieBlichen Chemotherapie, kein Nutzen eines
zusitzlichen chirurgischen Eingriffs. Die Uberlebensrate jener mit einer P1-
Karzinomatose verbesserte sich nach einer vollstindiger Resektion, gefolgt von
Chemotherapie.

ZUSAMMENFASSUNG: Die Laparoskopie verbessert die Detektion und Klassifizierung
der Peritonealkarzinomatose und ermdglicht fiir Patienten mit Magenkarzinom eine
individuellere und effektivere Therapie.
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3.2 LYMPHATIC MAPPING UND SENTINEL-
LYMPHKNOTENDIAGNOSTIK BEIM MAGENKARZINOM

GRETSCHEL S., BEMBENEK A., ULMER C., HUNERBEIN M.,

MARKWARDT J., SCHNEIDER U., SCHLAG P.M.
CHIRURG 2003, 74(2): 132 - 138

PMID: 12599031

HINTERGRUND: Das ,.Lymphatic mapping* und das Sentinel-Lymphknotenkonzept
sind beim malignen Melanom und beim Magenkarzinom bereits etabliert. Die
Anwendung bei anderen soliden Tumoren ist Gegenstand derzeitiger Untersuchungen
und wird kontrovers beurteilt. Als Erfolg versprechender Ansatz bietet sich das
selektive Lymphknotenstaging bei Patienten mit einem Magenkarzinom an. Die
vorliegende Pilotstudie untersucht die Durchfiihrbarkeit mittels Radiokolloidtechnik
und die Genauigkeit bei der Bestimmung des Lymphknotenstatus.

PATIENTEN UND METHODE: Bei 15 Patienten mit einem Magenkarzinom (uT1-3)
erfolgte 17(+/-3) h préoperativ eine submukose endoskopische Unterspritzung mit 0,4
ml 60 MBq ™ Tc-Nanocis® um den Tumor. Unmittelbar nach der Laparotomie wurde
die Aktivitdt der 16 Lymphknotenstationen (JGCA) mit einer Hand-Gammasonde
gemessen. Alle Patienten wurden einer Gastrektomie mit D2-Lymphadenektomie
unterzogen. Nach der Resektion wurde der Operationssitus nach verbliebener Aktivitét
abgescannt. Alle Nuklid speichernden Lymphknoten mit einer 10fachen Aktivitit
gegeniiber dem Grundrauschen wurden als Sentinel Lymphknoten (SLN) definiert und
am Operationsprdparat entfernt. Die SLN’s wurden gesondert in Serienschnitten und
mittels Immunhistochemie aufgearbeitet.

ERGEBNISSE: Bei 14 von 15 Patienten konnte ein SLN detektiert werden (93%). Die
mediane Zahl der SLN’s betrug 3 (1-5). Von 14 untersuchten Patienten waren 9 nodal
positiv. In 8 von diesen 9 Féllen konnte mit dem SLN der positive Lymphknotenstatus
vorausgesagt werden, wobei in 5 Féllen die Lymphknotenstation mit dem befallenen
SLN die einzige befallene Station war. Damit lag die Sensitivitdt der Methode bei
89%. In einem Fall zeigte die immunhistochemische Untersuchung des SLN bei einem
initial nodal negativen Patienten isolierte Tumorzellen im Randsinus (,,Upstaging®).

ZUSAMMENFASSUNG:  Das  ,Lymphatic = mapping® und die Sentinel-
Lymphknotendiagnostik sind beim Magenkarzinom durchfiihrbar. Die ersten
Ergebnisse deuten auf eine korrekte Bestimmung des Lymphknotenstatus mit dieser
Methode hin. Durch die gezielte histologische Aufarbeitung der SLN's ist zusitzlich
ein Upstaging moglich. Weitere zahlenmifBig grofere Untersuchungen miissen sich
anschliefen, um den klinischen Wert der Methode weiter zu kldren.
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3.3 PREDICTION OF GASTRIC CANCER LYMPH NODE STATUS BY
SENTINEL LYMPH NODE BIOPSY AND THE MARUYAMA
COMPUTER MODEL

GRETSCHEL S., BEMBENEK A., ULMER C., HUNERBEIN M.,

MARKWARDT J., SCHNEIDER U., SCHLAG P.M.
EUR J SURG ONcoL 2005, 31(4) 393-400

PMID: 15837046

HINTERGRUND: Der Umfang der Lymphknotendissektion beim Magenkarzinom bleibt
umstritten. Das Maruyama Computer-Modell und die Sentinel-Lymphknotenbiopsie
(SLNB) werden hinsichtlich ihres Nutzens zur Vorhersage des Lymphknotenstatus,
die zu einer stadienadaptierte Chirurgie fiihrt, verglichen.

PATIENTEN UND METHODE: Vierunddreilig Patienten mit einem Magenkarzinom im
Stadium I-IV wurden beide Methoden unterzogen. Fiir die SLNB erhielten 15
Patienten eine endoskopische, peri-tumorale Injektion von ™’Tc-Kolloid, bzw.
wurden 19 Patentblau V® injiziert. Alle radioaktiven oder blauen Sentinel
Lymphknoten (SLN’s) wurden separat exzidiert und histopathologisch untersucht.
Falls der SLN nach der Routinefirbung durch H&E negativ war, wurde er weiter
aufgearbeitet und immunhistochemisch untersucht.

