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1. Zusammenfassung und Summary 

1.1. Zusammenfassung 

Das Magenkarzinom stellt eine heterogene Tumorentität mit schlechter Prognose dar. Durch 

die Entwicklung der Hochdurchsatztechnologien in den letzten Jahren kam es zur Identifika-

tion verschiedener molekularer Klassifikationen, die Subgruppen mit bestimmten klinisch-

pathologischen, prognostischen und therapierelevanten Charakteristika definieren. Eine die-

ser Klassifikationen wurde von der Asian Cancer Research Group (ACRG) veröffentlicht. Sie 

beinhaltet folgende vier molekulare Subtypen: Magenkarzinome mit Mikrosatelliteninstabilität 

(MSI), mit epithelialer-mesenchymaler-Transition (EMT) und Tumoren mit oder ohne TP53-

Funktionsverlust. Die klinische, prädiktive und prognostische Relevanz der ACRG-

Klassifikation ist jedoch vor allem  im Kontext neoadjuvanter Chemotherapie weitgehend 

ungeklärt. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war demnach die Bestimmung der klinischen 

Relevanz der ACRG-Klassifikation in einem westlichen Kollektiv an Magenkarzinomen ohne 

und nach neoadjuvanter Chemotherapie. 

 

Die molekularen Subgruppen der ACRG-Klassifikation wurden zum einen auf mRNA-Ebene, 

in Anlehnung an die Arbeit von Cristescu et al. (2015), und zum anderen auf Proteinebene 

mit dem Ziel einer routinemäßigen Anwendbarkeit analysiert. Die Patientenkollektive beinhal-

teten insgesamt 758 Magenkarzinome und Adenokarzinome des gastroösophagealen Über-

gangs (AEG II/III) (291 Patienten ohne Chemotherapie, 327 Patienten nach neoadjuvanter 

Chemotherapie und 140 prätherapeutische Biopsien vor neoadjuvanter Chemotherapie). 

Der MSI-Status wurde mittels multiplex PCR bestimmt und die p53-Aktivität immunhistoche-

misch, unter Anwendung eines dreistufigen Klassifikationsschemas, ermittelt. EBV+-Tumoren 

wurden mittels PCR identifiziert und positive Fälle durch in-situ Hybridisierung bestätigt. 

Die EMT-Subgruppe wurde zunächst mRNA-basiert mittels qPCR der Gene CDH1, VIM und 

ZEB1 bestimmt. Auf Proteinebene wurde eine immunhistochemisch aberrante E-Cadherin 

Expression als Surrogat für Tumoren mit EMT verwendet. Die CDKN1A und MDM2 Expres-

sion wurde mittels qPCR analysiert. 

 

Zunächst wurden die erhobenen Gen- und Proteinexpressionsdaten separat betrachtet. Hier 

war eine hohe E-Cadherin-Expression, sowohl auf mRNA-, als auch auf Proteinebene ein 

positiver unabhängiger prognostischer Faktor für Patienten nach neoadjuvanter Chemothe-

rapie. In Patienten ohne CTx zeigte sich auf Proteinebene ein umgekehrter prognostischer  

Zusammenhang. Eine hohe MDM2-Expression erwies sich als negativer prognostischer 

Marker für Patienten ohne Chemotherapie.  

 



2 

Die Evaluation der p53-Proteinexpression wies eine Konkordanz von 90% mit NGS-basierten 

Mutationsanalysen auf, kann damit als valide Methode zur Bestimmung des TP53-Status 

betrachtet werden und wurde für die Identifikation der ACRG-Subgruppen verwendet. 

Eine aberrante p53-Proteinexpression stellte für Patienten ohne Chemotherapie einen unab-

hängigen negativen prognostischen Faktor vor allem in distal lokalisierten Tumoren dar. Die 

Abhängigkeit der prognostischen Relevanz des p53 von der Tumorlokalisation konnte eben-

so im Kollektiv der prätherapeutischen Biopsien vor Chemotherapie beobachtet werden. Au-

ßerdem zeigte sich eine Assoziation des p53-Status mit den molekularen Subgruppen EBV+- 

und MSI-L/MSI-H und klinischen Charakteristika. Fälle mit p53-Wildtypexpression gingen mit 

dem  EBV+- und MSI-H-Subtyp einher. Veränderte p53-Expression häufte sich in MSI-L-

Tumoren. p53 wies keine Assoziation mit dem Chemotherapieansprechen auf. 

