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1. Einleitung 

  Magenkarzinom 

 Epidemiologie 

Im Jahre 2012 sind weltweit fast eine Million neue Magenkarzinomfälle aufgetreten. Somit gilt diese 

Tumorentität mit 6,8 % aller Krebserkrankungen als das fünfthäufigste Malignom nach dem Lungen-

karzinom, Brustkrebs, Kolorektal-, und dem Prostatakarzinom. Länder mit der höchsten Inzidenz sind 

Japan, Korea und China. Eine mittlere Inzidenz findet man in Osteuropa und Südamerika. Regionen mit 

der niedrigsten Inzidenz sind Nordamerika, Afrika und Ozeanien. Es erkranken zweimal so viele Män-

ner als Frauen. Das Magenkarzinom ist die dritthäufigste krebsbedingte Todesursache weltweit bei 

beiden Geschlechtern (Ferlay et al. 2013). In Deutschland ist das Magenkarzinom mit 3,6% die siebt-

häufigste Krebserkrankung bei Männern und mit 3,0 % die neunthäufigste Krebserkrankung bei Frau-

en. Bei den krebsbedingten Todesfällen steht das Magenkarzinom bei Männern an fünfter Stelle und 

bei Frauen an sechster Stelle (Robert Koch-Institut 2014a).  

Seit etwa 30 Jahren nimmt die Inzidenz und die Sterberate ab, wobei dies vor allem auf die Abnahme 

der Nonkardiakarzinome zurückzuführen ist. Die Ursache liegt vermutlich in den veränderten Lebens- 

und Ernährungsgewohnheiten (Milne et al. 2009). Die 5-Jahres-Überlebensrate liegt bei ca. 30%. Das 

mittlere Erkrankungsalter liegt bei Männern bei 71 Jahren, bei Frauen bei 75 Jahren.  

 

 Klinik und Diagnostik 

Die Klinik ist zunächst unspezifisch. Die Patienten berichten über ein Druckgefühl im Oberbauch, über 

Brechreiz, Gewichtsabnahme, Abneigung gegenüber Fleisch, Leistungsknick und über subfebrile Tem-

peraturen. Bei einem fortgeschrittenen Karzinom ist eventuell ein Oberbauchtumor tastbar, oder es 

kommt zu einer Magenblutung oder zu einer Magenausgangsstenose. Zeichen der Metastasierung sind 

Hepatomegalie, Aszites, und vergrößerte Virchow-Lymphknoten (Herold 2012). Alarmsymptome sind 

rezidivierendes Erbrechen, Appetitlosigkeit, Gewichtsverlust, oder eine gastrointestinale Blutung. Beim 

Auftreten von einem oder mehreren Symptomen sollte eine frühzeitige Ösophago-Gastro-

Duodenoskopie (ÖGD) mit Entnahme von Biopsien erfolgen. Die Videoendoskopie ist wegen ihrer ho-

hen Sensitivität und Spezifität das Standardverfahren zur Detektion von Tumoren. 

Um eine Fernmetastasierung auszuschließen werden eine Sonographie und eine Computertomogra-

phie des Thorax und des Abdomens mit i.v. Kontrastmittel durchgeführt. Die Endosonographie dient 
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zur Beurteilung der lokoregionären Ausbreitung. Eine Knochenszintigraphie wird nur bei entsprechen-

den klinischen Symptomen eingesetzt. Ein PET-CT wird nicht routinemäßig verwendet (Möhler 2012). 

 

 Makroskopischer Aspekt und Histopathologie 

Als Magenkarzinom bezeichnet man Tumoren mit ihrem Zentrum im Magen, die  mehr als 5 cm vom 

ösophago-gastralen Übergang entfernt liegen oder Tumoren deren Zentrum innerhalb eines Abstands 

von 5 cm liegen, aber nicht in den ösophago-gastralen Übergang hineinreichen. Die Klassifikation der 

Magenkarzinome erfolgt getrennt für die Frühkarzinome und für die fortgeschrittenen Tumoren.  

Es wurde ein Zusammenhang zwischen der makroskopischen Wachstumsform und der Lokalisation, 

Geschlecht, Alter, histologischem Typ und dem Überleben beschrieben. Polypöse und scharf begrenzt 

ulzeröse Tumoren sind häufig vom intestinalen Typ, im Antrum lokalisiert und die Patienten sind meist 

ältere Männer. Im Gegensatz dazu sind die infiltrativen Tumoren vom diffusen Typ proximal lokalisiert, 

und bei Patientinnen im mittleren Alter aufgetreten (Grabsch und Tan 2013). 

Patienten mit einem Magenkarzinom mit diffus infiltrierendem Wachstum haben das schlechteste 

Überleben (Li et al. 2009).  

Bei 95% der Magenkarzinome handelt es sich um Adenokarzinome. Die histologische Einteilung erfolgt 

nach der WHO- oder nach der Lauren-Klassifikation. Es werden 5 Haupttypen des Adenokarzinoms an-

hand des Wachstumsmusters charakterisiert: tubuläres Adenokarzinom, papilläres Adenokarzinom, 

muzinöses Adenokarzinom, Siegelringzellkarzinom und gemischte Karzinome. Seltenere Formen sind 

das Plattenepithelkarzinom, adenosquamöses Karzinom, kleinzelliges Karzinom und das undifferenzier-

te Karzinom. Die WHO-Klassifikation ist eine rein morphologische Einteilung, Histogenese und Diffe-

renzierung werden dabei nicht berücksichtigt (Bosman et al. 2010).  

Die Lauren-Klassifikation unterscheidet zwischen diffus, intestinal und Mischtyp. Diffuse Magenkarzi-

nome sind schlecht differenziert, durch Siegelringzellen charakterisiert, die einen an den Rand ge-

drängten Kern aufweisen. Die Krebszellen stehen einzeln oder bilden kleine Gruppen ohne Bildung von 

drüsigen Strukturen und wachsen infiltrativ. Der intestinale Typ ist meistens gut differenziert und ent-

hält kohärente Zellstränge, die Drüsenstrukturen bilden. Der intestinale Typ ist das dominante Karzi-

nom in Hochrisiko-Gebieten und entwickelt sich von einer intestinalen Metaplasie zum Adenom und 

dann zum Karzinom (Lauren 1965).  

Man unterscheidet Magenfrühkarzinome von fortgeschrittenen Tumoren. Die Frühkarzinome sind auf 

die Mukosa und Submukosa beschränkt und haben eine bessere Prognose.  

Unter Grading versteht man die Beurteilung des Differenzierungsgrades des Tumorgewebes. Die Ein-
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teilung erfolgt  nach der WHO-Klassifikation: 

G1: hoch differenziert 

G2: mäßig differenziert 

G3: schlecht differenziert 

 

 Tumorlokalisation, Ausbreitung, Staging 

Bei der Tumorlokalisation unterscheidet man Kardia- und Nonkardiakarzinome. 30% der Karzinome be-

findet sich im Antrum, 20% im Corpus, 40% im Fundus, 10% diffus im gesamten Magen. Kardiakarzi-

nome zeigen eine steigende Inzidenz vor allem bei Kaukasier und sind mit gastroösophagealer Reflux 

und Adipositas, nicht aber mit H. pylori-Infektion assoziiert. Proximale Karzinome zeigen auch ein 

schlechteres Überleben unabhängig vom TNM-Stadium. Distale Tumoren findet man häufiger in der äl-

teren, männlichen Population, sie sind mit einer Helicobacter pylori-Infektion assoziiert und sind meis-

tens vom intestinalen Typ (Pacelli et al. 2001).    

Die Stadieneinteilung erfolgt nach den Empfehlungen der Union Internationale Contré Cancer (UICC). 

Die Tabelle 1 zeigt die Stadiengruppierung des Magenkarzinoms.  
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Tabelle 1: UICC-Stadieneinteilung des Magenkarzinoms nach der TNM-Klassifikation 7. Auflage 
(Wittekind und Meyer 2010) 

Stadium T-Kategorie N-Kategorie M-Kategorie 

Stadium 0 Tis N0 M0 

Stadium IA T1 N0 M0 

Stadium IB T2 
T1 

N0 
N1 

M0 
M0 

Stadium IIA T3 
T2 
T1 

N0 
N1 
N2 

M0 
M0 
M0 

Stadium IIB T4a 
T3 
T2 
T1 

N0 
N1 
N2 
N3 

M0 
M0 
M0 
M0 

Stadium IIIA T4a 
T3 
T2 

N1 
N2 
N3 

M0 
M0 
M0 

Stadium IIIB T4b 
T4a 
T3 

N0, N1 
N2 
N3 

M0 
M0 
M0 

Stadium IIIC T4a 
T4b 

N3 
N2, N3 

M0 
M0 

 

 

 Ätiologie und Risikofaktoren  

Man geht davon aus, dass die Entwicklung des Magenkarzinoms multifaktoriell bedingt ist. Bei der Ge-

nese spielen genetische Faktoren, exogene Faktoren wie etwa die Ernährung, das Rauchen (Shikata et 

al. 2008; Bosman et al. 2010) und Erkrankungen des Magens eine wichtige Rolle (Ferlay  et al. 2013). 

Bei der Entstehung vom Magenkarzinom, vor allem vom intestinalen Typ, spielen Ernährungsfaktoren 

eine wichtige Rolle. Risikofaktoren sind Lebensmittel mit hohem Salzgehalt, geräucherte und gepökelte 

Nahrungsmittel und ein geringer Verzehr von frischem Obst und Gemüse. Der häufige Genuss von 

Fleisch ist mit einem erhöhten Risiko für Nonkardiakarzinome assoziiert. Ein protektiver Effekt durch 

die Zufuhr von Antioxidantien, Vitamin A, E, C und Selen konnte nicht eindeutig bewiesen werden 

(Bosman et al. 2010).             

Eine chronische Infektion mit Helicobacter pylori ist einer der stärksten Risikofaktoren für die Entste-

hung des Magenkarzinoms. Aber nur ein kleiner Teil der infizierten Menschen entwickelt tatsächlich 

ein Adenokarzinom. Eine chronische Infektion mit H. pylori verursacht eine Atrophie der Mukosa, eine 
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fokale intestinale Metaplasie und eine Dysplasie bevor es zur Entwicklung eines Magenkarzinoms vom 

intestinalen Typ kommt. Das Risiko ist auch von Interaktionen zwischen dem Bakterium und dem Wirt 

abhängig, welche durch stammspezifische bakterielle Faktoren (CagA+)  beeinflusst werden. CagA ist 

ein Virulenzfaktor von H. pylori der in der Krebsentstehung eine wichtige Rolle zu spielen scheint und 

unter anderem eine chronische Entzündung durch Interleukin-8 Produktion verursacht. H. pylori 

Stämme können in CagA positive oder negative unterschieden werden. H. pylori Isolate in Osteuropa 

und Ostasien, also in den Hochrisiko-Gebieten sind CagA positiv (Hatakeyama und Higashi 2005) 

(Yamaoka 2010).  

Der größte Teil der Magenkarzinome tritt sporadisch auf, etwa 1-3% sind durch eine genetische Prä-

disposition bedingt. Es wurden Keimbahnmutationen in dem Gen CDH1, das für das Zelladhäsionsmo-

leküls E-Cadherin codiert, identifiziert. Diese Keimbahnmutationen sind für etwa 30% der hereditären, 

diffusen Magenkarzinome verantwortlich (Guilford et al. 1998; Fitzgerald et al. 2010). Dieses autoso-

mal dominant vererbbares Tumorsyndrom ist durch das Auftreten von Magenkarzinome vom diffusen 

Typ und vom lobulären Mammakarzinom charakterisiert (Keller et al. 1999). Das Manifestationsalter 

ist viel niedriger als bei sporadischen Magenkarzinomen. Typisch ist auch ein multifokaler Befall. 

Das geschätzte Lebenszeitrisiko für das Magenkarzinom beträgt für Träger einer CDH1-Mutation 67% 

bei Männer und 83% bei Frauen. Bei Familien mit mindestens zwei Mitgliedern mit diffusem Magen-

karzinom, von denen mindestens ein Karzinom unter 50 Jahre diagnostiziert wurde, ist eine Mutati-

onsanalyse angezeigt. Bei Mutationsträgern soll eine prophylaktische Gastrektomie in Erwägung gezo-

gen werden (Fitzgerald et al. 2010) (Brooks-Wilson et al. 2004). 

Weiterhin wurden mehrere Vorerkrankungen beschrieben, die mit einem erhöhten Karzinomrisiko 

einhergehen wie z.B.: Typ A-Gastritis, Morbus Menetrier oder Gallereflux. Gallereflux steigert 5-10 Jah-

re nach einer Billroth II Operation das Risiko für die Entstehung eines Magenstumpf-Karzinoms (Bos-

man et al. 2010).  

Das Magenkarzinom ist Teil von folgenden weiteren vererbbaren Tumorsyndromen: HNPCC-Syndrom 

(hereditary nonpolyposis colorectal cancer) ein autosomal-dominantes Tumor-

Prädispositionssyndrom, das vor allem durch das Auftreten von kolorektalen Karzinomen charakteri-

siert ist. Häufiges Auftreten von Magen-, Ureter- und Endometriumkarzinomen wurde bei den be-

troffenen Familien beobachtet. Die Ursache liegt in Mutationen von DNA Mismatch Reparaturgenen. 

Die Tumoren zeigen eine hochgradige Mikrosatelliteninstabilität (MSI-H) und sind größtenteils vom in-

testinalen Typ. Das Li-Fraumeni Syndrom resultiert aus einer Keimbahnmutation des p53 Tumorsupp-

ressorgens und führt zur Entwicklung von Mammakarzinomen, Osteosarkome und auch zur Kolon- und 

Magenkarzinomen. Die familiäre adenomatöse Polyposis, eine autosomal-dominante Erkrankung führt 
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zur Entstehung von Polypen im Dickdarm, im Duodenum und im Magen und geht mit einem hohen 

Entartungsrisiko einher. Das Peutz-Jeghers Syndrom führt zur Entstehung von hamartomatösen Poly-

pen, die ebenfalls mit einem erhöhten Karzinomrisiko einhergehen (Keller et al. 2005). 

Viele wissenschaftliche Artikel beschäftigen sich mit der Rolle von DNA-Polymorphismen als Risikofak-

toren für die Entstehung des Magenkarzinoms. Es wurden mehrere DNA-Polymorphismen von ver-

schiedenen Signalwegen entdeckt,  die mit einem erhöhten Risiko für die Entstehung von Magenkarzi-

nomen assoziiert sind, wie ein Polymorphismus (C677T) im Methylentetrahydrofolat-Reduktase Gen 

(MTHFR), das im Folat-Metabolismus eine wichtige Rolle spielt, oder Polymorphismen in den DNA-

Reparaturgenen XPA, XPC, ERCC2, die bei der Reparatur von DNA-Schaden, die im Rahmen von H. py-

lori induzierten Entzündungsprozessen entstehen können, mitwirken. Polymorphismen in dem IL1B-

Gen, das ausschlaggebend für den Beginn und für die Steigerung der Immunantwort auf die H. pylori 

Infektion ist, sind ebenfalls von Bedeutung. Cyclin D1 ist ein Protein das eine wichtige Rolle in der 

Steuerung des Zellzyklus spielt. Ein SNP in diesem Gen zeigte eine Assoziation mit dem Therapiean-

sprechen im Magenkarzinom (Stocker et al. 2009). 

 

 Molekulargenetische Veränderungen im Magenkarzinom 

Die Entstehung eines Magenkarzinoms wird auf eine Akkumulation genetischer Veränderungen zu-

rückgeführt. Diese genetischen Veränderungen kommen durch unterschiedliche Mechanismen zu-

stande. Eine aktuelle Arbeit des The Cancer Genome Atlas Research Network teilt die Magenkarzinome 

nach den zugrunde liegenden molekulargenetischen Veränderungen in 4 Subtypen: in Epstein-Barr-

Virus positiven Magenkarzinome (etwa 9%), die mit Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate-3-Kinase-

(PIK3CA)-Mutation und DNA-Hypermethylierung assoziiert sind, in Tumoren mit Mikrosatelliteninstabi-

lität (MSI, etwa 20%), in genetisch stabile Tumoren (20%), die vor allem diffuse Karzinome sind und 

Mutationen des RhoA-Gens aufweisen und zuletzt in die chromosomal instabile Tumoren (ca. 50%) mit 

numerischen Veränderungen der Chromosomen, bzw. von Chromosomenbereichen und mit struktu-

rellen Translokationen (The Cancer Genome Atlas Research Network 2014; Aguilera und Gómez-

González 2008).  

Die Mikrosatelliteninstabilität (MSI) wird in eine hohe MSI (MSI-H, mindestens 30% der Mikrosatelli-

tenmarker sind mutiert) und in eine niedrige MSI (MSI-L, weniger als 30% der Marker sind verändert) 

eingeteilt. MSI-H geht mit einem Defekt des Mismatch Reparatursystems einher und kann in etwa 5-

10% der diffusen Magenkarzinomen und in etwa 6-23,5 % der intestinalen Karzinomen nachgewiesen 

werden (Ushijima und Sasako 2004) (Ott et al. 2003) (Marrelli et al.2015). Die Ursache der MSI-H liegt 
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im Verlust des hMLH1 oder des hMSH2 Mismatch Reparatur Proteins. Die hMLH1 Promoter Methylie-

rung spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung des Magenkarzinoms (Lee et al. 2004). Die MSI-L 

kann in 8-20% der Magenkarzinom-Fälle nachgewiesen werden (Keller et al. 2005). Die Mikrosatelliten-

instabilität ist mit klinisch-pathologischen Merkmalen, wie intestinaler Typ, Lokalisation im Antrum, 

seltenere Lymphknotenmetastasen und ein verlängertes Überleben assoziiert (Beghelli et al. 2006). 

Epigenetische Veränderungen, wie die Promoter-Hypermethylierung spielen auch eine wichtige Rolle 

bei der Entwicklung des Magenkarzinoms. Es sind vor allem Tumorsuppressorgene betroffen, die durch 

die Hypermethylierung inaktiviert werden. Oft sind die Gene Cadherin-1 (CDH1), der Zellzyklus-

Regulator p16 und das DNA-Reparaturgen MLH1 betroffen (Becker und Keller 2010). Eine Hypermethy-

lierung in den CpG-Inseln wird in verschiedenen Tumoren, unter anderem auch im Magenkarzinom be-

schrieben (Napieralski et al. 2007). Mehrere Studien deuten darauf hin, dass molekulargenetische Ver-

änderungen in den Tumorsuppressorgenen und in den Onkogenen in die Entstehung der Magenkarzi-

nome involviert sind. Eine Inaktivierung der Tumorsuppressorgene TP53 (tumor protein p53), APC (a-

denomatosis polyposis coli)  oder des DCC-Gens (deleted in colorectal carcinoma)  erfolgt durch Muta-

tion oder durch Verlust der Heterozygotie (LOH). 30% der Magenkarzinome, größtenteils vom intesti-

nalen Typ, weisen eine genetische Veränderung des p53 Locus auf.  Etwa 60% der Tumoren vom intes-

tinalen Typ zeigen eine Mutation oder LOH des APC-Gens. APC ist ein Mitglied des Wnt/wingless Sig-

nalweges, der z.B. in 90% der Kolonkarzinome verändert ist (Smith et al. 2006). 

Eine Überexpression des EGF (epidermal growth factor), TGF- α (transforming growth factor-α) und K-

sam  wurde auch beschrieben (Smith et al. 2006). In 20% der intestinalen Magenkarzinome wurde die 

Amplifikation des Onkogen-Produktes ErbB2, HER2  beschrieben. HER2 ist ein human epidermal 

growth factor Rezeptor, eine Amplifikation oder Überexpression wurde in Mammakarzinomen, Kolo-

rektal- und Ovarialkarzinomen nachgewiesen. (Keller et al. 2005) (Durães et al. 2014).  

Gene, die die Apoptose und den Zellzyklus regulieren, haben auch große Bedeutung bei der Karzinoge-

nese. So  ist ein Verlust der Heterozygotie bei dem bcl-2 Locus (ein Apoptosehemmer) mit der Entwick-

lung von intestinalen Magenkarzinomen assoziiert. In Tumoren vom diffusen Typ wird das SC-1 Anti-

gen, ein Apoptose Rezeptor exprimiert. Eine Amplifikation von Cyklin E, ein Regulator des Zellzyklus, 

wird in 15-20% der Magenkarzinome gefunden (Keller et al. 2005).  Die Entwicklung von modernen Se-

quenzierungsmethoden (Next-Generation Sequencing) ermöglichte die Untersuchung des gesamten 

Genoms auf unterschiedlichen Ebenen und brachte dadurch weitere neue Erkenntnisse. Wang und 

Kollegen publizierten die ersten Ergebnisse der exome sequencing Studie im Jahre 2012. Sie identifi-

zierten 20 verschiedene Gene, die bei der Entwicklung des Magenkarzinoms eine wichtige Rolle zu 

spielen scheinen. Unter den Genen waren die bereits bekannten TP53, PTEN (Phosphatase and Tensin 
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homolog)  und ß-Catenin. Eine neue Erkenntnis war die hohe Mutationsfrequenz von Genen (unter an-

derem von ARID1A), die in die Modifikation von Chromatin involviert sind. 59% der Magenkarzinome 

zeigten Mutationen in den Histon-Modifizierungsgenen (Wang et al. 2011). Zang et al. beschrieb im 

Rahmen seiner Exome –Sequenzierungsstudie somatische Mutationen in Zelladhäsions- und Chroma-

tin-Remodeling-Genen. Er fand Mutationen in dem TP53-, dem PIK3CA- und dem ARID1A-Gen in Ma-

genkarzinomen (Zang et al. 2012). 