ERGEBNISSE: Bei 33 von 34 Patienten wurde mindestens ein SLN detektiert. Die
Sensitivitdt zur Erkennung eines positiven Nodalstatus war 22/23 und die Spezifitit
und der positive pradiktive Wert betrug 10/10 und 22/22. Bei 5/15 initial als nodal
negativ klassifizierten Patienten wurden zusdtzliche Mikrometastasen oder isolierte
Tumorzellen im Sinne eines ,Upstaging™ detektiert. Unter Verwendung des
Maruyama-Computer-Modells wurde eine Sensitivitdt von 22/23 und eine Spezifitit
von 2/10 sowie ein positiver pradiktiver Wert von 22/30 erzielt.

ZUSAMMENFASSUNG: Der klinische Wert des Maruyama Computer-Modells ist auf
Grund einer niedrigen Spezifitit und eines niedrigen positiven pradiktiven Wertes
limitiert, weshalb diese Methode fiir eine individualisierte Chirurgie weniger geeignet
ist.
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3.4

EFFICACY OF DIFFERENT TECHNICAL PROCEDURES FOR
SENTINEL LYMPH NODE BIOPSY IN GASTRIC CANCER
STAGING

GRETSCHEL S., BEMBENEK A., HUNERBEIN M., DRESEL S.,

SCHNEIDER W., SCHLAG P.M.
ANN SURG ONCOL 2007 JUL;14(7):2028-35

PMID: 17453300

HINTERGRUND: Die klinische Bedeutung der Sentinel Lymphknotenbiopsie (SLNB)
bei Magenkarzinomen ist umstritten. Wir fithrten eine prospektive Studie zum
Vergleich der verschiedenen Methoden: der Radio-Kolloidmethode (RM), der
Farbstoff-Methode (DM) und der simultanen Anwendung beider Methoden, der
Dualmethode (DUM), durch. ZielgroBen waren die Zuverldssigkeit und die
therapeutischen Konsequenzen.

PATIENTEN UND METHODE: Die RM und die DM wurden bei 35 Patienten mit
Magenkarzinom angewandt. Nach endoskopischer peritumoraler Injektion von ™’ Tc-
Kolloid und Patentblau V® wurde die Position aller blauen oder radioaktiven SLN
erfasst und die SLN mit H&E, Serienschnitten und Immunhistochemie untersucht.

ERGEBNISSE: RM, DM und DUM identifizierten die SLN bei 34 (97%) von 35
Patienten. Die Sensitivitdit beziiglich der Identifikation eines positiven
Lymphknotenstatus fiir die RM betrug 22 (92%) von 24, 16 (66%) von 24 fiir die DM
und fiir die DUM 22 (92%) von 24. Bei 7 von 17 (RM), 5 von 15 (DM) und 7 von 17
(DUM) durch H&E-Férbung als NO klassifizierten Patienten wurden nach fokussierter
Untersuchungen Mikrometastasen oder isolierte Tumorzellen in den SLN (Upstaging)
entdeckt. Wire nur eine limitierte Dissektion des Lymphknotenbassins durchgefiihrt
worden, wiéren residuelle Lymphknoten-Metastasen bei 9 von 24 (RM), 7 von 34
(DM) und 5 von 24 (DUM) der Patienten mit positiven Lymphknoten verblieben.

ZUSAMMENFASSUNG: Die Verwendung der RM stellte sich am geeignetsten heraus.
Die DUM konnte die Sensitivitit nicht weiter erhohen. Eine limitierte
Lymphknotendissektion, d. h. Lymphbassin-Resektion, ist bei lymphonodal positiven
Patienten mit einem hohen Risiko von verbleibenden Lymphknotenmetastasen
verbunden. Patienten mit negativen SLN konnten, bei Erfiillung bestimmter Kriterien,
gef. fiir ein limitiertes chirurgisches Vorgehen selektiert werden.
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3.5 PROGNOSTIC VALUE OF CYTOKERATINE POSITIVE BONE
MARROW CELLS OF GASTRIC CANCER PATIENTS

GRETSCHEL S , SCHICK CH., SCHNEIDER U., ESTEVEZ-

SCHWARZ L. , BEMBENEK A., SCHLAG P.M.
ANN SURG ONcoL 2007, 14(2):373-380

PMID: 17080240 [

HINTERGRUND: Epitheliale Zellen im Knochenmark von Magenkarzinompatienten
deuten auf Tumorzelldissemination hin, wobei deren prognostischen Implikationen
umstritten sind. Wir bewerteten prospektiv die prognostische Korrelation zwischen
dem Knochenmarkstatus, der Rezidivrate und dem krankheitsfreiem Uberleben in
einer Langzeitstudie.

PATIENTEN UND METHODE: Bei 209 Patienten wurde vor der Operation bilateral vom
Beckenkamm Knochenmark aspiriert und mit monoklonalem (CK)-18 Antikérper
gefarbt. Die Patienten wurden median 56 Monate nachbeobachtet.

ERGEBNISSE: Insgesamt wiesen 39 (19%) von 209 Patienten und 15 (14%) von 109
RO-resezierten Patienten CK-positive Zellen auf. CK-positive Patienten hatten mehr
lokale, regionale und systemische Rezidive als CK-negative Patienten (p< .05). Wir
fanden ein signifikant kiirzeres krankheitsfreies Uberleben (p< .05) bei den Patienten
mit >2 CK-positive Zellen je 2x10° Knochenmarkszellen (durchschnittlich 35
Monate), als bei Patienten mit <2 CK-positive Zellen je 2x10° Knochenmarkszellen
(durchschnittlich 70 Monate) bzw. bei Patienten ohne CK-positive Zellen
(durchschnittlich 86 Monate). Die multivariate Analyse bestdtigte, das >2 CK-positive
Zellen je 2x10° Knochenmarkszellen ein unabhingiger prognostischer Faktor fiir das
Tumor bezogene Versterben ist (p<.05).