 

Zur Identifikation der Tumoren mit EMT wurden drei Ansätze zur Kombination der EMT-

assoziierten Gene evaluiert und das 75%-Quantil der CDH1/ZEB1-Expression für die Klassi-

fikation ausgewählt. Dieses zeigte prognostische Relevanz mit dem längsten Überleben der 

Patienten mit epithelial differenzierten Tumoren. Eine mesenchymale Differenzierung war mit 

geringem/keinem Chemotherapieansprechen assoziiert. 

 

Im Anschluss wurden die molekularen Subgruppen der ACRG-Klassifikation unter Hinzu-

nahme des EBV+- und MSI-L Subtyps bestimmt. Diese gingen mit bestimmten klinisch-

pathologischen Charakteristika einher, wobei besonders die Assoziation von Tumoren mit 

aberranter p53-Expression mit proximaler Lokalisation und von nicht intestinalen Tumoren 

mit der EMT-Gruppe hervorzuheben ist. In Überlebensanalysen erwiesen sich die molekula-

ren Subgruppen auf mRNA- und Proteinebene, sowohl für Patienten ohne, als auch für jene 

nach neoadjuvanter Chemotherapie, als prognostisch relevant. Obwohl Patienten mit EMT- 

und MSI-Tumoren nach neoadjuvanter Chemotherapie vorwiegend kein Therapieansprechen 

aufwiesen, zeigten MSI-Tumoren die beste und EMT-Tumoren die schlechteste Prognose. 

Zudem hatten Patienten mit EBV+- und p53-Wildtyp-Tumoren eine gute, jene mit Tumoren 

mit aberranter p53-Expression eine schlechte Prognose. Die negative prognostische Rele-

vanz der Tumoren mit EMT konnte auf Proteinebene jedoch nur für Patienten nach Chemo-

therapie nachgewiesen werden. 

 

Zusammenfassend ist zu sagen, dass in der hier vorliegenden Arbeit die Identifikation der 

klinischen und prognostischen Relevanz der ACRG-Klassifikation und modifizierter Varianten 

auf mRNA- und Proteinebene im Kontext perioperativer Chemotherapie in einem westlichen 

Kollektiv an Magenkarzinomen erfolgte. Dies stellt neue Möglichkeiten für eine bessere 

Prognoseabschätzung und individualisierte Therapie der molekularen Subtypen dar, die mit 

bestimmten genetischen Veränderungen und klinischen Charakteristika einhergehen. 
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1.2. Summary 

Gastric carcinoma is a heterogeneous tumor entity with poor prognosis. The development of 

high-throughput technologies in recent years has led to the identification of different molecu-

lar classifications that define subgroups with specific clinicopathological, prognostic and ther-

apy-relevant characteristics. One of these classifications was published by the Asian Cancer 

Research Group (ACRG). It contains the following four molecular subtypes: gastric carcino-

mas with microsatellite instability (MSI), with epithelial-mesenchymal transition (EMT) and 

tumors with or without TP53 loss of function. However, the clinical, predictive and prognostic 

relevance of the ACRG classification is widely unknown, especially in the context of neoadju-

vant chemotherapy. Therefore, the aim of this study was to determine the clinical relevance 

of the ACRG classification in a western cohort of gastric adenocarcinomas without and after 

neoadjuvant chemotherapy. 

 

The molecular subgroups of the ACRG classification were analyzed on the one hand at 

mRNA level, following the work of Cristescu et al. (2015), and on the other hand at protein 

level with the aim of routine application. The patient cohorts included a total of 758 gastric 

carcinomas and adenocarcinomas of the gastroesophageal junction (AEG II/III) (291 patients 

without chemotherapy, 327 patients after neoadjuvant chemotherapy and 140 pretherapeutic 

biopsies before neoadjuvant chemotherapy). 