In 14 -25% der diffusen Magenkarzinome wurden kürzlich Mutationen im RHOA-Gen, das für eine klei-

ne GTPase  kodiert, festgestellt. RhoA ist ein Vermittler zwischen Zelloberflächenrezeptoren und intra-

zellulären Signalproteinen. Das Protein wechselt zwischen einer inaktiven GDP-gebundenen Form und 

einer aktiven GTP-gebundenen Form, die mit nachgeschalteten Effektoren interagiert, wodurch die 

Struktur des Aktin-Zytoskeletts, die Zellmigration und der Zellzyklus beeinflusst werden.  Eine Überex-

pression wurde in verschiedenen Krebsarten beobachtet. Es wird vermutet, dass der Wildtyp RhoA 

tumorsuppressive Wirkung hat und eine Mutation in RHOA diese tumorsuppressive Funktion hemmt 

(Kakiuchi et al. 2014) (Zhou et al. 2014). 

 

 Prognose und Prognosefaktoren 

Da das Magenkarzinom mit unspezifischen und spät auftretenden Symptomen einhergeht, wird es 

meist erst in einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert. Oft liegt schon eine lymphogene oder 

hämatogene Metastasierung vor. Der Anteil der Tumoren im frühen Stadium beträgt nur 10-15%. All 

das erklärt, dass die 5-Jahres-Überlebensrate nur bei etwa 30% liegt.  Eine bessere Prognose kann vor 

allem in Kliniken mit hoher Fallzahl, dank stadiengerechter, multimodaler Therapie erzielt werden 

(Hartgrink et al. 2009). Die Prognose hängt von tumor- und patientenassoziierten Faktoren ab. Lymph-

knotenratio (Ratio von befallenen Lymphknoten zu den entfernten Lymphknoten) und Lymphknoten-

status sind die wichtigsten unabhängigen Prognosefaktoren (Parameter, die die Prognose des Patien-

ten unabhängig beeinflussen) in Patienten mit einem resezierten Magenkarzinom, gefolgt von der Re-

sidualtumor-Kategorie, pT-Kategorie und dem M-Status (Siewert et al. 1998). In 2004 wurde in einer 

Studie beschrieben, dass das Vorhandensein von Fernmetastasen (in der Leber oder im Peritoneum) 

und ein alkalische Phosphatase Wert>100 U/l als unabhängige prognostische Faktoren gelten (Chau et 

al. 2004).  Dieses Ergebnis wurde im Jahr 2009 im Rahmen der REAL-2 Studie validiert (Chau et al. 

2009).  

Es wurde auch eine Vielzahl von molekularen Prognosefaktoren beschrieben. Etwa 40% der diffusen 

Magenkarzinome zeigten eine verstärkte Aktivierung des met Protoonkogens (hepatocyte growth fac-
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tor receptor), die Amplifikation von met korreliert mit dem Stadium und mit der Prognose (Smith et al. 

2006). 7-34% der Magenkarzinome zeigen eine Überexpression oder eine Amplifikation des Her2-Gens, 

das in dem Tumorzellproliferation, Migration, Adhäsion, Differenzierung und Apoptose involviert ist.  

Die Assoziation der Her2 Expression mit der Prognose wird kontrovers diskutiert. Metaanalysen deu-

ten jedoch darauf hin, dass  eine vermehrte Her2 Expression mit einer schlechteren Prognose assozi-

iert ist (Durães et al. 2014; Gravalos und Jimeno 2008; Jácome et al.2016). Mehrere Studien haben be-

schrieben, dass ein weiteres Mitglied der epidermal growth factor Rezeptor-Familie HER1 in etwa 5-

27% der Magenkarzinome amplifiziert ist und die Überexpression als ein Marker für schlechte Progno-

se  gilt (Deng et al. 2012; Kim et al. 2008; Kiyose et al. 2012). Die Angiogenese ist auch ein wichtiger 

Faktor bei der Krebsentstehung und wird durch den VEGFA (vascular endothelial growth factor A)  und 

durch seine Rezeptoren (VEGFRs) beeinflusst. In etwa 40% der Magenkarzinomfälle wird eine Expres-

sion von VEGFA und VEGFRs beschrieben, die mit einer schlechteren Prognose, Lymphknotenbefall 

und Fernmetastasen assoziiert ist (Lieto et al. 2008; Yoshikawa et al. 2000). Eine Amplifikation des fib-

roblast growth factor receptor findet man in etwa 9% der Tumoren, häufiger bei Kaukasier als bei Asia-

ten und sie ist ebenfalls mit einem schlechteren Überleben assoziiert (Jung et al. 2012). Die Überex-

pression von MET geht auch mit einer schlechteren Prognose einher (Graziano et al. 2011; Lee et al. 

2011).  

Dem Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/mTOR Signalweg wird ebenfalls eine wichtige Rolle in der 

Entstehung des Magenkarzinoms zugeschrieben (Samuels et al. 2004; Velho et al. 2005). Eine Aktivie-

rung oder eine Deregulierung der Signalkaskade ist mit erhöhten Lymphknotenmetastasen und mit ei-

nem schlechteren Überleben assoziiert (Shi et al. 2012). 

 

 Therapie 

Die chirurgische Resektion ist die Standardtherapie zur kurativen Behandlung des potentiell resektab-

len Magenkarzinoms. Ziel ist die Entfernung des gesamten Tumorgewebes mit den regionären Lymph-

knoten. Bei kurativer Intention werden die Lymphknoten von Kompartiment I und II (D2-

Lymphadenektomie mit 25 LK-s) entfernt (Möhler 2012).  Magenfrühkarzinome ohne LK-Befall (T1a N0 

M0) können mit einer endoskopischen Resektion behandelt werden, falls folgende Bedingungen erfüllt 

werden: 

• Läsionen von < 2 cm Größe in erhabenen Typen 

• Läsionen von < 1 cm Größe in flachen Typen 
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• Histologischer Differenzierungsgrad: gut oder mäßig (G1/G2) 

• Keine makroskopische Ulzeration                                                                                             

• Invasion begrenzt auf die Mukosa                                                                                             

• Keine restliche invasive Erkrankung nach der endoskopischen Resektion 

Nach den Empfehlungen der S3-Leitlinie für Magenkarzinome (Möhler 2012) soll eine Kontroll-

Endoskopie im ersten Jahr alle drei Monate, im zweiten Jahr alle sechs Monate und danach jährlich er-

folgen. Bei Irresektabilität eines lokal begrenzten Karzinoms oder bei funktioneller Inoperabilität des 

Patienten kann eine Radiochemotherapie mit kurativem Ziel durchgeführt werden. Bei lokalisierten 

Adenokarzinomen des Magens oder des ösophagogastralen Übergangs mit Kategorie uT2 kann, mit Ka-

tegorie T3 und resektablen T4a soll eine präoperative Chemotherapie durchgeführt und postoperativ 

fortgesetzt werden. Das Ziel der neoadjuvanten Chemotherapie ist das sog. Downstaging des fortge-

schrittenen Tumors und damit die Verbesserung der Resektabilität und des Überlebens. Studien be-

schreiben, dass eine neoadjuvante Chemotherapie mit darauf folgender Resektion mit einem besseren 

Überleben einhergeht, als die Operation alleine, trotz der Tatsache, dass mehr als 50% der Patienten 

Nonresponder sind.  

Bei der MAGIC-Studie wurden 503 Patienten mit einem Magenkarzinom in zwei Gruppen geteilt, wo-

bei bei 253 Patienten eine totale Gastrektomie durchgeführt wurde und 250 Patienten begleitend zur 

Magenresektion eine Chemotherapie erhielten. Die neoadjuvant behandelten Tumoren waren bei der 

Operation signifikant kleiner. Das 5-Jahres-Überleben war bei der chemotherapierten Gruppe signifi-

kant höher als bei der nicht chemotherapierten Gruppe. Eine perioperative Chemotherapie führt also 

verglichen mit einer alleinigen Resektion zu einem signifikant erhöhten Überleben (Cunningham et al. 

2006) (Ott et al. 2003). Eine totale oder subtotale Regression nach neoadjuvanter Chemotherapie 

wurde in 20% der Fälle beobachtet und  korreliert mit den Merkmalen des downstaging´s wie ypT-

Kategorie, ypN-Kategorie und mit der Häufigkeit der R0-Resektion. Die Unterscheidung von Responder 

und Nonresponder liefert  einen wichtigen, unabhängigen prognostischen Faktor für das Überleben. Es 

besteht eine signifikante Assoziation zwischen histomorphologischen Parametern und dem Anspre-

chen auf die neoadjuvante Chemotherapie. Tumoren des proximalen Drittels zeigten öfter ein Anspre-

chen auf die neoadjuvante Therapie als Tumoren im distalen Drittel. Gut und mäßig differenzierte Kar-

zinome, und Tumoren vom intestinalen Typ zeigten häufiger eine totale oder subtotale Regression 

(Becker et al. 2011).  

Nach einer präoperativen Chemotherapie und anschließender Operation sollte die Chemotherapie 

postoperativ fortgesetzt werden. Nach primärer R0-Resektion (ohne präoperative Chemotherapie) 
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sollte keine adjuvante Chemotherapie durchgeführt werden. 

Eine palliative medikamentöse Tumortherapie sollte zum frühest möglichen Zeitpunkt nach Diagnose-

stellung der lokal fortgeschritten inoperablen oder metastasierten Erkrankung eingeleitet werden. Die 

systemische Chemotherapie erfolgt mit einer Kombination  5-FU, Platin und oralen Fluoropyrimidinen 

(Möhler 2012). Vor dem Einsatz einer palliativen medikamentösen Tumortherapie sollte der HER2-

Status bestimmt werden. Die ToGA-Studie, eine internationale, randomisierte, Phase 3 Studie zeigte 

eine Überlegenheit der Therapie mit Trastuzumab (einen monoklonalen Antikörper gegen HER2) in 

Kombination mit Chemotherapie gegenüber nur Chemotherapie in HER2-positiven, fortgeschrittenen 

Magenkarzinomen. Das mediane Gesamtüberleben war signifikant besser in der Trastuzumab-Gruppe 

als in der nur chemotherapierten Gruppe. Somit gilt die Behandlung mit Trastuzumab als eine neue 

Therapieoption bei den HER2-positiven, fortgeschrittenen Magenkarzinomen (Bang et al. 2010). 

 

 Der Notch-Signalweg 

Der Notch-Signalweg ist ein weit verbreiteter und evolutionär konservierter Signaltransduktionsweg. 

Er ist in den meisten mehrzelligen Organismen vorhanden, ist in die Kontrolle der Zellproliferation, des 

Überleben, der Apoptose, der Selbsterneuerung von Stammzellen und in die postnatale Gewebsdiffe-

renzierung involviert und beeinflusst dadurch die Entwicklung und die Funktion von vielen Organen.  

Notch spielt eine wichtige Rolle bei der Karzinogenese, bei der Entwicklung von Krebsstammzellen, bei 

der Angiogenese, außerdem bei der epithelial-mesenchymale Transition (EMT). Entdeckt wurde der 

Notch-Rezeptor von Thomas Hunt Morgan im Jahre 1917, der eine Mutation bei der Fruchtfliege Dro-

sophila melanogaster festgestellt hat, die zu Kerben (notches) auf den  Flügeln führte (Espinoza und 

Miele 2013; Wang et al. 2010). 

Bei Säugetieren und Menschen wurden 4 Notch Rezeptoren (Notch1-4) und 5 Liganden (JAG1, JAG2, 

Delta-like 1, Delta-like 3, Delta-like 4) identifiziert. Der Signalweg wird durch eine Rezeptor-Liganden-

Interaktion benachbarter Zellen aktiviert. Nach der Bindung erfolgt eine proteolytische Spaltung der 

extrazellulären Domäne des Notch-Rezeptors durch die Metalloproteinase Tumornekrose Faktor-

alpha-converting Enzym (TACE). Es folgt eine weitere Spaltung durch den Presenilin-gamma-Sekretase 

Komplex wodurch die Notch intrazelluläre Domäne (NICD) abgespaltet wird und  in den Nukleus ge-

langt. NICD aktiviert im Nukleus einen Transkriptionskomplex, der die Transkription von Zielgenen, wie 

z.B.:  CyclinD, `MYC, Hes und Hey reguliert (Ranganathan et al. 2011; Andersson et al. 2011). 

Die Deregulierung des Notch Signalweges kann unter anderem für die Krebsentwicklung eine Rolle 

spielen. Interessanterweise kann Notch kontextabhängig sowohl onkogen als auch anti-proliferativ 
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wirken. Über die anti-proliferative Wirkung wurde in wenigen Tumorentitäten wie im Hautkrebs,  im 

hepatozellulären Karzinom, im Zervixkarzinom und im kleinzelligen Lungenkarzinom berichtet.  In hä-

matoonkologischen Erkrankungen wie in der T-Zell lymphoblastischen Leukämie wurden Mutationen 

des Notch 1 Gens beschrieben.  Mehrere Studien deuten darauf hin, dass  eine Deregulierung auch für 

die Entwicklung von soliden Tumoren von Bedeutung ist, wie z.B.:  für das Prostatakarzinom (Santagata 

et al. 2004), Mammakarzinom (Reedijk et al. 2005) oder für das Glioblastom (Brennan et al. 2009). 

Notch begünstigt die Tumorentstehung einerseits durch Regulierung des Zellzyklus (Induktion der Ex-

pression von CyclinD1 und MYC, ein Protoonkogen)  und andererseits durch Hemmung der Apoptose 

durch Herunterregulierung von p53 (reviewed in Demarest et al. 2008). Zusammen mit dem WNT-

Signalweg ist Notch für die Ausbildung von Tumorstammzellen von Bedeutung (Nakamura et al. 2007). 

Notch Rezeptoren und Liganden werden in großer Zahl in den Blutgefäßen exprimiert, Studien deuten 

auf eine Rolle bei der Tumorangiogenese hin (Benedito et al. 2009). Bei der Krebsentstehung spielt das 

Phänomen der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) eine wichtige Rolle. Dabei durchlaufen 

Epithelzellen morphologische Veränderungen bis sie einen mesenchymalen Phänotyp annehmen. Her-

abgesetzte Zelladhäsion, stärkere Produktion von extrazellulärer Matrix, Migration und verstärkte Re-

sistenz gegen Apoptose sind für die so entstandenen Zellen charakteristisch. EMT soll außerdem durch 

eine Verstärkung der Resistenz gegenüber Apoptose zur Entstehung des Tumorstammzellphänotyps 

beitragen und ist dadurch mit einer Chemotherapie-Resistenz assoziiert. Studien schreiben dem Notch-

Signalweg für die EMT eine Bedeutung zu, indem  die Expression von zwei Zielgenen (SNAIL und SLUG) 

hochreguliert wird, die wiederum die Expression von CDH1 (das Gen das für E-Cadherin kodiert) herun-

terregulieren. So wird die Adhäsion zwischen den Zellen herabgesetzt, was als Voraussetzung für die 

Metastasierung gilt (Leong et al. 2007). So zeigen beispielsweise Gemcitabin-resistente Pankreaskarzi-

nomzellen eine erhöhte Expression von Notch-2 und JAG1 und einen EMT-Phänotyp mit niedrigeren 

Expression von E-Cadherin und eine erhöhte Expression von mesenchymalen Markern. Eine Herunter-

regulierung vom Notch zeigte eine partielle Umwandlung vom mesenchymalen zum epithelialen Phä-

notyp (Wang et al. 2009). Der Notch-Signalweg ist auch in der Entwicklung der Cisplatin-Resistenz be-

teiligt. Bei Plattenepithelkarzinomen im Kopf- und Halsbereich zeigte sich eine erhöhte Notch-1 Ex-

pression, die mit der Cisplatin-Sensitivität negativ korreliert. Nach der Hemmung des Notch Signalwe-

ges wurde eine verringerte Resistenzrate festgestellt (Zhang et al. 2009; Gu et al. 2010). Auch bei an-

deren Chemotherapie-Resistenzen (Taxane, Tamoxifen, Oxaliplatin, Trastuzumab und Doxorubicin) 

wurde die Rolle des Notch Signalweges bestätigt (Wang et al. 2010). Deshalb wurden neue Strategien 

für die Optimierung des Therapieansprechens entwickelt, die den Notch-Signalweg  beeinflussen sol-

len.  Erfolgversprechende Ziele der Krebstherapie sind die gamma-Sekretase-Inhibitoren (GSIs) die die 
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Aktivierung des Signalweges verhindern. Mehrere Studien deuten darauf hin, dass GSIs in verschiede-

nen Krebsarten, wie im Mammakarzinom, im hepatozellulären Karzinom, im Prostatakarzinom  das 

Zellwachstum hemmen, Apoptose induzieren und somit das Chemotherapie-Ansprechen erhöhen 

können (Wang et al. 2010). Die beiden Notch-Rezeptoren Notch1 und Notch2 zeigen interessanter-

weise teilweise gegenläufige Funktionen innerhalb eines Tumors (Mazur et al. 2010b; Mazur et al. 

2010a).  

 

 Der Notch-Signalweg beim Magenkarzinom 

Der Notch-Signalweg spielt auch in der Magenmukosa, bei der Differenzierung von Magenepithel in 

foveolare Drüsen eine wichtige Rolle. Notch1, Notch3, JAG1, JAG2 und Hes1 wurden im Isthmus der 

normalen Mukosa gefunden, dort, wo die Magenstammzellen vermutet werden. Notch hat einen Ein-

fluss nicht nur auf die Differenzierung der normalen Mukosa sondern auch auf die Magenkarzinomzel-

len. Eine Expression von Notch1, Notch2 und Notch3 wurde in Magenkarzinomzellen nachgewiesen, 

was darauf hindeutet, dass der Notch-Signalweg im Magenkarzinom aktiviert ist und die Differenzie-

rung hemmt (reviewed bei Katoh und Katoh 2007). Eine Aktivierung des Notch-Signalweges über Cyc-

looxygenase-2 ist mit einer Tumorprogression assoziiert (Yeh et al. 2009b; Tseng et al. 2012). 

In Magenkarzinomen wurde eine unterschiedliche Expression von Notch1 und Notch2 beschrieben.  

Notch1 findet man in der intestinalen Metaplasie und in gut differenzierten Magenkarzinomen vom in-

testinalen Typ. Es wurde gezeigt, dass Notch1  an der metaplastischen Umwandlung der Gewebe be-

teiligt ist und die koloniebildende Fähigkeit der Zellinien begünstigt (Sun et al. 2011). Die epigenetisch 

regulierte Notch1-Hemmung ist mit Magenkarzinomen vom diffusen Typ assoziiert (Piazzi et al. 2011). 

Die mit DAPT (gamma-Secretase-Inhibitor) behandelten Magenkarzinom-Zelllinien AGS und MKN45 

zeigten eine herunterregulierte Expression von Notch1 und damit eine verminderte Fähigkeit zur Mig-

ration und zur Proliferation (Li et al. 2014). Die Expression von Notch2 in der gesunden oder leicht ent-

zündlichen Mukosa ist sehr niedrig, in den Magenkarzinomzellen ist sie aber deutlich erhöht, was da-

rauf schließen lässt, dass auch Notch2 in der Pathogenese des Magenkarzinoms beteiligt ist (Sun et al. 

2011).  

 

 Single nucleotide polymorphismus  

Unter einem single nucleotide polymorphismus (SNP) versteht man eine Variation eines Basenpaares 

im Genom, die bei mindestens 1% der Bevölkerung auftritt.  Es handelt sich um Punktmutationen die 
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während der Evolution entstanden sind. SNPs bilden 90% der humanen genetischen Variationen und 

kommen etwa alle 100-300 Basenpaaren im Genom vor. Bei etwa 60% der SNPs wird Cytosin durch 

Thymin ersetzt. Liegt der Austausch in einer kodierenden Region (Exon), gibt es zwei Möglichkeiten: 

das neu entstandene Triplet kodiert für dieselbe Aminosäure und  hat somit kein Konsequenz für das 

Protein (silent SNP) oder es kodiert für eine andere Aminosäure wodurch es zu Veränderungen im Pro-

tein kommt.  Mögliche Folgen sind: Prädisposition für Erkrankungen, Unterschiede im Ansprechen auf 

Medikamente und in der Immunantwort (Brookes 1999) (Karki et al. 2015). 

       

 DNA-Polymorphismus im Notch2 Gen  

Der SNP rs11249433 befindet sich in der perizentromeren Region vom Chromosom 1p11.2. In dieser 

Region sind innerhalb von 1MB fünf Gene lokalisiert, darunter auch das Notch2 Gen. Es wurde eine As-

soziation zwischen rs11249433 und einer erhöhten Expression von Notch2 in Östrogen-Rezeptor posi-

tiven Mammakarzinomen ohne TP53 Mutationen gefunden. Die Risikogenotypen AG und GG sind mit 

einer erhöhten Notch2 Expression assoziiert (p=0,054) (Fu et al. 2010). 