ZUSAMMENFASSUNG: Nicht allein das Vorhandensein von CK-positiven epithelialen
Zellen im Knochenmark korreliert mit der Prognose, sondern auch die Anzahl der
Zellen. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Klassifizierung CK-positiver
Knochenmarkszellen bei diesen Patienten zukiinftige Studien erleichtern.
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3.6

CLINICAL RELEVANCE OF SIALYLTRANSFERASES ST6GAL-I
AND ST3GAL-III IN GASTRIC CANCER

GRETSCHEL S., HAENSCH W., SCHLAG P.M., KEMMNER W.
ONCOLOGY 2003, 65(2): 139-145

PMID: 12931020

HINTERGRUND: Abnormale Glykosilierung von Membrankomponenten durch eine
Verdanderung der Glykosyltransferaseaktivitdt ist eine {ibliche Eigenschaft von
Karzinomzellen und wird gewohnlich mit Invasion und Metastasen assoziiert.

PATIENTEN UND METHODE: In einer prospektiven Studie wurde bei 55 Patienten
mittels radiometrischer Untersuchung die Enzymaktivitit der Sialyltransferasen
ST6GAL-I und ST3GAL-III im Magenkarzinomgewebe und normaler Mukosa
untersucht. Die zellulare Lokalisation der Expression von Sialyltransferase ST6GAL-I
mRNA wurde durch In-situ-Hybridisation untersucht.

ERGEBNISSE: ST6GAL-I mRNA Expression fand sich hauptséchlich in epithelialen
Zellen. ST6GAL-I Enzymaktivitit war im Tumorgewebe erhoht. Signifikante
Korrelationen wurden zwischen dem Auftreten von Siegelringzellen und einer erhdhten
ST6GAL-I Aktivitdt im Tumorgewebe (p = 0.047) oder in der Mukosa (p = 0.024),
sowie zwischen Siegelringzellen und ST3GAL-III Aktivitit in der Mukosa (p=0.001)
festgestellt. Die multivariate Coxanalyse zeigte, dass nur Lymphknotenmetastasen (P
= 0.044) einen signifikanten Einfluss auf das tumorbezogene Uberleben hatten.

ZUSAMMENFASSUNG: ST3GAL-III und ST6GAL-I Aktivitit zeigte keine unabhédngige
prognostische Relevanz in der multivariaten Analyse, jedoch eine enge Beziehung
zwischen einem hohen Niveau an ST3GAL-III und ST6GAL-I im Tumorgewebe und
einem erneuten sekundéren lokalen Auftreten des Tumors (p = 0.005; p = 0.012).
Bemerkenswerterweise war die nicht involvierte Mukosa von Tumorpatienten auf
molekularer Ebene alteriert und zeigte in einigen Féllen einen erhohten
Sialyltransferaselevel, was auf eine sehr frithe Alteration der Glykosylierung bei der
Tumorigenese hindeutet.
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3.7

VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR-D AND ITS
RECEPTOR VEGFR-3: TWO NOVEL INDEPENDENT
PROGNOSTIC MARKERS IN GASTRIC ADENOCARCINOMA
JUTTNER S., WISSMANN C., JOHNS T., VIETH M., HERTEL J.,
GRETSCHEL S., SCHLAG P. M., KEMMNER W., HOCKER M.
J CLIN ONCOL. 2006, 10;24(2): 228-40

PMID: 16344322

HINTERGRUND: Der vasculdre endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF)-D und dessen
homolog VEGF-C beeinflussen durch die Aktivierung des VEGF-Rezeptors-3
(VEGFR-3) die Lymphangiogenese und sind in die lymphonodale Metastasierung
einbezogen. Die lymphonodale Dissemination bestimmt malgeblich den klinischen
Verlauf und die therapeutischen Optionen der betroffenen Patienten. Daher
analysierten wir beim Adenokarzinom des Magens die Expression und die
prognostische Bedeutung von VEGF-D gemeinsam mit VEGF-C und VEGFR-3.

PATIENTEN UND METHODE: VEGF-D, VEGF-C und VEGFR-3 wurden bei 91 RO-
resezierten primdren Adenokarzinomen des Magens, bei nicht karzinomatdser
Magenmukosa und bei Lymphknotenmetastasen unter Anwendung von
Immunhistochemie  und/oder In-situ-Hybridisierung analysiert.  Blut- und
Lymphgefadichte wurde nach Farbung mit CD31 und LYVE-1-spezifischen
Antikdrper bewertet.

ERGEBNISSE: VEGF-D und VEGF-C wurden bei 67.0% bzw. 50.5% der
Magenkarzinome entdeckt. Gesunde Magenmukosa war negativ flir VEGF-C und zu
12.5% positiv fiir VEGF-D. Das Vorhandensein von VEGF-D (p = 0.005) oder
VEGF-C (p = 0.006) korrelierte mit lymphatischen Metastasen und verringerte das
Uberleben (VEGF-D, p < .05; VEGF-C, p < .05). VEGFR-3 korrelierte mit einem
reduzierten tumorspezifischen Uberleben (p < .05). Die multivariate Cox-
Regressionsanalyse bestitigte VEGF-D und VEGFR-3, jedoch nicht VEGF-C, als
unabhingigen Prognoseparameter. Bei lymphonodal positiven Magenkarzinomen, war
das Vorhandensein von VEGF-D und VEGFR-3 mit einem schlechteren Uberleben
verbunden, wohingegen die Abwesenheit von  VEGF-D und VEGFR-3 eine
Untergruppe von Patienten mit deutlich besserer Prognose definierte.

ZUSAMMENFASSUNG: VEGF-D und VEGFR-3 sind neue unabhingige prognostische
Markermolekiile, welche die Identifikation von Patienten mit einer schlechten
Prognose nach kurativer Resektion eines Magenkarzinoms ermdglichen. Die
kombinierte Analyse des VEGF-D/VEGF-C/VEGFR-3-Systems kann bei der

Identifikation von Patienten mit ungiinstigen klinischen Verlauf behilflich sein und
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3.8

kann dadurch vielleicht helfen, die therapeutische Entscheidung beim Magenkarzinom
zu verbessern.

MARKERS OF TUMOUR ANGIOGENESIS AND TUMOR CELLS IN
BONE MARROW IN GASTRIC CANCER PATIENTS

GRETSCHEL S., ASTROSINI CH., VIETH M., JONS TH., TOMOV

T., HOCKER M., SCHLAG P. M., KEMMNER W.
EUR J SURG ONcoL 2007, NOV. 17 (IN PRESS)

PMID: 18023552

HINTERGRUND: Die vaskuldren endothelialen Faktoren VEGF-A, VEGF-C und
VEGF-D werden als potentiell angionen und lymphangiogen erachtet. Die ,,Minimale
residuale Erkrankung® ist fiir Tumorprogress und Rezidiv verantwortlich. In dieser
Studie untersuchten wir die Beziehung zwischen der Expression von VEGF-A, VEGF-
C und VEGF-D im Magenkarzinomgewebe und dem Vorkommen von Tumorzellen
im Knochenmark

PATIENTEN UND METHODE: Insgesamt wurden 50 resezierte primire
Adenokarzinome des Magens, 44 nicht kanzerdse Magen-Mukosaproben und 36

Lymphknotenmetastasen mittels Immunhistochemie auf die Expression von VEGF-A,
VEGF-C und VEGF-D untersucht. Die verwendeten Proben wurden aus einer fritheren
Studienkohorte  entnommen in  welcher das Vorhandensein von ITC
immunhistochemisch mit Zytokeratin-AK (CK-18) untersucht wurde.

ERGEBNISSE: Die Expression von VEGF-A, VEGF-C und VEGF-D war im
Tumorgewebe am hochsten (p < 0.001) und das Niveau in Lymphknotenmetastasen
war signifikant hoher als in der normalen Mukosa (p < 0.01). Die Expression von
VEGF-A korrelierte signifikant mit einer venésen Tumorinfiltration (p < 0.05) und
dem Vorhandensein von Tumorzellen im Knochenmark (p < 0.05). Tumoren mit hoher
Expression von VEGF-D, zeigten eine signifikant hohere Tumorinfiltration (p < 0.05)
und vermehrt Lymphknotenmetastasen (p < 0.01).

ZUSAMMENFASSUNG: VEGF-A ist ein signifikanter Marker fiir die Présenz von
Tumorzellen im Knochenmark von Magenkarzinom-Patienten. Unsere Ergebnisse
bestitigen VEGF-D als einen Pradiktor fiir die lymphatische Tumorzelldissemination.
Daher konnte die Route der Metastasierung durch das Profil der VEGF-Familie,
welche im Tumorgewebe von Magenkarzinompatienten exprimiert wird, ermittelt
werden.
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4. ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1 DIE OPTIMIERUNG DER DIAGNOSTIK UND PRAZISIERUNG DER
INDIKATION FUR EINE MULTIMODALE THERAPIE DURCH DIE

STAGINGLAPAROSKOPIE BEIM MAGENKARZINOM

In den letzten 15 Jahren mehrten sich die Hinweise darauf, dass beim Magenkarzinom
mit peritonealer Metastasierung eine Primédrtumorresektion unter Mitnahme des befallenen

Peritoneums (zytoreduktive Chirurgie) einen Gewinn an Lebenszeit und Lebensqualitit

%% Parallel dazu konnte durch zunehmend wirksamere zytostatische

100-103

bringen kann
Behandlungsprotokolle , aber auch durch neue Behandlungskonzepte wie z. B. die
intraperitoneale hypertherme Chemotherapie (HIPEC), die Uberlebenszeit von Patienten mit

60,63,65,104 .
2202 Zur notwendigen

peritoneal metastasiertem Magenkarzinom verbessert werden
Selektion geeigneter Patienten ist eine optimierte Diagnostik wichtig. Nachdem in
verschiedenen Publikationen bei Magenkarzinompatienten iiber einen Informationsgewinn
durch die Staginglaparoskopie (SL) gegeniiber herkommlicher bildgebender Diagnostik