Wu und Kollegen führten eine Metaanalyse von 15 Studien durch, die die Assoziation zwischen dem 

SNP und dem Auftreten eines Mammakarzinoms untersuchten. Insgesamt  wurden 90154 Patienten 

und 137238 Kontrollen mit verschiedenem ethnischem Hintergrund analysiert. Es wurde ein großer 

Unterschied in der Verteilung des G-Allels zwischen den unterschiedlichen ethnischen Gruppen gefun-

den. Bei Kaukasier beträgt die Häufigkeit des G-Allels 0,40, bei den Ost-Asiaten 0,03 und bei den Afri-

kaner 0,12. Die Odds-Ratio (OR) für den Polymorphismus rs11249433 und der Entwicklung eines 

Mammakarzinoms beträgt 1,09 bei Behandlung aller Ethnizitäten. Nach der Bildung von Subgruppen 

entsprechend der Ethnizität zeigte sich, dass nur Kaukasier mit dem G-Allel ein  signifikant erhöhtes Ri-

siko für die Entwicklung eines Mammakarzinoms besitzen, in den ost-asiatischen und afrikanischen 

Subgruppen wurde keine Assoziation zur Brustkrebs-Entwicklung entdeckt. Der SNP erhöht das Risiko 

für die Entwicklung von Östrogen-Rezeptor positiven (ER+) Tumoren (Wu et al. 2013). Eine weitere Ar-

beit beschrieb, dass der Genotyp G mit einem erhöhten Risiko für die Entstehung von Mammakarzi-

nomen mit einer niedrigen E-Cadherin Expression assoziiert ist. Die SNP-Träger entwickelten am häu-

figsten ER-positive, lobuläre Mammakarzinome (Horne et al. 2014). 
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2. Fragestellung der Arbeit  

Eine neoadjuvante Chemotherapie führt verglichen mit alleiniger Gastrektomie zu einem signifikant 

erhöhten Überleben und ist inzwischen eine bewährte Behandlungsform für fortgeschrittene  Magen-

karzinome (Cunningham et al. 2006). Da jedoch  eine hohe Anzahl der Magenkarzinom-Patienten nicht 

auf die Chemotherapie anspricht, besteht ein Bedarf an Marker und Faktoren die ein Therapieanspre-

chen vorhersagen und so die Therapie optimieren und den Nonrespondern die Chemotherapie erspa-

ren können. Der Notch-Signalweg ist durch verschiedene Mechanismen in der Karzinogenese und in 

der Entwicklung von Chemotherapie-Resistenzen beteiligt. In Magenkarzinomen wurde eine Chemo-

therapie-assoziierte signifikante Erhöhung der Notch2-Genexpression  beschrieben (Bauer et al. 2012). 

In vorangegangenen Arbeiten wurde außerdem über eine Assoziation zwischen den SNP rs11249433 

und der Notch-Genexpression berichtet (Fu et al. 2010). 

In dieser Studie wurde die Rolle der Notch2-Genexpression und des mit dem Notch2-Gen assoziierten 

Polymorphismus rs11249433 untersucht.  

Ziel dieser Studie war es, folgende Fragen zu beantworten: 

1. Besteht eine Assoziation zwischen dem Polymorphismus rs11249433 und dem klinischen und 

histopathologischen Ansprechen auf die neoadjuvante Chemotherapie?  

 

 

2. Besteht eine Assoziation zwischen den Genotypen des Polymorphismus und dem Überleben       

neoadjuvant behandelter Magenkarzinompatienten? 

 

3. Besteht eine Assoziation zwischen der Notch2 Expression und den klinisch-pathologischen Cha-

rakteristika sowie dem Überleben der Patienten in primär resezierten Magenkarzinomen?  

 

 

4. Besteht eine Assoziation zwischen dem Polymorphismus und der Notch2 Expression in den Tu-

moren?
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3. Materialien und Methoden 

 Patientenkollektive  

 Patientenkollektiv allgemein: klinisch-pathologische Daten und Datenerhebung  

Das Patientenkollektiv umfasst 179 an einem Magenkarzinom erkrankte Patienten, die neoadjuvant 

mit Chemotherapie behandelt wurden und 142 Patienten die keine neoadjuvante Chemotherapie er-

halten haben. Die Patienten wurden  im  Zeitraum von 1992 bis 2010 behandelt.  

Die klinisch-pathologischen Daten wurden aus dem klinikinternen pathologisch-klinischen Informati-

onssystem gewonnen. Die Daten von 179 neoadjuvant chemotherapierten Patienten waren in der 

Doktorarbeit von Nils Henningsen bereits erhoben und mir zur Verfügung gestellt. (Henningsen  2009).  

Es wurden die Angaben zu Person, klinische Daten, pathologische Befunde, Daten zum Verlauf und To-

desdaten  ermittelt. Die Nachsorgedaten der  179 Patienten wurden von PD Dr. Novotny (Chirurgische 

Klinik der Klinikum rechts der Isar) zur Verfügung gestellt. Die Daten werden im Folgenden hier noch 

kurz dargestellt. 

 

 Neoadjuvant behandelte Patienten  

 Patienten und Einschlusskriterien 

Einschlusskriterium für die Teilnahme an der Studie war bei den neoadjuvant chemotherapierten Pati-

enten ein histologisch gesichertes Adenokarzinom des Magens oder des gastroösophagealen Über-

gangs Typ 2 und 3 (AEG 2/3). Das Alter sollte bei Diagnosestellung zwischen 18 und 80 Jahre liegen. Die 

Patienten sollten ein Eastern Cooperative Oncology Group-Status von 0 oder 1 haben, außerdem ein  

klinisches T3/T4, cN0/+, cM0-Stadium besitzen und eine Peritonealkarzinose  sollte mittels Laparosko-

pie ausgeschlossen werden. In einigen Fällen durften auch Patienten mit uT3/T4-, cN0/+-, cM1-

Stadium an der Studie teilnehmen, wenn es anhand der Bildgebung möglich schien die Metastasen zu 

entfernen. Ein weiteres Kriterium war, dass die Patienten fit genug für eine neoadjuvante, platinbasier-

te Chemotherapie waren. Die Fitness wurde durch Risikoabschätzung anhand folgender Parameter 

festgestellt: die Leukozytenzahl sollte mehr als 4000/µl, Thrombozytenzahl mehr als 150.000/µl betra-

gen, das Kreatininwert sollte unter 1,5 mg/dl liegen, Kreatininclearence  mehr als 60 ml/min betragen 

und Bilirubin sollte unter 2mg/dl liegen. Die Patienten, die einen vorausgegangenen Zweittumor hat-

ten, mit Ausnahme von semimalignen, behandelten Hauttumoren und in-situ-Karzinomen der Cervix 

uteri, wurden nicht in die Studie einbezogen. Zu den Ausschlusskriterien zählten außerdem Fernmeta-
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stasen, Schwangerschaft, eine Lebenserwartung von weniger als 3 Monaten, eine histologisch gesi-

cherte Peritonealkarzinose, vorausgegangene Chemo-, Strahlen-, und Lasertherapie,  Stentanlagen, 

unkontrollierte Blutungen und eine Magenausgangsstenose, die eine parenterale Ernährung nötig 

machte. 

 

  Prätherapeutisches Staging 

Im Rahmen des prätherapeutischen Staging wurde routinemäßig eine klinische Untersuchung, eine 

Blutabnahme mit Bestimmung des Differenzialblutbildes,  der Tumormarker CEA, CA 19-9 und CA 72-4,  

der Gerinnungs-, und der Serumwerte durchgeführt. Es wurde auch eine Serumelektrophorese, eine 

Röntgenaufnahme des Thorax und eine Sonographie des Abdomens vorgenommen. Die Videoendo-

skopie und der endoluminale Ultraschall dienten der Feststellung  der uT-Kategorie. Anhand der bei 

der Endoskopie gewonnenen Biopsien wurden die WHO-Klassifizierung, das Grading, und der Wachs-

tumstyp nach Lauren von Pathologen des Klinikums rechts der Isar bestimmt.  Um die Dicke der Ma-

genwand beurteilen zu können, wurde bei den Patienten eine Computertomographie  des Abdomens 

mit oralem oder intravenösem Kontrastmittel bei Vollfüllung des Magens durchgeführt. Bei Tumoren 

des proximalen Drittels des Magens oder des gastroösophagealen Übergangs Typ 2 und 3 wurde au-

ßerdem ein CT des Thorax angeordnet. Eine Laparoskopie diente zum Ausschluss einer Peritonealkar-

zinose, dabei wurde die Bursa omentalis eröffnet und ein Leberultraschall durchgeführt. Zu Beginn und 

am Ende der Laparoskopie wurde eine abdominelle  Lavage nach einem prospektiven Studienprotokoll 

vorgenommen. Weder konventionell zytologisch noch immunhistochemisch positive Tumorzellen führ-

ten zum Ausschluss aus der neoadjuvanten Therapie. Es erfolgte noch eine Echokardiographie, ein kar-

diologisches Konsil und eine Lungenfunktionsprüfung. Nach den Untersuchungen wurden die Patien-

ten im Tumorboard vorgestellt, wo das interdisziplinäre Team die klinischen TNM-Stadien festlegte. 

Bei einem uT3/T4-, cN0/+-, cM0-Stadium oder bei einem cM+-Stadium (wenn die Fernmetastasen als 

potenziell resektabel erschienen), wurden die Patienten in das neoadjuvante Therapiekonzept und seit 

1999 gegebenenfalls in die European Organisation for Research and Treatment of Cancer-Studie -

40954 (EORTC) aufgenommen.  
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 Neoadjuvante Chemotherapie   

Bei einer neoadjuvanter Chemotherapie handelt es sich um eine Chemotherapie die vor der Operation 

durchgeführt wird.  Die Chemotherapien bestanden aus 5-FU und aus einem Platinderivat. Der Groß-

teil der Patienten erhielt eine Chemotherapie nach dem PLF (Cisplatin, Leucovorin und 5-FU) Schema, 

bei einigen Patienten wurde das PLF-Schema mit einem anderen Chemotherapeutikum (wie z.B.: 

Docetaxel, Paclitaxel oder Epirubicin) ergänzt. Ein kleiner Teil der Patienten erhielt statt Cisplatin O-

xaliplatin.  

In der Tabelle 2 sind die Anzahl der Patienten und jeweils ein Zyklus der einzelnen Therapieschemata 

aufgeführt. Die Dosisangaben beziehen sich auf die Körperoberfläche der Patienten.   

 

Tabelle 2: Übersicht über die Chemotherapieschemata und die Anzahl der behandelten Patienten 

      Chemotherapie   

  PLF-Schema 
PLF + 
Docetaxel 

PLF + Paclit-
axel 

PLF + Epiru-
bicin 

OLF-Schema 

Anzahl der 
Patienten n 
(%) 

131 (73) 17 (9) 14 (8) 9 (5)  8 (4) 

Chemo-
therapeutika 

Cisplatin          
50 mg/m² 

Cisplatin 
50mg/m² 

Cisplatin 
50mg/m² 

Cisplatin 
50mg/m² 

Oxaliplatin 
85mg/m² 

  
Leucovorin 
500mg/m² 

Leucovorin 
500mg/m² 

Leucovorin 
500mg/m² 

Leucovorin 
500mg/m² 

Leucovorin 
500mg/m² 

  

5-FU 
2000mg/m² 

5-FU 
2000mg/m² 

5-FU 
2000mg/m² 

5-FU 
2000mg/m² 

5-FU 
2000mg/m² 

  
Docetaxel 
40-50mg/m² 

Paclitaxel 
85mg/m² 

Epirubicin 
30mg/m² 

  

 

 

 Beurteilung des Therapieansprechens 

Das Therapieansprechen nach der neoadjuvanter Chemotherapie wurde anhand von zwei Kriterien 

beurteilt: a, der klinischen und b, der histopathologischen Response. Das klinische Therapieansprechen 

wurde durch das Restaging der Patienten nach dem ersten abgeschlossenen Chemotherapiezyklus er-

hoben.  Außer der Laparoskopie wurden alle Staging-Untersuchungsschritte wiederholt und die Ergeb-

nisse miteinander verglichen. Die klinische Responseevaluation erfolgte durch das interdisziplinäre 

Tumorboard am Klinikum rechts der Isar. Die entscheidenden Kriterien waren dabei die Abnahme der 
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Wanddicke und der kraniokaudalen Tumorausdehnung im CT um mindestens 50% sowie nur minimale 

Residuen oder komplette Rückbildung des Tumors in der Endoskopie. Wenn die Kriterien erfüllt wur-

den handelt es sich bei dem Patienten um einen klinischen Responder, wenn nicht dann um einen kli-

nischen Nonresponder. 

Das histopathologische Therapieansprechen wurde anhand der Kriterien von Becker (Becker et al. 

2011) wie folgt ermittelt. Die resezierten Tumoren und Lymphknoten wurden nach einem festgelegten 

Protokoll aufgearbeitet. Die Größe der Magenkarzinome wurde makroskopisch erfasst. Anschließend 

wurde das Gewebe mit einem Abstand von 0,5 cm von oral nach aboral in Paraffin eingebettet. Die von 

den Proben gewonnene Schnitte wurden routinemäßig HE, EvG und PAS gefärbt und anschließend mit 

dem Mikroskop befundet. Der histologische Typ, das Grading und der Wachstumstyp nach Laurén 

wurden entsprechend der Richtlinien der WHO bestimmt. Der ypTNM-Klassifikation und der Resekti-

onsstatus wurden entsprechend den Vorgaben der UICC (Sobin et al. 2002) gestellt. Das Kriterium für 

die histopathologische Response besteht wenn die Anzahl der vitalen, residualen Tumorzellen im Ver-

hältnis zum ursprünglichen Tumorgewebe kleiner als 10 % beträgt. Das bezeichnet man als Regressi-

onsgrad 1a und 1b. Insgesamt werden drei Regressionsgrade unterschieden. 

 

Tabelle 3: Histopathologische Regressionsgrade 

Tumorregressionsgrad Residualtumor Histopathologisches 
Therapieansprechen* 

n (%) = 172 (100%) 

1a 0% Responder 13 (8) 

1b <10% Responder 36 (21) 

1 (a oder b)  Responder 2 (1) 

2 10-50% Nonresponder 58 (34) 

3 >50% Nonresponder 63 (36) 

* die histopathologische Response wurde nur bei den operierten Patienten (n=172) bestimmt 

 

 Operation 

Zwei bis drei Wochen nach Abschluss der neoadjuvanten Chemotherapie erfolgte die Operation. Bei 

Tumoren des mittleren und distalen Drittels wurde eine totale Gastrektomie mit D2-

Lymphadenektomie durchgeführt. Der Resektionsrand lag oral im Bereich der anatomischen Kardia. 

Bei weit distal gelegenen Tumoren wurden auch die Lymphknotenstationen am Ligamentum hepatod-

uodenale, an der Aorta und am hinteren Pankreaskopf entfernt. Als Rekonstruktion wurde eine einfa-

che Ösophagojejunostomie oder eine Ösophagojejunoplicatio nach Y-Roux durchgeführt. 
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Bei Tumoren des proximalen Drittels wurde eine transhiatal erweiterte Gastrektomie vorgenommen, 

wobei nach Eröffnung des Hiatus der distale Anteil des Ösophagus mitreseziert wurde. Der Resektions-

rand lag auf Höhe der unteren Lungenvene, oder in Einzelfällen auf Höhe der Vena azygos.  Standard-

mäßig wurde auch hier eine D2-Lymphadenektomie durchgeführt, die zusätzlich die Lymphknotensta-

tionen am Milzhilus, der Arteria lienalis und paraaortal umfasste. Die Rekonstruktion erfolgte durch ei-

ne Ösophagojejunostomie nach Y-Roux.  

Bei Adenokarzinomen des gastroösophagealen Übergangs  Typ 2 wurde in Einzelfällen nach individuel-

ler Indikationsstellung eine transmediastinale Ösophagektomie vorgenommen, da die Tumoren bis 

weit in den Ösophagus hinein reichten.  Die Rekonstruktion erfolgte durch einen Magenhochzug nach 

Schlauchmagenbildung im hinteren Mediastinum. In seltenen Fällen, bei weit nach proximal reichen-

den großen Tumoren erfolgte die Rekonstruktion durch ein Koloninterponat.  

 

 Tumornachsorge 

Die Tumornachsorge der Patienten erfolgte  ambulant über das Tumortherapiezentrum des Klinikum 

rechts der Isar. Im ersten  Jahr wurden die Nachsorgeuntersuchungen vierteljährlich, im zweiten und 

dritten Jahr  halbjährlich und im vierten und fünften jährlich durchgeführt. Bei Rezidivfreiheit endete  

die Tumornachsorge nach 60 Monaten.  

Die Tumornachsorge umfasste jeweils eine Anamnese, eine klinische Untersuchung, ein Röntgen Tho-

rax, eine Sonographie des Abdomens, eine Ösophagogastroduodenoskopie, ein CT des Abdomens und 

Beckens und eine Blutabnahme mit Tumormarkerbestimmung (CEA, CA 19-9, CA 72-4). Bei Verdacht 

auf ein Rezidiv bei der Bildgebung wurde eine Biopsie zur histologischen Sicherung angestrebt. Die 

Nachsorgedaten lagen bei 179  CTX Patienten vor.   

 

 Geräte 

In Tabelle 4 sind die verwendeten Geräte, die Hersteller und die Methode, bei der das Gerät benutzt 

wurde, aufgeführt.  
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Tabelle 4: Verwendete Geräte 

Bezeichnung, Name Firma/ Firmensitz Methode 

Wärmeblock: 

Thermomixer comfort 1,5 ml 

Eppendorf®/ Hamburg DNA-Isolierung 

Wärmeblock: 

Schutron Thermoshaker TS-K 

Wolf Laboratories Limited®/ 

York, UK 

DNA-Isolierung 

UV-Spektralphotometer: 

Nanodrop 2000C 

Peqlab/ Erlangen Bestimmung des DNA-Gehalts 

PCR-Prozessor: 

GeneAmp®PCR System 9700 

Applied Biosystems®, Weiter-
stadt 

PCR 

PCR-Prozessor: 

Mastercycler gradient® 

Eppendorf®/ Hamburg PCR 

Zentrifuge: 

Centrifuge 5415 D 

Eppendorf®/ Hamburg PCR 

Elektrophoresekammer: 

Wide Mini SubTM Cell 

BIO-RAD® Laboratories/ Her-
cules, CA, USA 

Gelelektrophorese 

Spannungsgerät: 

Power Pac  300® 

BIO-RAD® Laboratories/ Her-
cules, CA, USA 

Gelelektrophorese 

Digitale Bilddokumentation: 

Eagle Eye TM 

Stratagene®/ La Jolla, CA, USA Gelelektrophorese 

Zentrifuge: 

Centrifuge 5417 R 

Eppendorf®/ Hamburg DNA-Aufreinigung 

Sequenziergerät: 

3130 Genetic Analyzer 

Applied Biosystems®/ Darm-
stadt 

DNA-Sequenzierung 

Real Time PCR Gerät: 

Light Cycler®480.2 

Roche/ Basel, Schweiz HRM-Analyse 

DHPLC: 

WAVE® DNA Fragment Analy-
sis System 

Transgenomic/ Crewe, UK DHPLC 

 

 

 Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien 

In Tabelle 5 sind die verwendeten Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien, die herstellende 

Firma und die Methode, bei der die Substanz verwendet wurde, aufgeführt.   
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Tabelle 5: Verwendete Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien 

Bezeichnung, Name Firma/ Firmensitz Methode 

Proteinase K Roche®/ Basel, Schweiz DNA-Isolierung 

Isopropanol 100% Technische Befüllanlage Pa-
thologie/ München 

DNA-Isolierung 

Ethanol 96, 70, 50% Technische Befüllanlage Pa-
thologie/ München 

DNA-Isolierung 

PCR-Reaktionsgefäße: 

PCR tubes 0,5 ml  

Biozym®/ Oldendorf PCR 

DNA-Polymerase: 

Ampli Taq Gold® 

Applied Biosystems®/ Weiter-
stadt 

PCR 

Nukleotide: 

dNTPs 200µM 

Applied Biosystems®/ Weiter-
stadt 

PCR 

Agarose Biozym®/ Oldendorf Gelelektrophorese 

Ethidiumbromid Amresco/ Ohio, USA Gelelektrophorese 

Molekulargewichtsmarker: 

Φ174X =Hae 3 

Fermentas®/ Burlington, Can-
ada 

Gelelektrophorese 

PCR-Reinigungskit: 

QIAquick® PCR Purification Kit 

Quiagen®/ Hilden DNA-Sequenzierung 

PCR-Reinigungskit: 

QIAGEN® Dye Ex 2.0 Kit Spin 

Quiagen®/ Hilden DNA-Sequenzierung 

 Big Dye Terminator Cycle Se-
quencing Kit Version 1.1 

Applied Biosystems®/ Weiter-
stadt 

DNA-Sequenzierung  

Reaktionsgefäße: 

Safe-Lock Tubes 1,5 ml 

Eppendorf®/ Hamburg DNA-Isolierung 

Light Cycler® 480 High resolu-
tion Melting Master 

Roche/ Basel, Schweiz HRM-Analyse 

96-er Well-Platte  HRM-Analyse 

Wasserfiltrationsanlage  für 
HPLC 

Millipore/ Eschborn DHPLC 

Acetonitril Sigma/ Deisenhofen DHPLC 

  



Materialien und Methoden 23 

 

 Puffer und Lösungen 

In Tabelle 6 sind die verwendeten Puffer und Lösungen aufgelistet. 

 

Tabelle 6: Verwendete Puffer und Lösungen 
Proteinase K-Puffer 

50mM Tris/HCl (pH 8,5) 

1mM EDTA (pH 8,0) 

0,5% Tween 20 (pH 8,0) 

 

Herstellung des Proteinase K-Puffers                                                                           

Ansatz für 1 l: 50 ml 1M TRIS-HCl (pH 8,3)0,05 

                          2ml 0,5M EDTA (pH 8,0) 

                          Pro 50 ml 250µl TWEEN 20 

Der Puffer wird steril filtriert 

 

PCR-Puffer 

10mM Tris-HCl (pH 8,3) 

50mM KCl 

0,01% Gelatine 

1,5 mM MgCl₂ 

 

Herstellung des PCR-Puffers (10fach) 

20 ml Tris-HCl, 1M (pH 8,3) 

100 ml KCl, 1M 

200mg Gelatine 

80 ml H₂O (Millipore) 

Ad 48 ml: 

Für 10 mM-Puffer: 480 µl MgCl₂, 1M 

Für 15 mM-Puffer: 720 µl MgCl₂, 1M 

Für 20 mM-Puffer: 960 µl MgCl₂, 1M 

 

TE-Puffer 

10 mM Tris (pH 8,0) 

1mM EDTA (pH 8,0) 

 

 

TBE-Puffer (10-fach) 

1,0 M Tris 

0,9 M Borsäure (pH 8,0) 

0,01 M EDTA 

 

DHPLC-Puffer 

Puffer A 

50 ml TEAA (2M) 

250 µl Acetonitril 

Ad 1000 ml HPLC-Wasser 

 

 

Puffer B  

50 ml TEAA (2M) 

250 ml Acetonitril 

Ad 1000 ml HPLC-Wasser 

 

Puffer C 

750 ml Acetonitril 

250 ml HPLC-Wasser 

 

Puffer D 

80 ml Acetonitril 

Ad 1000 ml HPLC-Wasser 
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 Primer   

Für die Genotypisierung wurden zwei verschiedene Primer benutzt, die von der Firma Sigma® herge-

stellt wurden. Die Tabelle 7 gibt die Primersequenzen, die Annealingtemperaturen, und die Produkt-

länge wieder.  