. 59,105
berichtet wurde

, war es angebracht, die Bedeutung dieser Methode speziell bei der
Diagnostik der Peritonealkarzinose (PC) und den sich daraus ergebenden Konsequenzen zu
untersuchen. Im Abschnitt 2.1 evaluierten wir in einer prospektiven Beobachtungsstudie 660
Magenkarzinompatienten, von denn 110 eine histologisch gesicherte PC aufwiesen. War ein
Nachweis der PC mittels Computertomographie (CT) oder abdominellem Ultraschall
lediglich in 28 % bzw. 19 % moglich, erlaubte die SL in 85 % eine korrekte Diagnose. Im
Rahmen der notwendigen Laparotomie konnten wir als Ursachen der 15 % falsch-negativen
Befunde der SL, Adhésionen nach Voroperationen, geringe Ausprigung und ungiinstige
Lokalisationen der PC (Bursa omentalis), ermitteln. Insgesamt war nicht nur eine bessere
Detektion, sondern auch eine genaue Einschitzung des AusmaBes einer PC (P1, P2, P3) mit
der SL moglich. Dies hat unmittelbare therapeutische Konsequenzen, da sich gezeigt hat, dass
nur Patienten mit einer geringen oder méBig ausgeprigten PC (P1 und P2) von einer

60.63.65.104 1yie SI konnte damit einerseits die

zytoreduktiven Chirurgie und HIPEC profitieren
Diagnostik optimieren, andererseits aber auch die Indikationsstellung fiir eine multimodale

Therapie prézisieren.
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4.2 OPTIMIERUNG DES LYMPHKNOTENSTAGINGS BEIM MAGENKARZINOM

DURCH DIE SENTINEL-L YMPHKNOTENBIOPSIE

Im Rahmen der wachsenden Bedeutung der Sentinel-Lymphknotenbiopsie
(SLNB) beim Mammakarzinom und beim Melanom wurde die SLNB beim Magenkarzinom
erstmals 1999 von einer italienischen Arbeitsgruppe mit Farbstoff (Patentblau) durchgefiihrt
1% Untersuchungen mit der Radiokolloidmethode erfolgten ab dem gleichen Jahr unter
Verwendung eines ca. 500 nm groBen Radiokolloid-Tracers (™°Tc-Sn-Kolloid) zunidchst

ST . 107-109
ausschlieBlich im asiatischen Raum '*’

. Mit beiden Methoden konnte die prinzipielle
Durchfiihrbarkeit beim Magenkarzinom gezeigt werden. Die Sensitivitit beziiglich der
Vorhersagegenauigkeit einer lymphatischen Metastasierung schwankte zwischen 71 % und
100% """ Ob sich #hnlich gute Ergebnisse der Radiokolloidmethode auch im
europdischen Raum mit einem hier iiblichen kleineren Tracer von 100 nm Teilchengrdfe
(™°Tc-Nanocis®) erreichen lassen wiirden, war unklar. Im Abschnitt 2.2 werden unsere
durchgefiihrten Untersuchungen zur Validitdt der Radiokolloidmethode beschrieben. Neben
einer Detektionsrate von 93 % und einer Sensitivitdt hinsichtlich des Nodalstatus von 89 %
zeigte sich, dass die Methode insbesondere bei pT1- und pT2-Tumoren mit ausreichender
Genauigkeit anwendbar ist. Diese Studie stellt den Einstieg unserer Arbeitsgruppe in die
Problematik der SLNB beim Magenkarzinom dar und bildet den Anfang einer Reihe weiterer
Arbeiten auf diesem Gebiet.

1992 wurde ein von K. Maruyama in Japan entwickeltes Computermodell zur

Vorhersage des Lymphknotenstatus vorgestellt ''>'"

. Es basiert auf histopathologischen
Daten von Magenkarzinompatienten. Mithilfe eines computergestiitzten Rechnerprogramms
wird dabei die prozentuale Wahrscheinlichkeit des Befalls der 16 Lymphknotenstationen
kalkuliert. Die Frage nach der klinischen Wertigkeit dieses Programms im Vergleich zur
SLNB war unbeantwortet. Ein direkter Vergleich beider Methoden sollte diesbeziiglich
Kldrung bringen und wurde im Abschnitt 2.3 beschrieben. Wir konnten zeigen, dass beide
Verfahren eine hohe Sensitivitdt bei der Vorhersage eines positiven Nodalstatus aufweisen,
das Maruyama-Programm jedoch durch eine niedrigere Spezifitidt und damit auch eine hohere
Rate falsch-positiv eingestufter Lymphknotenstationen gekennzeichnet ist. Bei der SLNB gibt
es hingegen keine falsch-positiven Werte, da die Moglichkeit einer selektiven

Lymphknotenentnahme mit konsekutiver histopathologischer Aufarbeitung besteht. Damit

kann der SLNB eine groBlere klinische Relevanz eingerdumt werden, was zu einer weiteren
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Legitimation der Methode beim Magenkarzinom beitréagt.

Nachdem die prinzipielle Durchfiihrbarkeit der Radionuklid- und
Farbstoffmethode beim Magenkarzinom mehrfach gezeigt worden war, stand zunehmend die
Optimierung der zuverldssigen Vorhersage des Lymphknotenstatus im Vordergrund. Dies
insbesondere vor dem Hintergrund, dass die hohen Sensitivitdten, welche bei ersten Arbeiten

70,106,109

mit Mono-Tracer (Farbstoff oder Radiokolloid) erreicht wurden , spater teilweise nicht

110,114,115

mehr reproduziert werden konnten . Eine Losung des Problems deutet sich

moglicherweise durch die gleichzeitige Anwendung beider Methoden (Dualmethode) an
HOHEHT T Abschnitt 2.4 beschreiben wir den ersten diesbeziiglichen Vergleich mit
simultaner Anwendung beider SLN-Methoden in Europa. Im Ergebnis konnten die Nachteile
sowohl der Farbstoffmethode (kurzes Zeitfenster, BMI-Abhingigkeit) als auch der
Radionuklidmethode (Uberstrahlungsphiinomen bei engen Lagebeziehungen der SLN und des
Tumors) demonstriert werden, welche durch gleichzeitiges Anwenden beider Methoden
komplementir ausgeglichen werden konnen. Dies scheint insbesondere bei der zunehmend
auch laparoskopisch durchgefithrten SLNB von Bedeutung zu sein, da durch die
vorgegebenen FEinschrinkungen in Bewegung und Sicht die Anwendung von Mono-
Tracermethoden noch problematischer ist '’

Durch intensivierte histopathologische Aufarbeitung der gewonnenen SLN wurde, im
Vergleich zu anderen diesbeziiglich publizierten Arbeiten, ein relativ hoher Anteil an
Mikrometastasen und ITZ diagnostiziert und so eine ,,Upstaging-Rate” von 39 % erreicht.
Inwiefern dies prognostische oder therapeutische Relevanz hat, ist bisher nicht abschlieBend
geklart und ist Gegenstand derzeitiger Untersuchungen.

Im Rahmen weiterer Studien zur SLNB wurden 2003 von der Arbeitsgruppe um Miwa
(Kanazawa-Universitdt, Japan) erstmalig flinf lymphatische Hauptabflussrichtungen mit den
dazugehdrigen Lymphknotenbassins am Magen beschrieben ''*. Wurde ein SLN im
Lymphknotenbassin detektiert, erfolgte die Entfernung des jeweiligen Bassins. Ziel ist neben
einer weiteren Erhohung der Sensitivitit insbesondere auch die Verbesserung der
Praktikabilitdit durch  Verkiirzung des Zeitaufwandes und Verringerung des
Komplikationsrisikos. Im Abschnitt 2.4 wurden alle Daten hinsichtlich einer
bassinorientierten Lymphadenektomie ausgewertet. Wir konnten zeigen, dass schon bei Befall
eines einzigen SLN im Bassin auch auBlerhalb des Bassins weitere Lymphknotenmetastasen
vorhanden sein konnen. Damit sollte bei diesen Patienten eine D2-Lymphadenektomie
ausgefiihrt werden. Ob sich bei negativen SLN im Bassin eine Lymphadenektomie nur auf

das entnommene Bassin beschrinken kann, wird derzeit in Studien geklért.
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4.3 DIE PROGNOSTISCHE RELEVANZ ISOLIERTER TUMORZELLEN IM

KNOCHENMARK VON PATIENTEN MIT MAGENKARZINOM

Nachdem beim Mammakarzinom die Prognostische Bedeutung von
isolierten Tumorzellen (ITZ) im Knochenmark zweifelsfrei gezeigt werden konnte
19120 " wurde dieses Phianomen in den letzten 15 Jahren auch beim Magenkarzinom
intensiv untersucht. Hier zeigten sich jedoch widerspriichliche Ergebnisse. Als
Griinde dafiir sind insbesondere Unterschiede bei der Gewinnung und Aufarbeitung
von ITZ, eine unzureichende Beriicksichtigung der Morphologie dieser Zellen, aber
insbesondere auch zu kleine Patientenzahlen und zu kurze Nachbeobachtungszeiten
zu nennen. Diese Limitationen versuchten wir in unseren Untersuchungen soweit wie
moglich zu eliminieren oder zu reduzieren. (Abschnitt 2.5). Wir konnten in 19 % der
Patienten ITZ 1im Knochenmark detektieren. Viele Arbeiten mit hdheren
Detektionsraten konnten keine prognostische Relevanz multivariat nachweisen
31.33.121 - Dies konnte die These von Braun et al. unterstiitzen, dass nicht alle
angefarbten Zellen ITZ sind bzw. nicht alle ITZ die Fdhigkeit zur Metastasierung
besitzen. Bezogen auf alle von uns untersuchten Patienten zeigte sich eine
signifikante Prognoseverschlechterung fiir Patienten mit ITZ im Knochenmark. RO-
resezierte Patienten wiesen ab einer Zahl von mehr als zwei CK-positiven Zellen pro
2x10° normalen KM-Zellen ein signifikant schlechteres Uberleben auf. Damit ist ein
wesentliches Ergebnis dieser Arbeit, dass nicht allein die Prdsenz, sondern
insbesondere die Anzahl von ITZ eine prognostische Bedeutung hat. In unseren
Untersuchungen traten bei RO-resezierten Patienten mit positivem Knochenmark
hdufiger und frither systemische Metastasen auf. Der Ort der Metastasierung war
jedoch variabel. Dies unterstiitzt die Ergebnisse anderer Arbeiten, dass die ITZ
beziiglich des phenotypischen Profils und damit der Art der exprimierten tumor-

122 Basierend auf unserem derzeitigen

spezifischen Proteine heterogen sein kdnnen
Kenntnisstand kann die Pridsenz von Tumorzellen im Knochenmark von
Magenkarzinompatienten zundchst als Surrogatmarker fiir die Tumoraggressivitit
gelten. Zukiinftig wird eine genauere molekulare und genetische Klassifizierung
dieser Zellen notwendig werden, um ggf. nicht nur die Wahrscheinlichkeit, sondern

auch die Lokalisation einer moglichen Metastasierung zu erkennen.
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4.4 DIE PRADIKTIVE PROGNOSTISCHE WERTIGKEIT VON
SIALYLTRANSFERASEN SOWIE VEGF-FAKTOREN UND