 

Tabelle 7: Primersequenzen, Annealingtemperaturen und Produktlänge 
Primer 1. für PCR : Notch 2 SNP rs 11249433 

Primer 1. vorwärts: 5‘-TTGTTCCTAAAACAGATTAATGAC-3‘ 

Primer 1.  rückwärts: 5‘-TTGGAAAACCTTTAGCCAGAG-3‘ 

Produktlänge: 203 bp 

Primer 1. wurde bei der DNA-Sequenzierung verwendet.  

Die Annealing-Temperatur betrug bei der PCR 55˚C und bei der Cycle PCR 57˚C. 

Primer 2. für DHPLC und HRM-Analyse: Notch 2 SNP rs 11249433 

Primer 2.vorwärts: 5‘-AGAAAGCAGGGCTGGGTTTA-3‘ 

Primer 2. rückwärts: 5‘-TTCCTGCTGGTACATCCATTACA-3‘ 

Produktlänge: 161 bp 

Primer 2.wurde zur DHPLC und zur HRM-Analyse benutzt.  

 

 DNA-Isolierung 

Für die Genotypisierung wurde die DNA aus Lymphozyten von EDTA -Blut (n=145) und aus formalinfi-

xierten, in Paraffin eingebetteten Gewebe (n=106) isoliert. Insgesamt war die DNA von 145 Patienten 

bereits vorhanden und wurde mir zur Verfügung gestellt. Von 59 Patienten wurde die DNA im Rahmen 

dieser Arbeit von mir extrahiert. 

 

 Isolierung aus Blutlymphozyten  

Die DNA  aus Lymphozyten von EDTA-Blut war  mit Hilfe des FlexiGene DNA Kit von Qiagen® nach den 

Angaben des Herstellers isoliert. 
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 Isolierung aus formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten Gewebe (FFPE) 

Zuerst wurden aus den FFPE-Gewebestücken 8 µm dicke Schnitte angefertigt. Die Entparaffinierung er-

folgte durch Xylol und durch die absteigende Alkoholreihe, anschließend wurden die Proben mit Hä-

malaun gefärbt. Die Schritte sind in Tabelle 8 aufgeführt. 

 

Tabelle 8: Entparaffinierung in absteigender Alkoholreihe und Färbung mit Hämalaun 

Xylol 10 min 

Isopropanol 100% 5 min 

Ethanol 96% 5 min 

Ethanol 70% 5 min 

Ethanol 50% 5 min 

Aqua dest. 5 min 

Hämalaun 20-30 sec 

Fließendes Leitungswasser 10 min 

Aqua dest. abspülen 

TE-Puffer abspülen 

Trocknen lassen  

 

Das nicht-tumoröse Gewebe wurde von einem Pathologen markiert und mit einem Skalpell abgetra-

gen. Das Material wurde dann in 200 µl Proteinase K- Puffer überführt. Proteinase K wurde bis zu einer 

Endkonzentration von 200 µg/ml zugegeben und über Nacht im Schnippschüttler bei 55 ˚C  inkubiert. 

Wenn am nächsten Tag nicht alles verdaut war, wurde nochmals Proteinase K zugegeben. Zur Inakti-

vierung von Proteinase K wurde die Lösung 10 Minuten lang gekocht. Die Stocklösungen wurden bei -

20˚C gelagert. 

 

 Photometrische Bestimmung des DNA-Gehaltes  

Nach der DNA-Isolierung erfolgte standardmäßig die Verdünnung der Stocklösungen in Gebrauchslö-

sungen. Dazu wurde der DNA-Gehalt mit dem UV-Spektralphotometer bestimmt. Das Gerät misst die 

UV-Absorption bei 260 nm,  da hier die Absorption der DNA am höchsten ist. Die Verdünnung erfolgte 

mit TE-Puffer. Für die PCR wurde eine Gebrauchslösung mit 20 ng/µl DNA-Konzentration, für die HRM-

Analyse mit 4 ng/µl hergestellt. 



Materialien und Methoden 26 

 

 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der  in vitro Vervielfältigung von DNA-Abschnitten. Der PCR-

Prozess besteht aus drei Schritten, die in den automatisierten Thermocyclern durchgeführt und  in der 

Regel 35-45-mal wiederholt werden. 

Der erste Schritt ist die Denaturierung (Melting, Schmelzen). Die doppelsträngige DNA wird auf eine 

Temperatur von 94-96˚C erhitzt, dabei lösen sich die Wasserstoffbrückenbindungen, die die beiden 

Stränge miteinander verbinden. 

Im zweiten Schritt erfolgt die Anlagerung der Primer (Annealing). Ein sehr wichtiger Faktor ist die An-

nealing-Temperatur, bei der die Bedingungen zur Anlagerung am besten sind. Die optimale Tempera-

tur wird durch die Länge und die Sequenz der Primer bestimmt (ein höherer GC-Gehalt bedeutet mehr 

Wasserstoffbrückenbindungen und braucht somit eine höhere Annealing-Temperatur). Mit einem PCR-

Gradientencycler könnten verschiedene  Annealing-Temperaturen gleichzeitig getestet werden und so 

die optimale Annealing-Temperatur bestimmt werden.    

Im dritten Schritt, der Elongation,  füllt die thermostabile DNA-Polymerase beginnend von  den gebun-

denen Primer in der 5‘-3‘-Richtung die fehlenden Stränge mit Nukleotiden auf. Die optimale Tempera-

tur hängt vom Arbeitsoptimum der DNA-Polymerase ab, sie liegt zwischen 68-72˚C. Ein neues Erhitzen 

stoppt die Synthese, es kommt wieder zur Denaturierung und ein neuer Zyklus beginnt, wobei die 

DNA-Sequenz wieder verdoppelt wird. Bei 35-45 Wiederholungen vervielfältigt sich der DNA-Abschnitt 

um den Faktor 10⁶-10⁷. Am Ende des Programms  werden die PCR-Produkte auf 4 ˚C abgekühlt, somit 

wird die Amplifikation gestoppt. Den PCR-Ansatz zeigt Tabelle 9.  

 
Tabelle 9: PCR-Ansatz mit verwendeten Puffern 

H₂O 15,25 µl 

PCR-Puffer 2,5 µl (20 mM MgCl₂) 

dNTPs 4,0 µl (200 µM) 

Primer 1 vorwärts 0,5 µl (20 pmol/µl) 

Primer 2 rückwärts  0,5 µl (20 pmol/µl) 

Ampli Taq Gold Polymerase 0,25 µl (5U/µl) 

DNA-Template 2,0 µl (20ng/µl) 

 

Um eine eventuelle Verunreinigung der Proben erkennen zu können, wurde immer eine Negativkon-

trolle ohne DNA mitgeführt. Außerdem wurden bei jedem Lauf Positivkontrollen, deren Basenabfolge 

und Länge schon durch Sequenzierung festgestellt wurde, verwendet. Die Schritte des PCR-Programms 

sind in Tabelle 10 aufgeführt. 
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Tabelle 10: PCR-Programm 

Schritt Temperatur Zeit Zyklus 

Denaturierung 95˚C 10 min 1 

Denaturierung 

Annealing 

Elongation 

94˚C 

55˚C 

72˚C 

30 s 

30 s 

30 s 

 

35 

Extension 72˚C 7 min 1 

Aufbewahrung 4˚C ∞  

 

 Gelelektrophorese  

Der Nachweis der DNA erfolgt durch die Gelelektrophorese. Durch diese Methode werden die PCR-

Produkte nach ihrer Ladung und Größe getrennt. Das Prinzip beruht darauf, dass die DNA aufgrund der 

Phosphatreste negativ geladen ist und unter Gleichspannung zur Anode wandert. Durch die Gelmatrix, 

die Agarose enthält, werden die Moleküle der Größe nach aufgetrennt. Das 2%  Agarosegel  enthält 2 

mg Agar, 100 ml TBE-Puffer und einen Tropfen Ethidiumbromid. Das Ethidiumbromid interkaliert in die 

Basen der DNA und fluoresziert unter UV-Licht. Die Elektrophorese wird für 35-40 Minuten bei 120 

Volt durchgeführt.  Mit dem Bildanalyse-System wurde unter UV-Licht die DNA aufgrund des interka-

lierten Ethidiumbromids sichtbar gemacht. Die Länge der DNA-Fragmente wird mit einem standardi-

sierten Molekulargewichtsmarker kontrolliert.  

 

 DNA-Sequenzierung 

Bei der DNA-Sequenzierung wird die Didesoxymethode nach Sanger verwendet. Diese enzymatische 

Methode wird auch Kettenabbruch-Synthese genannt. Der DNA-Abschnitt wird entweder mit dem 

Vorwärts- oder Rückwärtsprimer vervielfältigt. Die DNA-Doppelhelix wird durch Hitze denaturiert, es 

entstehen Einzelstränge. Danach werden fluoreszenzmarkierte Nukleotide dazugegeben. Bei einem 

Teil der Nukleotide handelt es sich um Didesoxynukleotide, das bedeutet dass sie keine 3‘-

Hydroxygruppe besitzen. Werden die ddNTPs eingebaut, kommt es zur Kettenabbruch, da die Phos-

phatgruppe des nächsten Nukleotids nicht anknüpfen kann. So entstehen unterschiedlich lange DNA-

Fragmente. Die Enden sind mit vier unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen, die den jeweiligen Ba-

sen, A, T, G, C entsprechen, markiert.  Die Amplifikate werden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt, 

dann mit einem Laser detektiert und durch die entsprechende Software in die DNA-Sequenz überführt.   

Zur DNA-Sequenzierung haben wir den Big-Dye® Terminator-Kit-Version-1.1 verwendet. Nach der PCR 

wurden die Amplifikate mit dem QIAquick® PCR Purification Kit nach dem Protokoll des  Herstellers Qi-
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agen®aufgereinigt. Dabei wurden die Primer des PCR-Ansatzes entfernt. Die Ausbeute wird mittels Ge-

lektrophorese überprüft. Bei der nachfolgenden Cycle-PCR wurden die fluoreszenmarkierten  ddNTPs 

hinzugefügt. Die Annealing-Temperatur wurde aufgrund des unterschiedlichen G-C, A-T Gehaltes  der 

Primer folgendermaßen festgelegt: für die DNA-Basen Adenin und Thymin gibt man jeweils 2˚C und für 

Cytosin und Guanin jeweils 4˚C. Von der Summe zieht man 5˚C ab, die Temperatur beträgt höchstens 

60˚C. Den Ansatz und den Ablauf der Cycle-PCR zeigen die Tabellen 11 und 12.  

 

Tabelle 11: Ansatz für die Cycle-PCR 

DNA 8-9 µl bei DNA aus Blut, 12-14 µ bei DNA aus 
Gewebe ( je nachdem wie stark die Bande in 
der Gelelektrophorese war) 

Primer 1 µl (1:4 verdünnt) (10 pmol/ µl) 

Premix 3 µl 

Big Dye Sequencing Buffer (10fach) 2 µl 

H₂O Ad 20 µl  

 

Tabelle 12: Cycle-PCR-Ablauf 

Initiale Denaturierung 96˚C 1 min 

25 Zyklen 96˚C 10 s 

Annealing-Temperatur: 57˚C 5 s 

60˚C 4 min 

Endtemperatur 4 ˚C  

 

Die durch den Kettenabbruch unterschiedlich langen Fragmente wurden mit dem 3130-Genetic-

Analyzer®-Sequenzer aufgetrennt und die Basenabfolge lasergestützt festgestellt. 

 

 Denaturierende Hochdruck-Flüssigkeits-Chromatographie 

Die denaturierende Hochdruck-Flüssigkeits-Chromatographie (DHPLC) ist eine schnelle Detektionsme-

thode für Mutationen, auch wenn man deren Art und Stelle nicht kennt. Das darunterliegende Prinzip 

ist folgendes: Personen, die eine heterozygote Mutation aufweisen, besitzen Wildtyp und mutierte 

DNA  im 1:1 Verhältnis. Während der PCR werden die Proben auf 94˚C erhitzt und danach langsam ab-

gekühlt. Bei 94˚C denaturieren die DNA-Stränge und beim Abkühlen lagern sie sich wieder zu Doppel-

strängen zusammen, somit erfolgt eine Hybridisierung.  Nach dem Abkühlprogramm wird die Probe 

Heteroduplizes und Homoduplizes enthalten. Bei Homoduplizes handelt es sich um komplementäre 
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Einzelstränge, die Heteroduplizes erhalten aber Fehlpaarungen, wie z.B.: A-C oder G-T. Die DNA wird 

an eine Chromatographiesäule gebunden. Da die DNA negativ und hydrophil ist braucht sie das amphi-

phile TEAA (Triethylammoniumacetat) als Brückenmolekül. TEAA bindet mit einem positiven Ammoni-

umion an die negativ geladene Phosphation der  DNA und damit bindet der ganze Komplex mit dem 

hydrophoben Teil des TEAA an die Säule.  Durch eine kontinuierliche Erhöhung der Acetonitrilkonzetra-

tion werden die DNA-Fragmente von der Säule verdrängt, da die Bindung zwischen Säule und TEAA ge-

löst wird. Bei einer optimalen Temperatur lösen sich die Heteroduplizes früher von der Säule als die 

Homoduplizes, da ihre Doppelstränge wegen der Fehlpaarung nicht so stabil sind als die komplementä-

ren Stränge der Homoduplizes. Ein eingebauter UV-Detektor misst die abgelösten DNA-Fragmente bei 

einer Wellenlänge von 260 nm. Die Daten werden von dem Computer als Absorption-Zeit Chromato-

gramm dargestellt.  

Bei den Heteroduplizes sollten idealerweise  im Diagramm vier Peaks erscheinen, zwei Homoduplex-, 

und zwei Heteroduplex-Peaks. Die Unterschiede sind aber meistens so gering, dass die beiden Homo-

duplex-Peaks und die beiden Heteroduplex-Peaks jeweils zu einem Intensitätsmaximum verschmelzen. 

So sieht man bei den heterozygoten Mutationsträgern zwei Peaks, die frühere durch die Heterodupli-

zes, die spätere durch die Homoduplizes und bei den Homozygoten nur einen. Bei einem Peak im 

Chromatogramm kann es sich um den Wildtyp aber auch um einen homozygoten Mutationträgern 

handeln. In diesem Fall mischt man Wildtyp-DNA zu der Probe und lässt die Analyse noch einmal ab-

laufen. Wenn jetzt nur ein Peak zu sehen ist, handelt es sich um den Wildtyp, wenn aber zwei Peaks 

auftauchen handelt es sich um die homozygote Mutation.   

Die Analyse wurde mit dem WAVE® DNA Fragment Analysis System durchgeführt. Anhand der zu ana-

lysierenden DNA-Sequenz berechnet die Software WAVEMAKER die Laufzeit, die Schmelztemperatur, 

die  Pufferkonzentrationen und die Puffergradienten. 

 

Tabelle 13: DHPLC-Methode 

Zeit Puffer A Puffer B Puffer C 

0,0 min 59 % 41 % 0 % 

0,1 min 54 % 46 % 0 % 

9,1 min 36 % 64 % 0 % 

9,2 min 0 % 0 % 100 % 

9,7 min 0 % 0 % 100 % 

9,8 min 59 % 41 % 0 % 

11,8 min 59 % 41 % 0 % 
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 Hochauflösende Schmelzkurvenanalyse 

Bei den größten Teil unseren DNA-Proben wurde die Genotypisierung mittels hochauflösender 

Schmelzkurvenanalyse (High Resolution Melt, HRM) durchgeführt. Diese Methode eignet sich beson-

ders gut zur Detektion von Mutationen und Polymorphismen in der doppelsträngigen DNA, da sie sehr 

schnell und sensitiv ist.  Als erster Schritt erfolgt eine Polymerase-Kettenreaktion wo der DNA-

Abschnitt amplifiziert wird. Nach der PCR beginnt die HRM-Analyse. Dabei wird das PCR-Produkt  von 

etwa 50˚C auf etwa 95˚C erhitzt. Bei einer bestimmten Temperatur denaturiert der DNA-Doppelstrang 

in zwei Einzelstränge. Diese Schmelztemperatur ist von der Basenabfolge, von der Länge und vom GC-

Gehalt abhängig. Bei einer Mutation oder einem Polymorphismus unterscheiden sich die beiden DNA-

Stränge voneinander, es kommt zur Ausbildung von Heteroduplizes und zu einer früheren Trennung 

der Stränge. Der heterozygote Typ, die sogenannte Heteroduplex, schmilzt somit zuerst und dann die 

beiden Homodupleces. Dieser Prozess wird in „real-time“  gemessen. Dazu benutzt man einen interka-

lierenden fluoreszierenden Farbstoff, und zwar SYBR Green 1, das sich spezifisch an doppelsträngige 

DNA bindet und erst dann fluoresziert. Wenn sich die beiden DNA-Stränge voneinander gelöst haben 

sinkt die Fluoreszenz-Emission. Am Anfang der Analyse ist die Fluoreszenzintensität hoch und sinkt bei 

Erhöhung der Temperatur ab. Das Real Time PCR Gerät besitzt eine Kamera und misst die Emission. Die 

Methode hat eine sehr hohe Auflösung und Fluoreszenzunterschiede können auch bei sehr kleinen 

Temperaturunterschieden gemessen werden. Die Daten werden in einer Graphik als Schmelzkurve 

sichtbar gemacht.  Die Tabellen 14 und 15 zeigen den Ansatz und den Ablauf der HRM-Analyse.           

 

Tabelle 14: HRM-Analyse 20 µl Ansatz  

Mix 10 µl 

Primer 1 vorwärts (10 pmol/µl) 0,4 µl 

Primer 2 rückwärts (10 pmol/ µl) 0,4 µl 

MgCl₂ (25 mM) 2,4 µl 

H₂O 1,8 µl 

DNA (4 ng/µl) 5 µl (20 ng) 
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Tabelle 15: HRM-Analyse Ablauf 

 Temperatur Zeit 

Aktivierung 95˚C 15 min 

Amplifikation 

45 Zyklen 

95˚C 15 s 

62˚C 12 s 

72˚C 20 s 

HRM 96˚C 60 s 

36˚C 30 s 

65˚C 2 s 

95˚C continous 

Cool 40˚C 10 s 

 

 

 Immunhistochemische Färbung 

Die immunhistochemische Färbung ist eine Methode, mit der Proteine mit Hilfe von Antikörpern sicht-

bar gemacht werden können. Damit kann bestimmt werden ob ein Protein in einem Gewebe vorhan-

den ist, und wenn ja, in welchem Teil der Zelle es lokalisiert ist. Diese Methode dient auch der Identifi-

kation und Klassifizierung von Tumorzellen, die bestimmte Antigene exprimieren. Der Nachweis von 

Proteinen erfolgt durch die spezifische Bindung von Antikörpern zum Antigen, als Antigen-Antikörper-

Reaktion. Antikörper sind Serumproteine die nach Antigenkontakt von den Plasmazellen gebildet und 

spezifisch gegen das Antigen gerichtet sind, in unserem Fall gegen das Protein Notch2. Diese Art von 

spezifischen Antikörpern bezeichnet man als Primär-Antikörper. Sie sollen sich durch hohe Spezifität 

und Affinität auszeichnen. Der Primär-Antikörper ist mit einem Nachweissystem gekoppelt, somit wird 

er im Präparat sichtbar gemacht.  Dazu verwendet man markierte Sekundär-Antikörper, die gegen eine  

bestimmte Tierart gerichtet sind. Wenn die gesuchten Antigene mit einem primären Antikörper aus 

der Maus inkubiert wurden, kann man sie mit einem markierten Anti-Maus-Sekundär-Antikörper 

nachweisen. Mehrere Methoden stehen zur Verfügung um die Antigen-Antikörper-Reaktion sichtbar 

zu machen. Die von uns benutzte Streptavidin-Biotin-Methode nutzt die starke Affinität von Streptavi-

din (ein aus vier identischen Untereinheiten aufgebautes Protein aus Streptomyzeten)  für Biotin zur 

Kopplung des enzymmarkierten (Peroxidase-markierten) Streptavidins an biotinylierten Sekundär-

Antikörper. Bei der Reaktion bindet das enzymgekoppeltes Streptavidin kovalent an den Sekundär-

Antikörper. Als Enzym wird Meerrettichperoxidase verwendet. In Gegenwart von Meerrettichperoxi-

dase kommt es mit Hilfe von einem Farbstoff (Chromogen) zu  einer Färbereaktion. 
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 Durchführung der Färbung 

Als erster Schritt wurden  aus dem formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebe 2 µm dicke 

Schnitte angefertigt und über Nacht im Brutschrank bei 60˚C getrocknet. Am nächsten Tag wurden die 

Schnitte durch die Alkohol-Reihe entparaffiniert. 