DEREN REZEPTOREN BEIM MAGENKARZINOM

Fiir verschiedene Tumorentitidten, vor allem aber fiir das Kolonkarzinom, konnte bei
Analyse von Zuckerstrukturen der Tumorzellmembran gezeigt werden, dass eine verdnderte
Glykosylierung durch Fukosyl-, Galactosyl- oder Sialyltransferasen mit Rezidivbildung und

123-126

Metastasierung assoziiert ist . Untersuchungen von Magenkarzinomgewebe ergaben

gleichfalls teilweise eine erhohte Expression von sialylierten Antigenen auf der

127,128
Tumorzellmembran 2"

. Dies konnte, wie auch eigene Untersuchungen zeigten, mit den
vermehrt nachgewiesenen Sialyltransferasen ST6GAL-I und ST3GAL-III in Zusammenhang
gebracht werden *. Auch konnte die Bedeutung von CDw75, ein durch ST6GAL-I
sialyliertes Kohlehydrat, als histopathologischer Marker fiir lokale und metastatische
Aggressivitit des Magenkarzinoms gezeigt werden '*>'*°. Eine Untersuchung von ST6GAL-I
und ST3GAL-III mit In-situ-Hybridisierung und Radioimmunoassay sollte hier weitere
Kldrung bringen. Wir konnten, anders als in den bisherigen Arbeiten, die Sialyltransferasen
ST6GAL-I und ST3GAL-III nicht nur im Tumor, sondern bereits auch in der Mukosa des
Karzinom befallenen Magens nachweisen (Abschnitt 2.6). Dies kdnnte fiir eine relativ friihe,
in jedem Falle aber flichenhafte Alteration der Glykosylierung der Magenmukosa beim
Magenkarzinom sprechen. Wir fanden weiterhin eine signifikante Korrelation zwischen dem
Auftreten lokaler Rezidive kurativ operierter Magenkarzinompatienten und einer hohen
Enzymaktivitit von ST3GAL-III und ST6GAL-I im Tumorgewebe. Veridnderte
Glykosylierung durch ST6GAL-I und ST3GAL-III impliziert beim Magenkarzinom offenbar
besonders lokales Tumorwachstum. Dies konnte in aktuellen Publikationen anderer
Arbeitsgruppen zwischenzeitlich auch experimentell bestétigt werden, welche fiir STOGAL-I-
exprimierende Magenkarzinomzellen eine hohere Migration, Adhdsion und Infiltration der

extrazelluldren Matrix (ECM) sehen "',

Die Bedeutung des VEGF-Systems, insbesondere der Liganden VEGF-C und
VEGF-D und deren Rezeptor VEGFR-3, fiir die lymphonodale Metastasierung wurde beim
Endometrium-, Kolorektal-, Mamma- und Ovarialkarzinom bereits beschrieben '**'*’. Beim
Magenkarzinom ist der Zusammenhang zwischen VEGF-C, der lymphonodalen
138-142

Metastasierung und einer schlechteren Prognose bekannt

Kontext ist bisher die Rolle von VEGF-D und VEGFR-3 gewesen. Wir untersuchten deshalb

. Weitgehend unklar in diesem

neben der Expression dieser Faktoren deren Korrelation zu unterschiedlichen histologischen
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Subtypen des Magenkarzinoms und deren Beziehung zur Prognose. Dabei konnten wir
VEGF-D und VEGFR-3 als unabhéngige prognostische Biomarker beim Magenkarzinom
identifizieren, wobei VEGF-D signifikant mit der lymphatischen Invasion und der
lymphonodalen Metastasierung korrelierte (Abschnitt 2.7). Aktuelle Publikationen zeigen
eine Interaktion von VEGFR-3 sowohl fiir VEGF-C als auch fiir VEGF-D und bestétigen ihre

143-145

prognostische Relevanz . Diese und unsere Ergebnisse demonstrieren die prinzipielle

Bedeutung der Faktoren des VEGF-C/VEGF-D/VEGFR-3 Systems fiir die lymphonodale

146197 Weiterfithrende Studien sollen jetzt das Zusammenwirken der

Metastasierung
Liganden VEGF-C und VEGF-D mit dem Rezeptor VEGFR-3 detaillierter kldren, zumal sich
andeutet, dass die Lymphangiogenese im Tumorinneren im Vergleich zur Oberfldche und
Umgebung des Tumors nicht zwangsliufig dem selben Mechanismus zugrunde liegt'**'*.

Da offenbar spezielle Faktoren des VEGF-Systems im Zusammenwirken mit
ihren Rezeptoren fiir bestimmte Metastasierungsmechanismen verantwortlich sind'*’, sollte
weiterfiihrend geklart werden, welche der VEGF-Faktoren bei der Dissemination von
Isolierten Tumorzellen (ITZ) in das Knochenmark eine Bedeutung haben. Die dazu
verfiigbaren Publikationen wiesen kontrire Ergebnisse auf und untersuchten ausschlielich
VEGF-A’""!" Im Abschnitt 2.8 legten wir unsere Ergebnisse beziiglich der ITZ im
Knochenmark und der Expression von VEGF-A, VEGF-C und VEGF-D im Tumorgewebe
von Magenkarzinompatienten vor. Wir konnten eine Korrelation zwischen VEGF-A mit der
Invasion von Tumorzellen in vendse Blutleiter (V) und der Présenz von ITZ im Knochenmark
finden. Dagegen bestand kein korrelativer Zusammenhang zwischen VEGF-A und dem
Auftreten von Lymphknotenmetastasen, wohingegen ein solcher zwischen VEGF-D und einer
lymphonodalen Metastasierung gezeigt werden konnte. Nachfolgende Publikationen iiber die
Rolle von VEGF-Faktoren im Rahmen der Tumorzelldissemination in das Knochenmark sind
bisher nicht existent. Zur weiterfiihrenden Abkliarung der gezeigten Zusammenhédnge wére
eine genauere Analyse des Expressionsmusters der ITZ, insbesondere hinsichtlich der