 

Tabelle 16: absteigende Alkoholreihe 

2 x 10 min Xylol 

2 x 5 min Isopropanol 

2 x 5 min Ethanol 96 % 

2 x 5 min Ethanol 70% 

2 x 5 min Ethanol 50% 

2 x  In aqua dest. spülen 

2 x  In TRIS-Puffer (pH=7,6) spülen 

 

Auf die Entparaffinierung folgte die Vorbehandlung zur Antigendemaskierung um das Antigen für den 

Antikörper zugänglich zu machen und eine Immunreaktivität mit dem Antikörper zu gewährleisten. Als 

Vorbehandlung zur Antigendemaskierung wurden die Schnitte in Citratpuffer (pH 6.0) 7 Minuten lang 

im Dampfkochtopf gekocht.  Bei dieser Hitzevorbehandlung (Retrieval) im 91-95˚C heißen Puffer wer-

den die Fixierungen wieder gelöst, die Antigene werden freigelegt und können von den spezifischen 

Antikörpern erkannt werden. 

Endogene Enzyme müssen inaktiviert werden, um eine falschpositive Färbereaktion zu verhindern. Die 

endogene Peroxidase wurde durch 10 min langen Inkubation in 50 ml TRIS-Puffer + 5 ml 30% H₂O₂ blo-

ckiert.  Nachher wurde der Schnitt dreimal mit TRIS-Puffer abgespült, dadurch wurden die nicht ge-

bundene Antikörper entfernt und somit ein störender Hintergrund reduziert. Nach der Spülung erfolg-

te die Blockierung von unspezifischen Bindungen mit 5% Ziegenserum  in einer speziellen Antikör-

perverdünnungslösung ( Antibody Diluent) 30 Minuten lang bei Raumtemperatur. 

Der Primär-Antikörper Notch 2 wurde mit Antibody Diluent von DAKO 1:20 verdünnt und auf den Ob-

jektträger gegeben (ca. 100-250 µl pro Objektträger) und anschließend eine Stunde in der feuchten 

Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Schnitte erneut dreimal mit TRIS-Puffer 

abgespült. Die Inkubation mit dem Sekundär-Antikörper erfolgte in einer Verdünnung von 1:100 für 30 

Minuten in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur.  Als nächster Schritt erfolgte wieder die 

dreimalige Spülung mit TRIS-Puffer. 

Nach dem Auftropfen des  Streptavidin-Peroxidase Komplexes wurde der Schnitt erneut 30 Minuten 
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lang in der feuchten Kammer inkubiert. Bevor das Chromogen DAB dazugegeben wurde, wurde der 

Schnitt  wieder dreimal mit TRIS-Puffer gespült. 100-250 µl DAB Chromogen wurden pro Schnitt dazu-

gegeben, anschließend für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In Gegenwart des Enzyms Per-

oxidase und H₂O₂ bildet DAB ein braunes Endprodukt.  

Die Farbreaktion wurde mit aqua dest. gestoppt. Die Kerne wurden 30 sec lang mit Hämalaun gegen-

gefärbt und dann 1-2 Minuten lang im lauwarmen Leitungswasser gebläut. 

Die Schnitte wurden von 70% Ethanol zu Xylol durch die Alkoholreihe gezogen, dabei entwässert und 

anschließend eingedeckt. Bei der Färbung wurde auch eine Negativkontrolle mitgeführt, bei der keine 

Behandlung mit dem Primärantikörper erfolgte. 

 

 Antikörper 

Bei dem Primär-Antikörper handelt es sich um einen monoklonalen Antikörper aus der Ratte           

(C651.6DbHN), den wir von der Developmental Studies Hybridoma Bank (DSHB, The University of Iowa, 

Department of Biology, Iowa City, USA) erhielten. Bei dem Sekundär-Antikörper handelt es sich um bi-

otinylierter alpha-rat DAKO. 

 

 Mikroskopische Auswertung der Färbung 

Die Beurteilung der Färbung erfolgte anhand eines modifizierten Remmele und Stegner Bewertungs-

systems (Remmele 1987).  Dabei wurde die Färbeintensität und der Prozentsatz immunreaktiver Zellen 

untersucht und bewertet. Die zwei Komponenten wurden semiquantitativ ausgewertet und getrennt 

für die Zellkerne und für das Zytoplasma bestimmt.  

 

Tabelle 17: Beurteilung der Färbeintensität 

Färbeintensität Punktzahl 

Keine Färbung 0  

schwache 1 

mäßige 2 

starke 3 
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Tabelle 18: Beschreibung der Zellfärbung 

Anzahl gefärbten Zellen 
in % 

Punktzahl 

0 0 

<10% 1 

10-50% 2 

51-80% 3 

>80% 4 

 

Die immunreaktive Score wurde aus dem Produkt von der Punktzahl von Färbeintensität und Prozent-

satz errechnet. Folgende Immunreaktive Scores konnten vergeben werden: 0,1,2,3,4,6,8,9,12. 

 

Tabelle 19: Immunreaktive Score 

Immunreaktive Score Expression 

0 negativ 

1-2 schwach 

3-6 mäßig stark 

8-12 stark 

 

Zuerst wurden die Negativkontrollen untersucht. Wenn sie ungefärbt waren, gingen wir davon aus 

dass der Färbevorgang richtig war, dann konnte die Auswertung der Schnitte erfolgen. Die Auswertung 

und die Punktevergabe wurden bei jedem Schnitt von einem erfahrenen Pathologen überprüft. 

 

 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mithilfe von zweiseitigen Tests mit dem Programm 

SPSS Version 19 und 20. Zuerst wurden die klinisch-pathologischen Daten und der Polymorphismus mit 

dem klinischen und histopathologischen Therapieansprechen und mit den Studienendpunkten univari-

at auf Assoziationen untersucht. Bei einem p-Wert kleiner als 0,05 besteht Signifikanz, bei einem p-

Wert kleiner als 0,1 und größer als 0,05 kann ein Trend beobachtet werden. 

 Statistische Tests der univariaten Analyse 

Um die Abhängigkeit zweier Alternativmerkmalen zu prüfen wurde der zweiseitige X²Test (Chi-

Quadrat-Test) nach Pearson verwendet. Dieser Test kam bei dem Vergleich des klinischen und histopa-
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thologischen Therapieansprechens mit den klinisch-pathologischen Daten und mit dem Polymorphis-

mus zur Anwendung. 

 

 Kaplan-Meier-Überlebenskurve 

Kaplan-Meier-Überlebenskurven ermöglichen den Vergleich der Überlebensgruppen verschiedener Pa-

tientengruppen (z.B.: Responder und Non-Responder). Mit den Kaplan-Meier-Überlebenskurven wur-

den das Gesamt- und rezidivfreie Überleben mit den klinisch-pathologischen Daten, mit dem klinischen 

und histopathologischen Ansprechen und mit dem Polymorphismus verglichen. Mit dem Logrank Test 

wurden die Unterschiede der einzelnen Gruppen in den Überlebenskurven auf Signifikanz getestet.   
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 Definition des Therapieansprechens und der Endpunkte der Studie 

Die Definitionen des Therapieansprechens und der Studienendpunkte sind in Tabelle 20 erläutert. 

 
Tabelle 20: Endpunkte der Studie 

Endpunkte Definition 

Gesamtüberleben Überlebenszeitraum, ab dem 1. Tag der Che-
motherapie oder ab dem Tag der Operation 
(bei nicht chemotherapierten Patienten) bis 
zum Todesdatum oder dem letzten Nachsor-
getermin berechnet   

rezidivfreies Überleben 

 

 

Zeitraum berechnet ab dem OP-Tag bis zum 
Auftreten eines Rezidivs bei R0 resezierten Pa-
tienten  

klinisches Therapieansprechen nach                     
neoadjuvanter CTx 

Klinisches Ansprechen: Abnahme der Wanddi-
cke und der kraniokaudalen Ausdehnung des 
Magenkarzinoms im CT um mindestens 50 % 
und komplette Rückbildung oder nur Residuen 
in der Endoskopie 

Klinisches Nichtansprechen: weniger als 50% 
Größenabnahme oder klinischer Progress 

histopathologisches Therapieansprechen nach 
neoadjuvanter CTx 

Histopathologisches Ansprechen: Weniger als 
10% vitale residuale Tumorzellen im OP-
Resektat 

Histopathologisches Nichtansprechen: 

Mehr als 10% vitale residuale Tumorzellen im 
OP-Resektat oder klinischer Progress 
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4. Ergebnisse 

 Klinische und histopathologische Patientencharakteristika  

Die klinischen und histopathologischen Patientencharakteristika der 179 neoadjuvant chemotherapier-

ten Patienten wurden im Wesentlichen bereits beschrieben, sind jedoch aufgrund der Vollständigkeit 

in Tabelle 21 erneut dargestellt (Stocker et al. 2009).  

Tabelle 21: Prä- und posttherapeutische klinisch-pathologische Daten 

 

Proximales Drittel = AEG II, AEG III oder Fundus; mittleres Drittel = Korpus; distales Drittel = Antrum;    PLF = Cisplatin, 
Leucovorin und 5FU; OLF = Oxaliplatin, Leucovorin und 5FU; y = nach neoadjuvanter Chemotherapie;   p = postopera-
tiv/ pathologisch; LK = Lymphknoten, ypN1 = bis 6 LK-, ypN2 = bis 15 LK-, ypN3 > 15 LK befallen, TRG= Tumorregressi-
onsgrad 

Gesamt- R0- Posttherapeutische Operierte R0-

klinisch-pathologische kollektiv resezierte klinisch-pathologische Patienten resezierte

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

Zahl der Patienten 179 (100) 140 (100) Zahl der Patienten 172 (100) 140 (100)

Tumorlokalisation Resektionsstatus

proximales Drittel 119 (66) 94 (67) R0 140 (81) -

mittleres Drittel 34 (19) 29 (21) R1/2 32 (19) -

distales Drittel 14 (8) 12(8,5)

Linitis 12 (7) 5 (3,5) ypT-Kategorie

ypT0 13 (8) 13 (9)

Laurén-Klassifikation ypT1 12 (7) 12 (9)

intestinaler Typ 76 (42) 65 (46) ypT2 104 (60) 86 (62)

diffuser Typ 68 (38) 47 (34) ypT3 37 (22) 27 (19)

Mischtyp 35 (20) 28 (20) ypT4 6 (3) 1 (1)

Grading ypN-Kategorie

G1&G2 29 (16) 19 (14) ypN0 71 (41) 65 (46,5)

G3&G4 150 (84) 121 (86) ypN1 57 (33) 48 (34,5)

ypN2 31 (18) 23 (16)

Chemotherapie ypN3 13 (8) 4 (3)

    PLF 131 (73) 100 (71)

    Paclitaxel-PLF 14 (8) 13 (9) ypM-Kategorie

    Epirubicin-PLF 9 (5) 8 (6) ypM0 137 (80) 126 (90)

    OLF 8 (4) 5 (4) ypM1 35 (20) 14 (10)

    Docetaxel-PLF 17 (9) 14 (10)

Klinische Response 53 (31) 51 (30)

Histopathologische Resp. 51 (30) 50 (29)

TRG1 51 (30)

TRG2 58 (34)

TRG3 63 (36)
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Das Gesamtkollektiv umfasst 179 Patienten, 131 Männer und 48 Frauen. Das mittlere Patientenalter 

beträgt 56,2 Jahre, das mediane 56,6 (Range 23,1-77,2). 172 Patienten wurden nach neoadjuvanter 

Chemotherapie operiert, sieben Patienten erlitten unter der Chemotherapie einen Progress und wur-

den nicht operiert. Bei den 172 Patienten erfolgten eine Gastrektomie und eine Lymphadenektomie. 

Bei 140 Patienten wurde der Tumor im histologisch gesicherten gesunden Gewebe reseziert, bei 14  

R0-Patienten lag präoperativ ein ypM1 Status vor, das gesamte makroskopische Tumormaterial wurde 

aber entfernt, somit gelang auch hier ein R0-Resektion.  Auffallend im untersuchten Patientenkollektiv 

ist ein hoher Anteil an proximal lokalisierten Magenkarzinomen. Am Klinikum rechts der Isar wurden 

vermehrt Adenokarzinome des gastroösophagealen Übergangs reseziert, dadurch erklärt sich der hohe 

Anteil der proximal liegenden Magenkarzinome. 

 

 Therapieansprechen und Überleben 

Klinisches und histopathologisches Therapieansprechen korrelieren hochsignifikant miteinander            

(p< 0,001). Bei 38 Patienten stimmt das klinische und das histopathologische Ansprechen nicht über-

ein. Das klinische Therapieansprechen wurde bei allen 179 Patienten ermittelt, das histopathologische 

Therapieansprechen konnte für die 172 operierten Patienten bestimmt werden. Die sieben Patienten, 

die unter der Chemotherapie ein Progress erlitten, wurden als histopathologische Nonresponder klas-

sifiziert.  

 

Tabelle 22: Absolute Häufigkeiten klinisches und histopathologisches Therapieansprechen 

 histopathologische 
Responder 

histopathologische 
Nonresponder 

n (%) 

klinische Responder 33 20 53 (30) 

klinische Nonrespon-
der 

18 108 126 (70) 

n (%) 51 (28) 128 (72) 179 (100) 

 

Der Median der Tumornachsorgezeit (Follow up) betrug bei den lebenden Patienten 68,1 Monate. In 

diesem Beobachtungszeitraum verstarben 98 der 179 Patienten. 

Das mediane Gesamtüberleben aller 179 Patienten betrug 37,7 Monate. Die klinischen und histopatho-

logischen Responder hatten eine  signifikant bessere Prognose hinsichtlich des Gesamtüberlebens als 

die jeweiligen Nonresponder (Abb.1). 
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Das mediane Gesamtüberleben betrug für die klinischen Responder 62,0 Monate, für die Nonrespon-

der 35,2 Monate, für die histopathologischen Responder 59,9 Monate und für die Nonresponder  33,4 

Monate. 

Das mediane rezidivfreie Überleben der 140 R0-resezierten Patienten beträgt 33,4 Monate. Bei 69 Pa-

tienten kam es zu einem Rezidiv. Das mediane rezidivfreie Überleben betrug für die klinischen Respon-

der 45,9, für die Nonresponder 28,8 Monate, für die histopathologischen Responder 47,6, für die Non-

responder 23 Monate.  

a 

 

b 

 

c 

 

d 

Abbildung 1: Gesamt- und rezidivfreies Überleben und Therapieansprechen 

Kaplan-Meier-Überlebenskurven der a), c) klinischen Responder und Nonresponder und der b), d) histopathologischen 
Responder und Nonresponder; der p-Wert wurde mit dem Logrank-Test berechnet; CTX = Chemotherapie 
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 Klinisch-pathologische Daten und Therapieansprechen 

Die klinischen und histopathologischen Parameter wurden auf Assoziationen mit dem klinischen und 

histopathologischen Therapieansprechen untersucht. Das Alter und das Geschlecht zeigten keine Kor-

relation mit dem Therapieansprechen. Die anderen klinisch-pathologischen Daten zeigt die Tabelle 23. 

Die prätherapeutischen klinisch-pathologischen Parameter (Tumorlokalisation, Laurén-Klassifikation, 

Grading) wurden bei allen 179 Patienten bestimmt, den posttherapeutischen Parametern (Resektions-

status, ypT-, ypN-, ypM-Kategorie) liegen nur die Daten der operierten Patienten (n=172) zu Grunde.  
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Tabelle 23: Klinische und histopathologische Parameter und Therapieansprechen 
 

klinisch- 

klinische 
Responder 

klinische  
Nonresponder 

  histopath. histopath.   

pathologische    p-Wert Responder Nonresponder 
     p-
Wert 

Daten         

Tumorlokalisation             

   proxim.Drittel 44 74   41 74   

   mittler. Drittel 8 26 0,006 7 27   

   distales Drittel 0 14  2 11 0,092* 

   Linitis 1 11  1 9  

Laurén- 
Klassifikation 

    
    

  intestinal     
    

  nicht intestinal 30 45 0,013 28 47 0,064* 

  23 80  23 74  

Grading 
      

  G1-G2 14 15 0,017 14 14 0,013* 

  G3-G4 39 110  37 107  

Resektionsstatus 
      

  R0 51 89 0,001 50 90 <0,001 

  R1-2 2 30  1 31  

ypT-Kategorie 
      

  ypT0 8 5 
 

13 0 
 

  ypT1 9 3 <0,001 10 2 <0,001 

  ypT2 28 75  25 79  

  ypT3 8 29  3 34  

  ypT4 0 6  0 6  

ypN-Kategorie 
      

  ypN0 32 39 0,001 37 34 <0,001 

  ypN1,2,3 21 79  34 87  

ypM-Kategorie 
      

  ypM0 49 87 0,005 47 90 0,008 

  ypM1 4 31  4 31  

        
 

  

Proximales Drittel = AEG II, AEG III oder Fundus; mittleres Drittel = Korpus; distales Drittel = Antrum;    PLF = Cisplatin, 
Leucovorin und 5FU; OLF = Oxaliplatin, Leucovorin und 5FU; y = nach neoadjuvanter Chemotherapie;   p = postopera-
tiv/ pathologisch; LK = Lymphknoten, ypN1 = bis 6 LK-, ypN2 = bis 15 LK-, ypN3 > 15 LK befallen, die p-Werte wurden 
mit dem Logrank-Test berechnet  
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Abbildung 2: Laurén-Klassifikation und histopathologisches Therapieansprechen  

p=0,064, der p-Wert wurde mit χ²-Test oder mit dem Fischer´s exact test berechnet; Laurén-Klassifikation: intestinaler 
Typ, nicht intestinaler Typ (diffuser- oder Mischtyp) 

 

 

Abbildung 3: Grading und histopathologisches Therapieansprechen 

 p=0,013, der p-Wert wurde mit  χ²-Test oder mit dem Fischer´s exact Test berechnet; Grading: G1+G2, G3+G4 

 

Proximal lokalisierte Tumoren zeigten ein besseres klinisches (p=0,006) und histopathologisches 

(p=0,092) Therapieansprechen als solche anderer Lokalisation. Tumoren von intestinalem Typ nach 

Laurén sprachen auch besser auf die Chemotherapie an, als die von diffusen und Mischtyp (klinisches 
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Therapieansprechen p=0,013, histopathologisches Therapieansprechen p=0,064, Abb.2). Gut differen-

zierte Tumoren (G1-G2) zeigten auch eine bessere Response (histopathologisch p=0,013, Abb.3) kli-

nisch p=0,017). Patienten, die ein besseres Ansprechen auf die Chemotherapie zeigten, konnten öfter 

R0-reseziert werden, die Tumorgröße war kleiner und sie hatten weniger Lymphknotenbefall und Me-

tastasen. Diesen Prozess bezeichnet man als Downstaging der Tumoren.  

 

 Klinisch-pathologische Daten und Überleben 

Die klinisch-pathologischen Daten wurden auf Assoziation mit dem Gesamt- und rezidivfreien Überle-

ben  untersucht. Die Ergebnisse zeigen Tabelle 24 und Abbildung 4.  
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Tabelle 24: Prä- und posttherapeutische klinisch-pathologische Daten und Überleben 

prä- und post-
therapeutische 
klinisch-path. Da-
ten 

Gesamt-
überleben 

95% CI* p-Wert 

rezidivfreies 
Überleben 

95% CI* p-Wert 
    

medianes 
Überleben 
(Monate) 

medianes 
Überleben 
(Monate) 

  
 

Laurén-
Klassifikation 

            

intestinal 74,1 40,5-107 0,126 n.e. n.e.-n.e. 0,575 

nicht intestinal 37,9 23-52   90,8 8-173   

Tumorlokalisation             

proximales Drittel 50,9 24,3-74,5 <0,001 66,8 n.e.-n.e. 0,073 

mittleres Drittel n.e. n.e.-n.e.   n.e. n.e.-n.e.   

distales Drittel 94,9 0-193   90,8 10-172   

Linitis 12 2,7-21,3   15,3 12-18,5   

Grading             

     G1-G2 91 n.e.-n.e. 0,010 n.e. n.e.-n.e. 0,059 

     G3-G4 39,1 28-50,7   66,8 27-106,7   

Resektionsstatus             

     R0 83,9 60,7-107 <0,001 -          - - 

     R1-2 14,3 6-22,7         

ypT-Kategorie             

     ypT0-1 n.e. n.e.-n.e. <0,001 n.e. n.e.-n.e. 0,004 

     ypT2 77 34,2-121   90,8 47-135   

     ypT3-4 26 20,4-33   19,6 0-40   

ypN-Kategorie             

     ypN0 94,9 74,8-115 <0,001 n.e. n.e.-n.e. <0,001 

     ypN1,2,3 32,1 23,4-40,7   21,2 6,9-35   

ypM-Kategorie             

     ypM0 91 70,4-111,7 <0,001 90,8 n.e.-n.e. <0,001 

     ypM1 12,6 8,9-16,3   7,2 4,9-9,4   
*= Konfidenzintervall, n.e.= nicht erreicht 
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Die Tabelle veranschaulicht, dass distal lokalisierte und besser differenzierte Karzinome (Grading WHO 

Grad 1-2) mit einem längeren Gesamt-, und rezidivfreies Überleben assoziiert sind. Patienten, die ei-

nen Tumor mit kleineren Ausdehnung hatten (ypT 1-2), die R0 reseziert wurden, keine Lymphknoten-, 

und Fernmetastasen hatten, zeigten auch erwartungsgemäß eine bessere Prognose. Ein längeres re-

zidivfreies Überleben hatten Patienten mit kleineren Tumoren, ohne Metastasen und ohne Lymphkno-

tenbefall. 

 
a 

 

b 

c 

 

d 
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e 

 

f 

 

g 

 

h 

 

Abbildung 4: Gesamt- und rezidivfreies Überleben und prä- und posttherapeutische klinisch-

pathologische Daten 

Gesamt-, a) b) c) d) e) f)  und rezidivfreies Überleben  g) h). Kaplan-Meier-Überlebenskurven in Abhängigkeit von a) 
der Tumorlokalisation, b) Grading, c) der ypT-Kategorie, d) dem Resektionsstatus, e) g) des Lymphknotenstatus, f) h) 
des Fernmetastasenstatus;    CTX = Chemotherapie; nicht-adjustierte p-Werte wurden mit dem Logrank-Test berech-
net.  

 

 Genotypisierung des DNA-Polymorphismus im Notch2 Gen 

Aus der DNA der 179 neoadjuvant chemotherapierten Patienten erfolgte die Genotypisierung  des Po-

lymorphismus rs 11249433. Zuerst verwendeten wir DHPLC, mit dieser Methode wurden keine eindeu-

tigen Ergebnisse erzielt, so  wurden die Proben mittels hochauflösender Schmelzkurvenanalyse unter-

sucht. Etwa 20% der Resultate wurden durch direkte Sequenzierung überprüft.   Die Häufigkeiten der 
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Genotypen waren im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht und waren vergleichbar mit der bisher publizier-

ten Verteilung (SNP-Datenbank des ncbi). Die Allelverteilung bei allen Patienten und bei den R0-

resezierten Patienten zeigt Tabelle 25. 

Tabelle 25: Allelverteilung Gesamtkollektiv / R0-resezierten Patienten  

    Genotypen 
des SNP Gesamt R0-resezierte Patienten 

rs112494433 n=179 (%) n=140 (%)   

 
    

 CC 27 (15) 22 (16) 
 CT 88 (49) 71 (51) 
 TT 64 (36) 47 (33)   

 
    

 CC+CT 115 (64) 93 (66) 
 TT+CC 91   (51)   69 (49) 
 CT+TT 152 (85) 118 (84) 
 Gesamtkollektiv n=179, R0-resezierte Patienten n=140 

 

 Assoziation mit dem Therapieansprechen 

Der rs11249433 Polymorphismus zeigte keine signifikante Korrelation mit dem klinischen oder histopa-

thologischen Ansprechen. Die Ergebnisse werden in Tabelle 26 und in Abbildung 5 dargestellt. 

Tabelle 26: Genotypen des SNP rs112494433 und Therapieansprechen 

Genotypen  klinische  klinische    histopath. histopath.    

 
Responder Nonresponder p-Wert Responder Nonresponder p-Wert 

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

  53 (30) 126 (70)   51 (29) 128 (71)   

 
            

CC 6 (11) 21 (17)   8 (16) 19 (15)   

CT 29 (55) 59 (47) 0,555 27 (53) 61 (48) 0,738 

TT 18 (34) 46 (36)   16 (31) 48 (37)   

 
            

TT versus 18 (34) 47 (37) 0,391 16 (31) 49 (38) 0,419 

CC+CT 35 (66) 79 (63)   35 (69) 79 (62)   

 
            

CT versus 29 (55) 59 (47) 0,419 27 (53) 61 (48) 0,554 

CC+TT 24 (45) 67 (53)   24 (47) 67 (52)   

 
            

CC versus 6 (11) 21 (17) 0,58 8 (16) 19 (15) 0,903 

CT+TT 47 (89) 105 (83)   43 (84) 109 (85)   
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Abbildung 5: Genotypen des SNP rs112494433 und histopathologisches Therapieansprechen 

p-Wert 0,738, der p-Wert wurde mit  χ²-Test oder mit dem Fischer´s exact Test berechnet; Genotypen CC, CT und TT 

 

 Assoziation mit dem Überleben 

Der Polymorphismus wurde auf Assoziationen mit dem  rezidivfreien- und Gesamtüberleben unter-

sucht. Das Gesamtkollektiv und die drei Untergruppen des Regressionsgrades wurden getrennt unter-

sucht. Es wurde keine signifikante Korrelation festgestellt, es wurde lediglich ein Trend beobachtet. Pa-

tienten mit dem heterozygoten Genotyp CT zeigten im Regressionsgrad 2 ein schlechteres Gesamt-

überleben als die Genotypen CC+TT (48 vs. 77 Monate, p=0,088). Die Ergebnisse zeigen die Tabellen 

27, 28 und Abbildung 6.  
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Tabelle 27: Genotypen des SNP rs112494433 und Gesamtüberleben (Log-Rank-Test) 
 

Genotypen   Gesamtüberleben p-Werte   

  
gesamt TRG1 TRG2 TRG3 

    n=179  n=51 n=58 n=63 

   
                              

 
  

CC 
 

  
  

  

CT 
 

0,668 0,555 0,224 0,789 

TT 
 

  
  

  

  
  

  
  

TT versus 
 

0,595 0,401 0,135 0,66 

CC+CT 
 

  
  

  

  
  

  
  

CT versus 
 

0,33 0,279 0,088 0,954 

CC+TT 
 

  
  

  

  
  

  
  

CC versus 
 

0,664 0,678 0,715 0,525 

CT+TT           
 

 

Tabelle 28: Genotypen des SNP rs112494433 und rezidivfreies Überleben (Log-Rank-Test) 
 

Genotypen 

  
rezidivfreies Überleben p-Werte 

  

  
gesamt TRG1 TRG2 TRG3 

    n=140 n=50 n=49 n=40 

  
  

  
  

CC 
 

  
  

  

CT 
 

0,404 0,311 0,446 0,983 

TT 
 

  
  

  

  
  

  
  

TT versus 
 

0,348 0,178 0,621 0,86 

CC+CT 
 

  
  

  

  
  

  
  

CT versus 
 

0,179 0,139 0,246 0,94 

CC+TT 
 

  
  

  

  
  

  
  

CC versus 
 

0,542 0,757 0,349 0,903 

CT+TT           
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a b 

 

 

 

Abbildung 6: Genotyp CT vs. CC+TT und Gesamt- bzw. rezidivfreies Überleben 

a) Gesamt-, b) rezidivfreies Überleben; Kaplan-Meier-Überlebenskurven; Vergleich des CT-Genotyps versus CC und TT; 

Regr. = Regressionsgrad; ab CTX = ab Beginn der Chemotherapie; nicht-adjustierte p-Werte wurden mit dem Logrank-

Test berechnet.    

 

 Assoziation mit den klinisch-pathologischen Daten 

Die Genotypen wurden auch auf Assoziationen mit den klinisch-pathologischen Daten untersucht.  Die 

Ergebnisse sind in Tabelle 29 zusammengefasst. Es besteht keine Assoziation zwischen den Genotypen 

und dem Alter oder dem Geschlecht.  Es wurde eine signifikante Korrelation mit der Laurén-

Klassifikation gefunden (p=0,018, Abbildung 7).  Bei Patienten mit dem CC-Genotyp wurden verhält-

nismäßig mehr Karzinomen vom intestinalen Typ beobachtet, bei Patienten  mit TT-Genotyp verhält-

nismäßig mehr nicht intestinale Tumoren.  
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Tabelle 29: Genotypen des SNP rs112494433 und klinisch-pathologische Daten 
 

Prätherapeutische Gesamtkollektiv Genotyp CC Genotyp CT GenotypTT  

klinisch-path. 
Daten 

n(%) n(%) n(%) n(%) p-Wert 

Zahl der Patienten 179 (100) 27(100) 88(100) 64(100) 
 

Tumorlokalisation      

proximales Drittel 119 (66) 18(67) 65(74) 36(56) 0,196 

mittleres Drittel 34 (19) 7(26) 11(12) 16(25)  

distales Drittel 14 (8) 1(3,5) 6(7) 7(11)  

Linitis  12 (7) 1(3,5) 6(7) 5(8)  

Laurén-Klassifikation      

intestinaler Typ 76 (42) 17(63) 41(47) 18(28) 0,018 

diffuser Typ 68 (38) 7(26) 34(38) 27(42)  

Mischtyp  35 (20) 3(11) 13(15) 19(30)  

Grading       

G1&G2  29 (16) 12(44) 31(35) 6(9) 0,641 

G3&G4  150 (84) 15(56) 57(65) 58(91)  

Posttherapeutische 
Operierte Pati-

enten 
Genotyp CC Genotyp CT Genotyp TT 

 
klinisch-
pathologische Daten 

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

Zahl der Patienten 172 (100%) 25(15) 85(49) 62(36) 
 

Resektionsstatus      

R0  140 (81) 22(88) 71(84) 47(76) 0,366 

R1/2  32 (19) 3(12) 14(16) 15(24)  

ypT-Kategorie      

ypT0  13 (8) 3(12) 6(7) 4(7) 0,99 

ypT1  12 (7) 1(4) 6(7) 5(8)  

ypT2  104 (60) 15(60) 53(62) 36(58)  

ypT3  37 (22) 5(20) 17(20) 15(24)  

ypT4  6 (3) 1(4) 3(4) 2(3)  

ypN0-Kategorie  71 (41) 7(28) 38(45) 26(42) 0,313 

ypN1  57 (33) 11(44) 29(34) 17(27)  

ypN2  31 (18) 5(20) 12(14) 14(23)  

ypN3  13 (8) 2(8) 6(7) 5(8)  

ypM-Kategorie      

ypM0  137 (80) 22(88) 68(80) 47(76) 0,439 

ypM1  35 (20) 3(12) 17(20) 15(24)  

 

Proximales Drittel = AEG II, AEG III oder Fundus; mittleres Drittel = Korpus; distales Drittel = Antrum;    y = nach neoad-
juvanter Chemotherapie;   p = postoperativ/ pathologisch; LK = Lymphknoten, ypN1 = bis 6 LK-, ypN2 = bis 15 LK-, 
ypN3 > 15 LK befallen, die p-Werte wurden mit  dem χ²-Test berechnet 
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Abbildung 7: Genotypen und Laurén-Klassifikation 

p-Wert 0,018, der p-Wert wurde mit  χ²-Test oder mit dem Fischer´s exact Test berechnet 

 

 Notch2 Expression (Immunhistochemische Färbung) 

Das Patientenkollektiv umfasste 142 Magenkarzinompatienten, die keine neoadjuvante Chemothera-

pie erhalten haben. Der median follow up betrug 42 Monaten (range: 0-116 Monaten). Das Gesamt-

überleben wurde als der Zeitraum zwischen der Operation und dem Tod des Patienten definiert.   Das 

Median betrug 15 Monaten (95% CI 8,4-21,6 Monaten). Die klinisch-pathologischen Daten werden in 

der Tabelle 30 dargestellt.  
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Tabelle 30: Patientencharakteristika  

Zahl der Patienten: n (%) 

 
142 (100) 

Geschlecht: 

 männlich 87 (61) 

weiblich 55 (39) 

Alter   (in Jahren)            
 

Median 70,9 

Range 39,5-99,9 

Lauren-Klassifikation 

intestinaler Typ 76 (53) 

nicht intestinal 66 (47) 

Tumorlokalisation 

proximales Drittel 33 (23) 

mittleres Drittel 39 (28) 

distales Drittel 54 (38) 

Linitis 12 (8) 

keine Angabe 4 (3) 

Grading 

 G1+G2 26 (18) 

G3+G4 116 (82) 

Resektionsstatus 

R0 82 (58) 

R1/2 54 (38) 

Rx 6 (4) 

pT-Kategorie 

pT1-pT2 64 (45) 

pT3-pT4 78 (55) 

pN-Kategorie 

pN0 36 (25) 

pN1,2,3 106 (75) 

 

Die Notch2 Expression  wurde mittels immunhistochemischer Färbung bestimmt. Die Kernfärbung und 

die Zytoplasma-Färbung wurden getrennt beurteilt. Einerseits wurden die Tumorzellen mit gefärbten  

Zytoplasma/ Kern in Prozent angegeben, andererseits wurde die Färbeintensität ermittelt. Das Produkt 

der beiden ergab den Färbescore (0-12). Ein Färbescore von 0 wurde als negativ, 1-2 als schwache, 3-6 

als mäßige und 8-12 als starke Expression definiert.  Die Notch2 Expression war in allen 142 primär re-

sezierten Magenkarzinomen auswertbar.  

Neun Tumoren (6%) zeigten eine starke Expression im Zytoplasma, 61 (43%) zeigten eine mäßige und 

53 (37%) eine schwache zytoplasmatische Expression.  19 (13%) der Tumoren zeigten keine Notch2 Ex-

pression.  In 45 % (64) der Magenkarzinome konnte keine nukleäre Notch2 Expression nachgewiesen 
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werden, 63 Tumoren (44%) zeigten eine schwache-, 15 Tumoren (10%) zeigten eine mäßige Expression 

im Kern.  In keinem Magenkarzinom konnte eine starke nukleäre Notch2 Expression nachgewiesen 

werden. Die Tabelle 31 und die Abbildungen 8, 9 und 10 stellen einen Teil der Ergebnisse dar, die übri-

gen Ergebnisse (Anzahl positiver Zellen und  Färbeintensität) sind nicht dargestellt. Beispiele für die 

immunhistochemische Färbung zeigt die Abbildung 11. 

 

Tabelle 31: Notch2-Genexpression, Stärke der Zytoplasma- und Kernfärbung 
Färbung des Zytoplasmas  
Anzahl positiver Zellen              n (%)                               

Keine 19 (13) 

<10% 23 (16) 

10-50% 48 (34) 

50-80% 38 (27) 

>80% 14 (10) 

Intensität  

Keine 19 (13) 

Schwach 79 (56) 

Mäßig 37 (26) 

Stark 7 (5) 

Färbescore  
 0 19 (13) 

1 19 (13) 

2 34 (24) 

3 20 (14) 

4 27 (19) 

6 14 (10) 

8 3 (2) 

9 5 (4) 

12 1 (1) 
Kernfärbung 
Anzahl positiver Zellen 

 Keine 64 (45) 

<10% 45 (32) 

10-50% 29 (20) 

50-80% 4 (3) 

>80% 0 (0) 

Intensität  
 Keine 64 (45) 

Schwach 60 (42) 

Mäßig 18 (13) 

Stark 0 (0) 

  

  



Ergebnisse 55 

 

Färbescore  
 0 64 (45) 

1 40 (28) 

2 23 (16) 

3 2 (1) 

4 11 (8) 

6 2 (1) 

8 0 (0) 

9 0 (0) 

12 0(0) 

  

 

Abbildung 8: Übersicht über die Notch2 Expression im Zytoplasma 

FS= Färbescore 
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Abbildung 9: Übersicht über die Notch2 Expression im Kern 

FS= Färbescore 

 

 

Abbildung 10: Übersicht über die Notch2 Expression im Zytoplasma und im Kern 

Die Stärke der Genexpression wurde anhand der Färbescores bestimmt. Negativ=Färbescore von 0,  

schwach=Färbescore von 1-2, mäßig=Färbescore von 3-6 und stark=Färbescore von 8-12. 
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a 

 

b 

 

c 

 

d 

 

Abbildung 11: Expression von Notch2 in primär resezierten Magenkarzinomen 

(a) starke Zytoplasmafärbung (Färbescore 9) und schwache Kernfärbung (Färbescore 1), (b) mäßige Zytoplasmafär-
bung (Färbescore 6) und schwache Kernfärbung (Färbescore 1), (c) schwache Zytoplasmafärbung (Färbescore 3) und 
negative Kernfärbung (Färbescore 0), (d) negative Zytoplasma- und Kernfärbung für Notch2.  Maßstab: 50 µm 

 Assoziation der Expression mit dem Überleben 

Die Expression wurde auf Assoziationen mit dem Überleben untersucht. Uns lagen die Überlebensda-

ten von 126 der 142 Patienten vor. Dabei wurde keine signifikante Korrelation gefunden, es lässt sich 

lediglich ein Trend beobachten: Patienten mit mehr als 50% gefärbten Zytoplasma überlebten am 

längsten mit 33 Monaten, Patienten mit weniger als 50% gefärbten Zytoplasma überlebten nur 15 

Monate (siehe Tabelle 42 im Anhang; log-rank Test p=0,088). Tabelle 32 gibt die Notch2-

Genexpression und das Gesamtüberleben am Beispiel der Färbescores wieder.  
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Tabelle 32: Notch2-Genexpression (Färbescores) und Überleben im Gesamtkollektiv 
 

  medianes 
Überleben 

 

 n in Monaten p-Wert 

Färbescore Kern    

negativ vs. 56 15 0,851 

schwach, mäßig  70 20  

schwach vs. 55 20 0,754 

negativ, mäßig  71 15  

mäßig vs. 15 33 0,467 

negativ, 
schwach 

111 16  

    

Färbescore  

Zytoplasma 

   

negativ vs. 14 14 0,715 

schwach, mäßig, 
stark 

112 20  

schwach vs. 48 15 0,285 

negativ, mäßig, 
stark 

78 21  

mäßig vs. 55 23 0,718 

negativ, 
schwach, stark 

71 16  

stark vs.  9 NR 0,123 

negativ, 
schwach, mäßig 

117 15  

 

Die intestinalen und die nicht intestinalen Fälle wurden auch getrennt untersucht. Bei den intestinalen 

Fällen ist die Menge der gefärbten Kerne  mit dem medianen Überleben assoziiert: Patienten mit we-

niger als 10% Kernfärbung und mit keiner oder schwacher Färbeintensität überlebten signifikant kür-
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zer, als Patienten mit mehr als 10% Kernfärbung (p=0,014) und mit mäßiger Färbeintensität (p=0,052, 

Tabelle 43 im Anhang). Eine niedrige Kernfärbung mit Färbescore 0,1 ist mit einem schlechteren Über-

leben  (16 Monate) assoziiert, als eine höhere Kernfärbung mit Färbescore 2-12 (NR, p=0,017, Abb. 

12.a). Dasselbe Ergebnis kann man bei der Expression in der Zytoplasma beobachten: eine stärkere Zy-

toplasmafärbung ist mit einer besseren Prognose assoziiert: FS 0-6: 21 Monate vs. FS 8-12: NR 

(p=0,043, Abb. 13.b). Die Ergebnisse zeigt Tabelle 33. 

 

a b 

Abbildung 12: Gesamtüberleben und Notch 2 Proteinexpression in den intestinalen Karzinomen 

a) Gesamtüberleben; Kaplan-Meier-Überlebenskurven; nicht-adjustierte p-Werte wurden mit dem Logrank-Test be-
rechnet.    

 

Tabelle 33: Notch2-Genexpression (Färbescores) und Überleben in den intestinalen Karzinomen 

nur intestinale Fälle 
medianes 
Überleben 

 n in Monaten p-Wert 

Färbescore Kern   

FS=0                                  33 23 0,609 
FS>0                                  37 23 

    

FS=0,1 58 16 0,017* 

FS=>1 12 NR 

     

FS=0-2 64 21 0,039 
FS>2 6 NR  



Ergebnisse 60 

 

 
 
Färbescore Zytoplasma 

   
FS=0 
FS>0 
 
FS=0,1 

 
15 
55 

 
15 

 
28 
23 

 
28 

 
0,452 

 
 

0,452 

FS=2-12 55 23 

 

    FS=0-2 28 16 0,398 

FS=3-12 42 23 

 

    FS=0-3 37 16 0,623 

FS=4-12 33 34 

 

    FS=0-4 55 21 0,207 

FS=6-12 15 34 

 

    FS=0-6 63 21 0,043* 

FS=8-12 7 NR 

  

 

Die nicht intestinalen Karzinome zeigten keine Assoziation zwischen der Genexpression und dem Über-

leben (Tabelle 34). Die pT1-2 und die pT3-4 Fälle wurden auch getrennt untersucht. Es wurden keine 

Assoziationen mit dem Überleben gefunden (die Tabelle ist nicht dargestellt). 

 

Tabelle 34: Notch2-Genexpression und Überleben in den nicht intestinalen Karzinomen 

nicht intestinale Fälle medianes Überleben 

 
n in Monaten p-Wert 

Färbescore Kern 

  FS=0 
FS>0 
 
FS=0,1 

23 
33 

 
32 

12 
15 

 
14 

0,974 
 
 

0,413 

FS=2-12 24 10 

 

    Färbescore Zytoplasma 

  FS=0 
FS>0 
 
FS=0,1 

7 
49 

 
17 

12 
15 

 
12 

0,623 
 
 

0,581 

FS=2-12 39 20 
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    FS=0-2 34 14 0,617 

FS=3-12 22 28 

 

    FS=0-3 43 14 0,476 

FS=4-12 13 10 

 

    FS=0-4 49 14 0,888 

FS=6-12 7 28 

 

    FS=0-6 54 14 0,562 

FS=8-12 2 4 

  

 

Die R0-Fälle wurden auch getrennt untersucht (s. Tab. 35). Bei Analyse der Färbescore zeigte sich keine 

Assoziation. Bei getrennter Betrachtung von Färbeintensität und Anzahl gefärbten Zellen ergaben sich 

folgende Assoziationen: eine höhere Expression vom Notch 2 im Zytoplasma und im Kern ist mit einer 

besseren Prognose assoziiert. Mehr als 10% Kernfärbung ist mit einem besseren Überleben assoziiert 

(35 Monate vs. nicht erreicht, p=0,046, Tabelle 43 im Anhang). Mehr als 50% Zytoplasmafärbung ist 

mit einem längeren Überleben assoziiert (101 vs. 31 Monate, p=0,061, Tabelle 44 im Anhang). 

 

Tabelle 35: Notch2-Genexpression und Überleben in den R0-resezierten Karzinomen 

R0-Fälle 

 

medianes 
Überleben 

 
 

n 
in Mona-
ten 

p-Wert 

 
Färbescore Kern 

  FS=0                       30 34 0,778 

FS>0                       43 52  

   

FS=0,1 53 34 0,104 

FS=2-12 20 NR 

 

    Färbescore Zytoplasma 

  FS=0 8 28 0,781 

FS>0 65 53  

    

FS=0,1 16 NR 0,549 

FS=2-12 57 52 
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FS=0-2 31 62 0,833 

FS=3-12 42 52 

 

    FS=0-3 41 NR      0,187 

FS=4-12 32 35 

 

    FS=0-4 59 52      0,393 

FS=6-12 14 NR 

 

    FS=0-6 66 72      0,177 

FS=8-12 7 123 

     
 

 Assoziation der Expression mit den klinisch-pathologischen Daten 

Die Notch2 Genexpression wurde auf Assoziationen mit den klinisch-pathologischen Daten untersucht. 