Angiogenesefaktoren, denkbar.
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S. WERTUNG UND AUSBLICK

Neben einer Optimierung der Diagnostik durch die chirurgische Staginglaparoskopie konnten
wir gleichzeitig die Sinnhaftigkeit einer chirurgischen Resektion bei Patienten mit einer
gering bis miBig ausgepridgten Peritonealkarzinose (P1, P2) zeigen. Eine weitere
Prognoseverbesserung war in dieser Patientengruppe durch eine additive Chemotherapie zu
erreichen. Hierauf basierend ist es berechtigt, anzunehmen, dass diese Patienten von einem
multimodalen chirurgischen Vorgehen wie z. B. einer HIPEC oder einer pridoperativen
Chemotherapie profitieren kdnnten. Die geeignete Patientenselektion zur Indikationsstellung
fiir eine derartig intensive Therapie ist allerdings entscheidend. In welchem Ausmal} durch
eine solche multimodale chirurgische Therapie eine Prognoseverbesserung bei vertretbarer
Morbiditdt resultiert, soll in einer von uns konzipierten prospektiven, multizentrischen,
randomisierten Phase-III-Studie zur zytoreduktiven Chirurgie mit HIPEC nach neoadjuvanter
EOX-Chemotherapie bei Magenkarzinompatienten mit primérer peritonealer Metastasierung

. 104,152-154
weiter nachgegangen werden .

In unseren Arbeiten konnten wir die Verldsslichkeit der SLNB-Radionuklidmethode
hinsichtlich der Vorhersagegenauigkeit zum Lymphknotenstatus aufzeigen. Im Vergleich mit
dem Maruyama-Computermodell zur Pridiktion tumorbefallener Lymphknotengruppen ''>'"
liegen die Vorteile der SLNB insbesondere bei der moglichen Entnahme der SLN und deren
genauen histopathologischen Aufarbeitung. Beim SLNB-Methodenvergleich zeigte die
Radionuklidmethode in 29% der Fille ein Uberstrahlungsphinomen und die
Farbstoffmethode wies bei hohem BMI Sensitivititsverluste auf. Bei gleichzeitiger
Anwendung beider Methoden konnten insbesondere die Schwéchen der Farbstoffmethode
komplementir ausgeglichen werden. Als Konsequenz dieser Ergebnisse wurde von uns eine
prospektive, multizentrische Studie zur Sentinel-Lymphknoten-Biopsie beim Magenkarzinom
initiiert, welche die beiden SLNB-Verfahren prospektiv standardisiert miteinander vergleicht.
Neueste Studien aus Japan deuten darauf hin, dass die Dissektion des lymphatischen (LN)-
Bassins, welches durch den SLN markiert wird ''®, zu weiteren Verbesserungen der
Ergebnisse fithrt. Ob durch die SLNB insbesondere bei Friihkarzinomen die

Lymphadenektomie auf die Technik der LN-Bassin-Dissektion limitiert werden kann und

darf, miissen die Ergebnisse laufender Studien zeigen. Sollte dies tatsdchlich moglich sein,
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hétte dies erheblichen Einfluss auf die Weiterentwicklung der minimal-invasiven Chirurgie

(MIC) beim Magenkarzinom.

Unsere Untersuchungen zur prognostischen Relevanz von ITZ im Knochenmark von
Magenkarzinompatienten belegen, dass nicht nur die Prisenz, sondern vor allem die Anzahl
der ITZ von prognostischer Relevanz sind. Bei RO-resezierten Patienten war ein signifikant
schlechteres Uberleben bei mehr als zwei CK-positiven Zellen pro 2x10° KM-Zellen zu
verzeichnen. Prinzipiell zeigten Patienten mit ITZ im Knochenmark mehr und frither Rezidive
und Metastasen. Knochenmetastasen waren dabei aber nicht dominant, sondern eher selten.
Damit koénnen ITZ im Knochenmark von Magenkarzinompatienten v. a. als ungilinstiger
prognostischer Surrogatmarker angesehen werden. Zukiinftig gilt es diese Zellen einer
genauen molekularen  Charakterisierung zu  unterziechen, um eine mogliche
Stammzellzugehorigkeit und ihre Funktionalitdt (Plastizitdt, Dormancy, Seneszens) weiter

abzukliren.

Als erste Ansdtze, um Unterschiede im molekularen Repertoire von Magenkarzinomen néher
zu analysieren, sind die durchgefiihrten Untersuchungen zur Expression von
Sialyltransferasen und VEGF-Rezeptor-Subtypen anzusehen. Soweit sich in weiteren
groBeren Studien unsere Ergebnisse bestitigen, konnten Molekiil- oder Gensignaturen
Aufschliisse liber genotypische Metastasierungsmechanismen geben und moglicherweise
auch eine pradiktiv-prognostische Aussage zulassen. Dies wiederum konnte zu einer weiteren

Individualisierung chirurgisch multimodaler Therapie fiihren.
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