Die Assoziation zwischen den prä- und posttherapeutischen klinisch-pathologischen Merkmalen und 

dem Färbescore zeigen die Tabellen 36 und 37.  

 

Tabelle 36: prätherapeutische klinisch-pathologische Patientencharakteristika und Färbescore 
 

 

Lauren Klassifikation Tumorlokalisation 

 

Grading 

 

intestinal 
nicht       
intestinal 

proximal mittel distal Linitis G1-2 G3-4 

 
  

 

  

   

    
Färbescore  
Zytoplasma 

  

 

  

   

  
  

FS=0 7 12 6 4 8 1 3 16 

FS>0 69 54 27 35 46 11 23 100 

p-Wert 0,142  0,730    1,0  

         

FS=0,1 16 22 8 11 16 2 7 31 

FS>1 60 44 25 28 38 10 19 85 

p-Wert 0,129  0,802    1,0  

         

FS=0-2 30 42 14 20 28 7 13 59 

FS=3-12 46 24 19 19 26 5 13 57 

p-Wert 0,004* 

 

0,755 

   

0,937   

 

  

 

  

   

    

FS=0-3 40 52 19 24 37 9 17 75 

FS=4-12 36 14 14 15 17 3 9 41 

p-Wert 0,001* 

 

0,615 

   

0,944   
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Färbescore Kern   

 

  

   

    

FS=0 34 30 15 16 25 5 10 54 

FS>0 42 36 18 23 29 7 16 62 

p-Wert 1,00  0,959    0,517  

         

FS=0,1 64 40 24 26 43 7 21 83 

FS=2-12 12 26 9 13 11 5 5 33 

p-Wert 0,002 

 

0,355 

   

0,464   
 

 

Tabelle 37: posttherapeutische klinisch-pathologische Patientencharakteristika und Färbescore 
 

 

pT-Kategorie pN-Kategorie Resektionsstatus 

 

pT1-2 pT3-4 pN0 pN1/2/3 R0 R1/2 

Färbescore             
Zytoplasma 

  

 

  

 

  
  

FS=0 6 13 1 18 12 5 

FS=1-12 58 65 35 88 70 49 

p-Wert 0,226  0,044*  0,433  

       

FS=0,1 13 25 6 32 20 16 

FS=2-12 51 53 30 74 62 38 

p-Wert 0,131  0,131  0,554  

       

FS=0-2 26 46 17 55 36 33 

FS=3-12 38 32 19 51 46 21 

p-Wert 0,03* 

 

0,629 

 

0,05   

 

  

 

  

 

    

FS=0-3 35 57 23 69 47 41 

FS=4-12 29 21 13 37 35 13 

p-Wert 0,022* 

 

0,896 

 

0,026*   

 

  

 

  

 

    

Färbescore Kern   

 

  

 

    

FS=0 22 42 12 52 34 26 

FS=1-12 42 36 24 54 48 28 

p-Wert 0,027*  0,122  0,483  

       

FS=0,1 45 59 24 80 55 43 

FS=2-12 19 19 12 26 27 11 

p-Wert 0,568 

 

0,383 

 

0,843   
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Den Tabellen ist zu entnehmen, dass eine höhere Expression im Zytoplasma mit Tumoren vom intesti-

nalen Typ (p=0,001 bzw. p=0,004 Abb. 13) assoziiert ist. Eine niedrigere Färbescore ist sowohl im Zyto-

plasma als auch im Kern  mit späteren Tumorstadien (p=0,03, Abb. 14, bzw. p=0,022 und p=0,027, Abb. 

15) assoziiert. Zwischen der Tumorlokalisation und der Expression besteht keine signifikante Korrelati-

on. Zwischen Grading und Expression besteht auch keine Korrelation. Eine höhere Notch2 Expression 

im Zytoplasma ist häufiger in Patienten mit negativem Lymphknotenstatus zu finden (p=0,044, Abb. 

16). Die R0-Resektion ist mit einer relativ höheren Zytoplasma-Expression (p=0,026) assoziiert. Zu-

sammenfassend zeigt sich, dass eine relativ höhere Expression im Zytoplasma mit dem intestinalen 

Typ, mit einer R0-Resektion und einer niedrigeren Tumorausdehnung assoziiert ist.  

 

 

Abbildung 13: Notch 2 Genexpression im Zytoplasma und Laurén-Klassifikation  

p-Wert 0,004, der p-Wert wurde mit  χ²-Test oder mit dem Fischer´s exact Test berechnet; Laurén-Klassifikation: intes-
tinaler Typ, nicht intestinaler Typ (diffuser- oder Mischtyp), FS= Färbescore 
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Abbildung 14: Notch2 Genexpression im Zytoplasma und Assoziation mit der pT-Kategorie 

p-Wert 0,03, der p-Wert wurde mit  χ²-Test berechnet; pT =postoperative/ pathologische Tumorausdehnung 

 

 

 

Abbildung 15: Notch2 Genexpression im Kern und Assoziation mit der pT-Kategorie 

p-Wert 0,027, der p-Wert wurde mit  χ²-Test berechnet, pT =postoperative/ pathologische Tumorausdehnung 
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Abbildung 16: Notch 2 Genexpression im Zytoplasma und Assoziation mit dem Lymphknotenstatus 

p-Wert 0,044, der p-Wert wurde mit  χ²-Test berechnet, pN=Lymphknotenmetastasen 

 

  Assoziationen des DNA-Polymorphismus mit der Expression von Notch2 

Es wurden insgesamt 85 Magenkarzinomfälle auf Assoziationen zwischen dem Polymorphismus und 

der Notch2 Expression untersucht. Die 45 nativen und die 40 neoadjuvant behandelte Karzinome wur-

den auch getrennt untersucht. Die Tabelle 38 zeigt die Allelverteilung und die Stärke der Notch2 Gen-

expression. 

Tabelle 38: Genotypen des SNP rs112494433 und Genexpression  

 
Gesamt nativ CTX 

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

Polymorphismus  85(100) 45(100) 40(100) 

    CC 8(9,5) 4(9) 4(10) 

CT 58(68) 30(67) 28(70) 

TT 19(22,5) 11(24) 8(20) 

CC+CT 66(78) 34 32 

TT+CC 27(32) 15 12 

CT+TT 77(91) 41 36 

    Plasmafärbung% 
  keine 10(12) 5(11) 5(12,5) 

<10% 13(15) 11(24,5) 2(5) 

10-50% 23(27) 9(20) 14(35) 

50-80% 26(31) 14(31) 12(30) 

>80% 13(15) 6(13,5) 7(17,5) 
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    Plasma Färbeintensität 
  keine 10(12) 5(11) 5(12,5) 

schwach 43(51) 26(58) 17(42,5) 

mittel 28(33) 12(27) 16(40) 

stark 4(4) 2(4) 2(5) 

    Kernfärbung% 
  keine 31(36,5) 17(38) 14(35) 

<10% 26(31) 12(27) 14(35) 

10-50% 25(29) 14(31) 11(28) 

50-80% 2(2,5) 28(4) 0 

>80% 1(1) 0(0) 1(2) 

    Kern Färbeintensität 
  keine 31(36) 17(38) 14(35) 

schwach 27(32) 19(42) 8(20) 

mittel 23(27) 9(20) 14(35) 

stark 4(5) 0(0) 4(10) 
 

In den 45 nativen Magenkarzinomen wurde keine Assoziation zwischen den Genotypen und der Gen-

expression (weder im Zytoplasma, noch im Kern) gefunden. Die 40 neoadjuvant behandelten Fälle 

zeigten signifikante Korrelationen zwischen den Genotypen und der Notch2 Expression im Zytoplasma, 

die Ergebnisse werden hier dargestellt.  Zwischen dem Polymorphismus und der Genexpression im 

Kern wurde keine Assoziation gefunden. Die signifikanten Assoziationen und die Trends sind in der Ta-

belle 39 dargestellt.  

 
 
Tabelle 39: Genotypen des SNP rs112494433 und Genexpression in den neoadjuvant behandelten 
Fällen 

Genexpression Genotypen 

   

 

CC CT TT gesamt 
p-Wert 

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

 
n=4 n=28 n=8 n=40 

 
Färbescore Zytoplasma 

    
0 2 1 2 5 p=0,016* 

1-12 2 27 6 35 
 

      
Färbescore Zytoplasma 

    
0-1 2 2 3 7 p=0,027 

2-12 2 26 5 33 
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Färbescore Zytoplasma 
    

0-2 3(75) 5(18) 4(50) 12(30) p=0,025* 

3-12 1(25) 23(82) 4(50) 28(70) 

 

      Färbescore Zytoplasma 
    

0-3 3(75) 8(29) 5(62,5) 16(40) p=0,072 

4-12 1(25) 20(71) 3(37,5) 24(60) 

  

Die Tabelle veranschaulicht, dass der CT-Genotyp mit einer stärkeren Notch2-Expression assoziiert ist 

als die CC und TT Genotypen.  Eine Genexpression im Zytoplasma zeigten 96% der Tumoren mit CT-

Genotyp, aber nur zwei von vier (50%) mit CC und 75% mit TT-Genotyp (p=0,016). 53% des heterozygo-

ten CT-Genotyps wiesen eine mäßige Färbeintensität auf, die Mehrheit der Genotypen CC und TT zeig-

te aber keine oder nur eine schwache Färbeintensität (p=0,011).  Eine signifikante Korrelation besteht 

auch in der Verteilung der Färbescores. 82% des CT-Genotyps erhielt ein Färbescore zwischen 3-12, 

aber nur eins von vier (25%) des CC-Genotyp und 50% des TT-Genotyps (p=0,025). 

 

Tabelle 40: Genotyp CC vs. TT+CT und Genexpression im Zytoplasma 
 

Genexpression 
 

Genotypen 
  

 

CC TT+CT gesamt 
p-Wert 

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

 
n=4 n=36 n=40 

 
Färbescore Zytoplasma 

   
0-2 3(75) 9(25) 12(30)   p=0,073* 

03-12 1(25) 27(75) 28(70) 

 
    

 
 

Beim Vergleich der homozygoten Patienten mit dem Genotyp CC mit Patienten mit mindestens einem 

T-Allel (TT oder CT) zeigten sich zwei Trends und eine signifikante Korrelation. Das T-Allel ist mit einem 

höheren Prozentsatz Plasmafärbung (p=0,069), einem höheren Färbescore (p=0,073, Abb. 22) und mit 

einer schwachen oder mäßigen Färbeintensität assoziiert (p=0,014, s. Tabelle 45 im Anhang).



Ergebnisse 69 

 

 

Tabelle 41: Genotyp CT vs. TT+CC und Genexpression im Zytoplasma 

Genexpression Genotypen 

   

 

CT TT+CC gesamt 
p-Wert 

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

 
n=28 n=12 n=40 

 
Färbescore                   
Zytoplasma     

0-2 5(18) 7(58) 12(30) p=0,021* 

3-12 23(82) 5(42) 28(70) 

 
    

 Färbescore                  
Zytoplasma     

0-3 8(29) 8(67) 16(40) p=0,037 

3-12 20(71) 4(33) 24(60) 

  
 
Beim Vergleich des heterozygoten Genotypen CT mit den homozygoten Genotypen TT und CC ergaben 

sich signifikante Assoziationen. 96% des CT-Genotyps weisen eine Genexpression im Zytoplasma auf, 

aber nur 67% der homozygoten Genotypen (CC und TT).  Der CT-Genotyp zeigt insgesamt eine stärkere 

Notch 2 Expression  (s. Tabelle 46 im Anhang). Der CT-Genotyp ist auch mit einem höheren Färbescore 

assoziiert als die Genotypen CC und TT,  82% erhielten ein Färbescore zwischen 3-12 (nur 42% der Ge-

notypen CC+TT, p=0,021, Abb. 17), 71% erhielten ein Score zwischen 4-12 (nur 33% der homozygoten 

Genotypen, p=0,037). 

 

 
Abbildung 17: Genotyp CT vs. TT+CC und Notch2-Expression im Zytoplasma 

p-Wert 0,021, der p-Wert wurde mit  χ²-Test berechnet, FS=Färbescore 
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5. Diskussion 

Der vorliegenden Arbeit liegt die Hypothese zugrunde, dass der Notch-Signalweg einen Einfluss auf die 

Entwicklung des Magenkarzinoms, auf das Ansprechen auf eine 5FU- und platinbasierte Chemothera-

pie und auf das Überleben der Patienten hat. Es sollte somit untersucht werden, ob eine Assoziation 

der Notch2 Expression  mit dem  Überleben und mit den klinisch-pathologischen Daten beobachtet 

werden kann. Außerdem wurde der mit dem Notch2 Gen assoziierte DNA-Polymorphismus 

rs11249433 auf Assoziationen mit dem Ansprechen auf die neoadjuvante Chemotherapie, mit dem 

Überleben und mit der Notch2 Expression untersucht. 

Bei der Studie muss man folgende Limitierungen berücksichtigen. Es ist eine Assoziationsstudie, eine 

Kausalität kann nicht bewiesen werden. Es handelt sich um eine retrospektive, explorative Studie, die 

einem prospektiven Ansatz unterlegen ist, da eine mögliche Selektionsbias nicht ausgeschlossen wer-

den kann. 

 

 Assoziation der Notch2 Expression mit dem Überleben und mit den klinisch-pathologischen Da-

ten 

In dieser Studie wurde die Rolle der Notch2 Expression  in primär resezierten Magenkarzinomen unter-

sucht. Die Notch2 Expression wurde immunhistochemisch nachgewiesen. Es wurde keine Assoziation 

im Gesamtkollektiv zwischen der Notch2 Expression und dem Überleben gefunden. In der Subgruppe 

der intestinalen Karzinomen ist die Expression im Kern und im Zytoplasma mit dem medianen Überle-

ben assoziiert: Patienten mit einer stärkeren Notch2 Expression überlebten signifikant länger als Pati-

enten mit niedrigeren Expression. Eine niedrige Expression im Kern (Färbescore 0,1) ist mit einem 

schlechteren Überleben  (15 Monate) assoziiert, als eine höhere Expression (Färbescore 2-12, NR, 

p=0,015). Dasselbe Ergebnis kann man bei der Expression im Zytoplasma beobachten: eine stärkere Zy-

toplasmafärbung ist mit einer besseren Prognose assoziiert (FS 0-6: 21 Monate vs. FS 8-12: NR).  

Diese Ergebnisse deuten  auf eine tumorsuppressive Funktion von Notch2  im Magenkarzinom hin.   

Es wurden bereits mehrere Studien veröffentlicht, die die Assoziation zwischen der Notch Expression 

und der Prognose untersucht haben. Zhang beschrieb, dass eine hohe Notch1 Expression im Magen-

karzinom  mit der Tiefe der Tumorinvasion, mit der Zahl der Lymphknotenmetastasen, mit einem fort-

geschrittenen TNM-Stadium und mit einer schlechteren Prognose korreliert. Die multivariate Cox Re-

gression Analyse bestätigte, dass Notch1 ein unabhängiger prognostischer Faktor ist (Zhang et al. 

2014).  
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Reedijk publizierte, dass eine erhöhte Expression von Notch1 und seinem Ligand Jag1 im Mammakar-

zinom nachgewiesen werden kann und  mit einem schlechteren Überleben assoziiert ist (Reedijk et al. 

2005). Yeh kam zu einem ähnlichen Ergebnis im Jahr 2009. Er untersuchte die Notch1 Expression im 

Magenkarzinom und fand,  dass die Expression des Notch1 Ligands Jagged1 mit der Aggressivität des 

Magenkarzinoms korreliert. Patienten mit erhöhter Jagged1-Expression hatten eine schlechtere Prog-

nose als Patienten ohne Expression (Yeh et al. 2009a). Bauer beschrieb  eine starke Assoziation zwi-

schen einer niedrigen Notch2 Genexpression und einem besseren Überleben (p<0,001) in einer Sub-

gruppe (Tumorregressionsgrad 2) von chemotherapierten Magenkarzinomen. Außerdem wurde  ein 

signifikanter Anstieg von Notch2 nach der Behandlung mit Chemotherapie gefunden. Immunhisto-

chemisch wurde eine Chemotherapie assoziierte Anstieg der Intensität der Notch2 Färbung (nicht aber 

der prozentualen Anteil) beschrieben. In dieser Studie erfolgte die Analyse jedoch auf mRNA-Ebene 

(Bauer et al. 2012).  

Eine höhere Notch2 Expression (sowohl im Kern als auch im Zytoplasma) konnte in dieser Arbeit in den 

intestinalen Karzinomen nachgewiesen werden, und war in dieser Subgruppe mit einem besseren 

Überleben assoziiert.  Dieses Ergebnis stimmt nicht mit dem von Sun (Sun et al. 2011) überein, der in 

seiner Studie keine Assoziation zwischen der Notch Expression und dem histopathologischen Typ ge-

funden hat. 

Es wurde keine Assoziation der Notch2 Expression mit der Tumorlokalisation und dem Grading gefun-

den. Eine signifikant höhere Notch2 Expression im Kern und im Zytoplasma wurde in den frühen Tu-

morstadien (T1+T2 p=0,02; p=0,03) im Vergleich zu den fortgeschrittenen Tumorstadien (T3+T4) nach-

gewiesen. Eine höhere Notch2 Expression im Zytoplasma war mit einem R0 Resektionsstatus (p=0,026) 

und mit einem negativen Lymphknotenstatus (p=0,044) assoziiert. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, 

dass  während der Tumorprogression in den Magenkarzinomen eine Abnahme der Notch2 Genexpres-

sion erfolgt und deutet somit auf eine tumorsuppressive Funktion des Notch Signalweges in der Ent-

wicklung des Magenkarzinoms hin. Es ist beschrieben, dass der Notch-Signalweg kontextabhängig so-

wohl onkogene als auch tumorsuppressive Funktionen ausüben kann (South et al. 2012; Lobry et al. 

2011).  In mehreren Studien wurde die Rolle von Notch als Onkogen beschrieben, wie z.B. in der T-ALL 

(Weng et al. 2004), im Mammakarzinom (Fu et al. 2010), in der CLL, im Prostatakarzinom (Santagata et 

al. 2004) oder im Pankreaskarzinom (Mazur et al. 2010a). Über die anti-proliferative Wirkung wurde in 

wenigen Tumorentitäten wie im Hautkrebs (Proweller et al. 2006; Nicolas et al. 2003),  im hepatozellu-

lären Karzinom, im Zervixkarzinom und im kleinzelligen Lungenkarzinom berichtet (Ranganathan et al. 

2011). Eine tumorsuppressive Funktion wurde  z.B. für Notch1 auch in den Plattenepithelkarzinomen 

des Ösophagus beschrieben (Agrawal et al. 2012). Die individuelle Notch-Rezeptoren können im selben 
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Tumortyp zeit- und kontextabhängig unterschiedliche Funktionen ausüben (Ranganathan et al. 2011; 

South et al. 2012). Eine duale Rolle wurde in Pankreaskarzinomen und in kolorektalen Karzinomen be-

schrieben (Mazur et al. 2010a). In der Studie von Chu wurde eine verminderte Notch2 Expression in 

kolorektalen Karzinomen gefunden im Vergleich zum Normalgewebe. Besser differenzierte Karzinome 

zeigten eine höhere Notch2 Expression als schlechter differenzierte Tumoren. Je fortgeschrittener das 

Tumorstadium war, desto weniger Notch2 Expression konnte nachgewiesen werden. Anhand dieser 

Studie spielt Notch2  eine antionkogene Funktion im kolorektalen Karzinom (Chu et al. 2009). 

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind im Einklang mit den Ergebnissen der funktionalen Analyse vom 

Notch2 in einer Magenkarzinomzellinie, die gezeigt hat dass die Herunterregulierung von Notch2 über 

siRNA die Tumorzellinvasion verstärkt  (Guo et al. 2012). Allerdings beschreiben einige, vor allem in 

asiatischen Ländern durchgeführten Studien eine onkogene Funktion des Notch2 Gens. Eine höhere 

Notch2 Expression ist laut diesen Studien mit einer Tumorprogression assoziiert (Yeh et al. 2009a) 

(Zhang et al. 2014) (Luo et al. 2014; Li et al. 2007). Tseng beschreibt in seiner Studie, dass die Expressi-

on der Notch2 Intrazellulärdomäne N2IC (die aktivierte Form des Notch2 Rezeptors) die Zellproliferati-

on und das Tumorwachstum der SC-M1 Magenkarzinomzellen fördert.  Die Kolonieformation, die Mig-

ration und die Invasion wurden verstärkt.  Diese Fähigkeiten wurden bei der Herunterregulation  der 

Notch2-Expression unterdrückt (Tseng et al. 2012).  Es wurde eine niedrige Expression im Normalge-

webe und eine höhere Expression im Tumorgewebe gefunden (Sun et al. 2011). In den Magenkarzi-

nom-Zellinien konnte eine höhere Notch1 Expression nachgewiesen werden, als in der normalen Ma-

genmukosa. Nach Hemmung des Notch1 Signalweges mittels DAPT wurde das Wachstum, die Invasion, 

die Metastasierung und die EMT ebenfalls gehemmt (Li et al. 2014).  Eine andere Studie kam zum Er-

gebnis, dass die Notch1 Expression  in Magenkarzinomzellen signifikant erhöht ist in und mit der Tum-

orgröße, dem Differenzierungsgrad und der Invasionstiefe korreliert. Notch1 ist laut dieser Studie ein 

unabhängiger Prognosefaktor für das Magenkarzinom, eine höhere Expression geht mit einer schlech-

teren Prognose einher (Li et al. 2007). Die Ursachen für die unterschiedlichen Ergebnisse sind unklar, 

möglicherweise sind sie aber durch die verschiedenen Studienpopulationen, durch die Technologie der 

Analysen oder durch die Bewertungsmethoden bedingt. Eine weitere mögliche Ursache für die Diskre-

panz kann in der unterschiedlichen Spezifität der verwendeten Antikörper liegen. 

Die Arbeit weist einige Limitationen auf, die auf die geringen Fallzahlen und auf die retrospektive Natur 

der Studie beruhen. Weitere Studien mit der Untersuchung von höheren Fallzahlen wären notwendig, 

um die Rolle des Notch2 Signalweges in der Entwicklung des Magenkarzinoms weiter zu charakterisie-

ren. 
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 Klinische und histopathologische Response im chemotherapierten Patientenkollektiv 

 Therapieansprechen und Überleben 

Die klinischen und histopathologischen Responder zeigten in der Studie ein signifikant längeres rezidiv-

freies, eventfreies und Gesamtüberleben als die Nonresponder.  Etwa 30% (28,0%-30,0%) der Patien-

ten zeigten ein Ansprechen auf die neoadjuvante Chemotherapie. Diese Ergebnisse sind vergleichbar 

mit bereits veröffentlichten Ergebnissen (Becker et al. 2011) (Fink et al. 1995) (Ott et al. 2003). 38 Pati-

enten (21%) zeigten entweder nur klinisches oder nur  histopathologisches, evaluiertes Therapiean-

sprechen, die klinische und histopathologische Response stimmte also in 79% überein. Die Beurteilung 

des klinischen Ansprechens erfolgt durch Gastroskopie und durch Endosonographie wobei beide Un-

tersuchungstechniken vom Untersucher und von dem Füllungszustand des Magens abhängig sind. Da-

bei scheint das histopathologische, evaluierte Therapieansprechen der klinischen Response überlegen 

und gilt neben dem ypN-Status als unabhängiger prognostischer Faktor für das Überleben (Becker et 

al. 2011). 

 

 Klinisch-pathologische Daten, Therapieansprechen und Überleben 

Die Ergebnisse zu den klinisch-pathologischen Daten (Tumorlokalisation, Laurén-Klassifikation, Gra-

ding, Resektionsstatus und yTNM-Kategorie) und dem Therapieansprechen entsprechen bereits publi-

zierten Studienergebnissen (Fink et al. 1995, Ott et al. 2003, Becker et al. 2011). Tumoren, die klinisch 

oder histopathologisch auf die Chemotherapie angesprochen haben, waren weniger fortgeschritten 

und konnten öfter R0-reseziert werden.  Klinisches und histopathologisches Therapieansprechen findet 

man öfters in proximal lokalisierten Tumoren (p jeweils=0,006), im intestinalen Typ (p=0,013, 0,064) 

und in besser differenzierten Tumoren (beide p-Werte: p=0,017). Das Therapieansprechen war außer-

dem mit dem Fehlen von Lymphknoten- und Fernmetastasen assoziiert. Erwartungsgemäß zeigten 

weniger fortgeschrittene, besser differenzierte und R0-resezierte Tumoren eine bessere Prognose. 

Ebenfalls eine gute Prognose hatten Patienten mit Karzinomen ohne Lymphknoten- oder Fernmetasta-

sen. Das schlechteste Überleben zeigten Patienten bei einer Linitis plastica. Proximal lokalisierte Tumo-

ren zeigten trotz eines besseren Therapieansprechens eine schlechtere Prognose als Tumoren mit ei-

ner Lokalisation im distalen oder im mittleren Drittel. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit bereits 

veröffentlichten Studien (Roder et al. 1993). Eine mögliche Ursache ist der aggressivere Wachstumstyp 

der proximalen Tumoren oder eine komplizierte OP-Technik, weswegen eine R0-Resektion schwieriger 
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zu erreichen ist als bei anders lokalisierten Karzinomen. Wegen des fehlenden Serosaüberzugs des 

proximalen Magens kann es früher zu einer Metastasierung kommen.  

 

 Polymorphismus rs11249433 

Die Allelverteilung  in dieser Studie sah folgendermaßen aus: CC 15%, CT 49%, TT 36%. Im Patienten-

kollektiv wurde eine Frequenz des CC  Allels von ca. 15% beobachtet, was ungefähr den Angaben in der 

Literatur entspricht.  Laut der SNP Datenbank der ncbi hat etwa 16,8 %  der kaukasischen Bevölkerung 

den Genotyp CC,  51,3% den Genotyp CT und 31,9% den Genotyp TT (SNP Datenbank der ncbi). Die 

Häufigkeiten der Genotypen waren im Hardy-Weinberg Gleichgewicht. Der SNP rs11249433 befindet 

sich in der perizentromeren Region vom Chromosom 1p11.2. In dieser Region sind innerhalb von 1MB 

fünf Gene lokalisiert, darunter auch das Notch2 Gen.  

 

 rs11249433, Therapieansprechen und Überleben 

Der rs112494433 Polymorphismus zeigte keine signifikante Korrelation mit dem klinischen oder histo-

pathologischen Ansprechen. Es ist denkbar, dass die Expression des Notch2 Gens im Tumorgewebe 

entscheidender ist als der Polymorphismus. Es wurde keine Assoziation zwischen dem Polymorphis-

mus und dem Überleben gefunden, es konnte lediglich ein Trend beobachtet werden,  Patienten mit 

dem heterozygoten Genotyp CT zeigten im Regressionsgrad 2 ein schlechteres Gesamtüberleben als 

die Genotypen CC+TT (48 vs. 77 Monate, p=0,088). Wegen der kleinen Fallzahlen ist der Unterschied 

jedoch nicht signifikant. Eine höhere Fallzahl wäre notwendig um zu untersuchen ob es sich um einen 

signifikanten Unterschied handelt.    

 

 rs11249433 und klinisch-pathologische Daten 

Der Polymorphismus wurde auch auf Assoziation mit den klinisch-pathologischen Daten untersucht.  Es 

besteht keine Assoziation zwischen den Genotypen und dem Alter oder dem Geschlecht.  Es wurde ei-

ne signifikante Korrelation zwischen dem Polymorphismus und der Laurén-Klassifikation gefunden 

(p=0,018).  Bei Patienten mit dem CC-Genotyp wurden verhältnismäßig mehr Karzinomen vom intesti-

nalen Typ beobachtet, bei Patienten  mit TT-Genotyp verhältnismäßig mehr nicht intestinale Tumoren. 
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 rs11249433 und Notch2 Expression 

Es konnte keine Assoziation zwischen dem Genotyp und der Notch2 Genexpression in den primär rese-

zierten Magenkarzinomen nachgewiesen werden. In der Subgruppe der neoadjuvant behandelten Ma-

genkarzinome zeigte die Genexpression im Zytoplasma  eine Assoziation mit dem Polymorphismus. 

Der heterozygote Genotyp CT ist mit einer stärkeren Notch2 Expression im Zytoplasma assoziiert als 

die homozygoten Genotypen CC und TT. Sowohl eine höhere Prozentzahl als auch eine stärkere Fär-

beintensität konnten für den CT Genotyp nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, dass das T-

Allel  mit einem höheren Prozentsatz Plasmafärbung (p=0,069), und einer höheren Färbescore 

(p=0,073) assoziiert ist. Die Ergebnisse sind nicht im Einklang mit den Ergebnisse von Fu (Fu et al. 

2010), der beschrieb dass die Genotypen GG und AG mit einer höheren Notch2 Expression assoziiert 

sind. Die Ursache für die unterschiedliche Ergebnisse kann in der sehr niedrigen Fallzahl (n=45, Geno-

typ CC n=4) liegen.   

 

 rs11249433 als Risikofaktor 

In der Literatur wird die Bedeutung des SNP-s vor allem als Risikofaktor bei der Ausbildung von 

Mammakarzinomen beschrieben. Es wurde eine Assoziation zwischen rs11249433 und einer erhöhten 

Expression von Notch2 in Östrogen-Rezeptor positiven Mammakarzinomen ohne TP53 Mutationen ge-

funden (Thomas et al. 2009). Die Risikogenotypen AG und GG sind mit einer erhöhten Notch2 Expres-

sion assoziiert (p=0,054) (Fu et al. 2010). Wu und Kollegen führten eine Metaanalyse von 15 Studien 

durch, die die Assoziation zwischen dem SNP und das Auftreten eines Mammakarzinoms untersuchten. 

Bei Kaukasier betrug die Häufigkeit des G-Allels 40%, bei den Ost-Asiaten 3% und bei den Afrikaner 

12%. Die Odds-Ratio (OR) für den Polymorphismus rs11249433 und der Entwicklung eines Mammakar-

zinoms beträgt 1,09 (Wu et al. 2013). Es zeigte sich, dass nur Kaukasier mit dem G-Allel ein  signifikant 

erhöhtes Risiko für die Entwicklung eines Mammakarzinoms besitzen, in den ost-asiatischen und afri-

kanischen Subgruppen wurde keine Assoziation zur Brustkrebs-Entwicklung entdeckt. Der SNP erhöht 

das Risiko für die Entwicklung von Östrogen-Rezeptor positiven (ER+) Tumoren (Wu et al. 2013). Eine 

weitere Arbeit beschrieb, dass der SNP mit einem erhöhten Risiko für die Entstehung von Mammakar-

zinomen mit einer niedrigen E-Cadherin Expression assoziiert ist. Die SNP-Träger entwickelten am häu-

figsten ER-positive, lobuläre Mammakarzinome (Horne et al. 2014). Eine andere Studie konnte keine 

Assoziation zwischen dem Polymorphismus und dem Brustkrebsrisiko in chinesischen Frauen feststel-

len (Jiang et al. 2011). Figueroa überprüfte 2011 die Ergebnisse von 39 Studien mit insgesamt 46.000 

Mammakarzinomfällen und konnte die Ergebnisse von Thomas und Fu bestätigen. Der SNP rs11249433 
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zeigte eine stärkere Assoziation mit ER-positiven Mammakarzinomen (OR für ER+ Tumoren 1,13, für 

ER- Tumoren 1,03). Die Assoziation mit den ER+ Tumoren war stärker nachweisbar in den lobulären 

und in den besser differenzierten Karzinomen. Es wurde keine Assoziation des SNP-s mit der Ausdeh-

nung des Tumors oder mit dem LK-Status gefunden (Figueroa et al. 2011). Das Risiko-Allel ist für BRCA2 

Mutationsträgerinnen mit der Entwicklung von Mammakarzinomen assoziiert (HR = 1.09, 95% CI: 

1.02–1.17, P-trend = 0.015), nicht aber für die BRCA1 Mutationsträgerinnen (HR = 0.97, 95% CI: 0.92–

1.02, P-trend = 0.20) (Antoniou et al. 2011). Der SNP rs11249433 spielt wahrscheinlich auch in anderen 

Tumorentitäten eine wichtige Rolle. Er ist signifikant mit der Entstehung von multiplem Primärkrebs 

(multiple primary cancer, MPC; OR, 1.16; 95% CI, 1.04-1.28; P = 0.005) assoziiert. Die Assoziation blieb 

sogar nach Ausschluss der Brustkrebspatienten aus dem Kollektiv erhalten (Park et al. 2014). Chen und 

seine Kollegen führten eine Meta-Analyse über alle Studien durch, die den Zusammenhang des SNP-s 

rs11249433 mit dem Mammakarzinom untersuchten. Die Träger des Risikoallels G haben ein OR von 

1,09 (95% CI: 1.06–1.12; P<10−5) für die Entwicklung eines Mammakarzinoms. Ein erhöhtes Risiko wur-

de nur für Kaukasier beschrieben, für Asiaten und Afrikaner bestand keine signifikante Assoziation mit 

der Entwicklung eines Mammakarzinoms. Rs11249433 ist in der Entstehung von  Östrogen- und Pro-

gesteronrezeptor positiven Tumoren involviert (Chen et al. 2013).  

In dieser Studie war eine Aussage über eine Assoziation des SNPs als Risikofaktor nicht möglich. Ein di-

rekter Vergleich mit einem Kontrollkollektiv war nicht möglich, da nur Tumorpatienten analysiert wur-

den.  
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6. Zusammenfassung 

In dieser Studie wurde untersucht, ob die Expression des Notch2 Gens mit den klinisch-pathologischen 

Charakteristika sowie mit der Prognose von 142 Patienten in primär resezierten Magenkarzinomen 

korreliert. In mehreren Studien wurde berichtet, dass der Notch-Signalweg kontextabhängig sowohl 

onkogene als auch tumorsuppressive Funktionen ausüben kann. Die Genexpression wurde durch im-

munhistochemische Färbung und durch anschließende mikroskopische Beurteilung nachgewiesen. In 

dem Patientenkollektiv dieser Studie wurde keine Assoziation im Gesamtkollektiv zwischen der Notch2 

Expression und dem Überleben gefunden. In der Subgruppe der intestinalen Karzinomen zeigte sich 

die Expression im Kern und im Zytoplasma mit dem medianen Überleben assoziiert: Patienten mit ei-

ner stärkeren Notch2 Expression überlebten signifikant länger als Patienten mit niedrigeren Expressi-

on. Es konnten signifikante Korrelationen zwischen der Genexpression und den klinisch-pathologischen 

Daten nachgewiesen werden. Eine signifikant höhere Notch2 Expression (sowohl im Kern, als auch im 

Zytoplasma) wurde in den intestinalen Karzinomen und in den frühen Tumorstadien nachgewiesen. Ei-

ne höhere Notch2 Expression im Zytoplasma war mit einem R0 Resektionsstatus und mit einem nega-

tiven Lymphknotenstatus assoziiert. Zusammenfassend weisen diese Daten auf eine tumorsuppressive 

Eigenschaft von Notch2 hin. 

Außerdem wurde der mit Notch2 assoziierte genetische Polymorphismus rs11249433 auf Assoziatio-

nen mit dem Ansprechen auf eine neoadjuvante Chemotherapie von 179 Magenkarzinompatienten, 

mit dem Überleben und mit der Notch2 Expression untersucht. Studien beschreiben, dass dieser Poly-

morphismus in der Entwicklung des Mammakarzinoms und wahrscheinlich auch in anderen Tumoren-

titäten eine wichtige Rolle spielt und mit einer Notch2 Expression assoziiert ist. Für die Lösung der Fra-

ge wurde DNA aus Lymphozyten und aus gesundem Gewebe gewonnen. Anschließend erfolgte eine 

Genotypisierung durch Polymerase-Kettenreaktion, DNA-Sequenzierung und durch denaturierende 

Hochdruck-Flüssigkeits-Chromatographie. In dem Patientenkollektiv dieser Studie zeigte sich keine sta-

tistisch signifikante Korrelation zwischen dem Polymorphismus und dem Ansprechen auf die 5-FU und 

platinbasierten Chemotherapie. Zwischen der Prognose und dem Polymorphismus konnten  keine As-

soziationen nachgewiesen werden. 

Anschließend wurde untersucht, ob zwischen dem Polymorphismus und der Notch2 Expression eine 

Assoziation besteht. In der Subgruppe der neoadjuvant behandelten Patienten konnte eine Korrelation 

des heterozygoten CT Genotyps mit einer höheren Notch2 Expression im Zytoplasma nachgewiesen 

werden. Insgesamt  scheint  somit der SNP  rs11249433  für das Magenkarzinom keine große Rolle zu 

spielen.
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Anhang 

Tabelle 42: Notch2-Genexpression (Anzahl der gefärbten Kerne und Zytoplasma, Färbeintensität) 
und Überleben im Gesamtkollektiv 
 

  
medianes Überleben  

 

 
n in Monaten p-Wert 

Anzahl gefärbten Kerne in 
% 

   keine Färbung 56 15 0,851 

Färbung 70 20 
 

    <10% 94 16 0,537 

>10% 32 20 
 

    Färbeintensität Kern 
   keine 56 15 0,590 

schwache 52 19 
 mäßige 18 33 
 

    Anzahl gefärbten Zytoplasma in % 
  keine Färbung 14 14 0,715 

Färbung 112 20 
 

    <10% 35 15 0,944 

>10% 91 21 
 

    <50% 78 15 0,088 

>50% 48 33 
 

    <80% 113 16 0,543 

>80% 13 23 
 

    Färbeintensität Zytoplasma 
   keine 14 14 0,659 

schwache 72 16 
 mäßige 33 19 
 starke 7 33 
 

    keine-schwache 32 15 0,963 

mäßige-starke 94 22 
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Tabelle 43: Notch2-Genexpression (Anzahl der gefärbten Kerne und Zytoplasma) und Überleben in 
den intestinalen Karzinomen 
 

nur intestinale Fälle 
 

medianes Überleben 
 Anzahl gefärbten Kerne in % n in Monaten p-Wert 

keine Färbung 33 23 0,609 

Färbung 37 23 
 

    <10% 59 16 0,014 

>10% 11 NR 
 

    Färbeintensität Kern 
   keine 33 23 0,142 

schwache 30 16 
 mäßige 7 NR 
 

    keine bis schwache 63 19 0,052 

mäßige 7 NR 
 

    

    Anzahl gefärbten Zytoplas-
ma in % 

  

 

keine Färbung 7 14 0,787 

Färbung 63 23 
 

    <10%                                                    17 28 0,638  

>10% 53 23 
 

    <50% 39 16 0,118 

>50% 31 34 
 

    <80% 59 16 0,248 

>80% 11 35 
 

    Färbeintensität Zytoplasma 
   keine 7 zensiert 0,167 

schwache 35 
  mäßige 24 
  starke 4 
  

    keine-schwache 42 23 0,977 

mäßig-starke 28 23 
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Tabelle 44: Notch2-Genexpression (Anzahl der gefärbten Kerne und Zytoplasma) und Überleben in 
den R0 resezierten Karzinomen 
 

R0-Fälle 
 

medianes Überleben 
 Anzahl gefärbten Kerne in % n in Monaten p-Wert 

keine Färbung 30 34 0,778 

Färbung 43 52 
 

    <10% 55 35 0,046 

>10% 18 NR 
 

    Färbeintensität Kern 
   keine 30 34 0,475 

schwache 33 62 
 mäßige 10 NR 
 

    keine-schwache 63 35 0,231 

mäßige 10 NR 
 

    Färbescore Kern 
   FS=0 30 34 0,778 

FS>0 43 52  

    

FS=0,1 53 34 0,104 

FS=2-12 20 NR 
 

    Anzahl gefärbten Zytoplasma in % 
  keine Färbung 8 28 0,781 

Färbung 65 53 
 

    <10% 19 NR 0,628 

>10% 54 52 
 

    <50% 43 31 0,061 

>50% 30 101 
 

    <80% 62 53 0,852 

>80% 11 34 
 

    Färbeintensität Zytoplasma 
   keine 8 28 0,272 

schwache 37 101 
 mäßige 23 34 
 starke 5 NR 
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keine-schwache 45 101 0,365 

mäßig-starke 28 35 
 

    Färbescore Zytoplasma 
   FS=0 8 28 0,781 

FS>0 65 53  

    

FS=0,1 16 NR 0,549 

FS>1 57 52 
 

    FS=0-2 31 62 0,833 

FS>2 42 52 
 

    FS=0-3 41 NR 0,187 

FS>3 32 35 
 

    FS=0-4 59 52 0,393 

FS=6-12 14 NR 
 

    FS=0-6 66 52 0,177 

FS=8-12 7 NR 
  

Tabelle 45: Genotyp CC vs. TT+CT und Genexpression im Zytoplasma 

Genexpression Genotypen 
   

 
CC 
n(%) 

TT+CT 
n(%) 

gesamt 
n(%) 

p-Wert 

 
n=4 n=36 n=40 

 

     
Plasmafärbung in % 

    
keine Färbung 2(50) 3(8) 5(12,5)    p=0,069 

Färbung 2(50) 33(92) 35(87,5) 

 
    

 Färbeintensität 
    

keine 2(50) 3(9) 5(12,5)   p=0,014 

schwache 1(25) 16(44) 17(42,5) 

 mäßige 0(0) 16(44) 16(40) 

 starke Färbung 1(25) 1(3) 2(5) 

 
    

 Färbescore 
    

0-2 3(75) 9(25) 12(30)   p=0,073 

3-12 1(25) 27(75) 28(70) 
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Tabelle 46: Genotyp CT vs. CC+TT und Genexpression im Zytoplasma 

Genexpression Genotypen 
   

 
CT 
n(%) 

TT+CC 
n(%) 

gesamt 
n(%) 

p-Wert 

 
n=28 n=12 n=40 

 

     
Plasmafärbung in % 

    
keine 1(4) 4(33) 5(12,5) p=0,087 

<10% 1(4) 1(8) 2(5) 

 10-50% 12(42) 2(17) 14(35) 

 50-80% 9(32) 3(25) 12(30) 

 >80% 5(18) 2(17) 7(17,5) 

 

     Plasmafärbung in % 
    

keine Färbung 1(4) 4(33) 5(12,5) p=0,022 

Färbung 27(96) 8(67) 35(87,5) 

 
    

 Plasmafärbung in % 
    

0-10% 2(7) 5(42) 7(17,5) p=0,017 

>10% 26(93) 7(58) 33(82,5) 

 
    

 Färbeintensität 
    

keine  1(4) 4(33) 5(12,5) p=0,013 

schwache 11(39) 6(50) 17(42,5) 

 mäßige 15(53) 1(8) 16(40) 

 starke Färbung 1(4) 1(8) 2(5) 

 
    

 Färbeintensität 
    

keine bis schwache  12(42) 10(83) 22(55) p=0,035 

    mäßige bis starke Färbung 16(58) 2(17) 18(45) 
     

   
  Färbescore 

    
0-2 5(18) 7(58) 12(30) p=0,021 

3-12 23(82) 5(42) 28(70) 

 
    

 Färbescore 
    

0-3 8(29) 8(67) 16(40) p=0,037 

4-12 20(71) 4(33) 24(60) 
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