MSI status was determined by multiplex PCR and p53 activity was determined immunohisto-

chemically using a three-tiered classification scheme. EBV+ tumors were identified by PCR 

and positive cases were confirmed by in situ hybridization. 

The EMT subgroup was initially determined mRNA-based by qPCR of the genes CDH1, VIM 

and ZEB1. At protein level, an immunohistochemically aberrant E-cadherin expression was 

used as a surrogate for tumors with EMT. The CDKN1A and MDM2 expression was ana-

lyzed by qPCR. 

 

First, gene and protein expression data were analyzed separately. High E-cadherin expres-

sion, both at mRNA and protein level, was a positive independent prognostic factor for pa-

tients after neoadjuvant chemotherapy. In patients without CTx an inverse prognostic rela-

tionship was found at protein level. A high expression of MDM2 was found to be a negative 

prognostic marker for patients without chemotherapy.  

 

The evaluation of p53 protein expression showed a concordance of 90% with NGS-based 

mutation analyses, can thus be considered a valid method for the determination of TP53 sta-

tus and was used for the determination of the ACRG subgroups. 

Aberrant p53 protein expression was an independent negative prognostic factor for patients 

without chemotherapy, especially in distally localized tumors. The dependence of prognostic 
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relevance of p53 on the tumor localization was also observed in pretherapeutic biopsies be-

fore chemotherapy. Furthermore, an association of the p53 status with the molecular sub-

groups EBV+- and MSI-L/MSI-H and clinical characteristics was shown. Cases with p53 wild-

type expression were associated with the EBV+ and MSI-H subtypes. Altered p53 expression 

became more frequent in MSI-L tumors. p53 was not associated with chemotherapy re-

sponse. 

 

To identify tumors with EMT, three approaches to combine EMT-associated genes were 

evaluated and the 75% quantile of CDH1/ZEB1 expression was selected for classification. 

This showed prognostic relevance with the longest survival of patients with epithelially differ-

entiated tumors. Mesenchymal differentiation was associated with low/no chemotherapy re-

sponse. 

 

Subsequently, the molecular subgroups of the ACRG classification were determined, includ-

ing EBV+ and MSI-L subtypes. These were associated with certain clinicopathological char-

acteristics, with particular emphasis on the association of tumors with aberrant p53 expres-

sion with proximal localization and of nonintestinal tumors with the EMT group. In survival 

analyses, the molecular subgroups at mRNA and protein level proved to be prognostically 

relevant for patients without and after neoadjuvant chemotherapy. Although patients with 

EMT and MSI tumors showed predominantly no response to neoadjuvant chemotherapy, 

MSI tumors had the best and EMT tumors the worst prognosis. In addition, patients with 

EBV+ and p53 wild-type tumors had a good prognosis, those with tumors with aberrant p53 

expression had a poor prognosis. However, the negative prognostic relevance of tumors with 

EMT could only be demonstrated at protein level for patients after chemotherapy. 

 

In summary, the present study identified the clinical and prognostic relevance of the ACRG 

classification and modified variants at mRNA and protein level in the context of perioperative 

chemotherapy in a western cohort of gastric adenocarcinomas. This presents new possibili-

ties for a better prognostic assessment and individualized therapy of the molecular subtypes 

associated with certain genetic alterations and clinicopathological characteristics. 
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2. Einleitung 

2.1. Epidemiologie des Magenkarzinoms 

Das Magenkarzinom stellt mit einer Inzidenz von etwa einer Million Neuerkrankungen 2018 

die sechsthäufigste Krebserkrankung weltweit dar und ist damit für etwa 5,7% aller malignen 

Erkrankungen verantwortlich. Es nimmt mit 782685 Fällen (8,2%) Platz drei der krebsassozi-

ierten Todesfälle ein. Die Hochinzidenzregionen liegen in Asien, hier vor allem in China, Ko-

rea und Japan, in Osteuropa sowie Zentral- und Lateinamerika. In Deutschland belegt das 

Magenkarzinom 2018 Platz elf der Krebsfälle mit 14173 Neuerkrankungen und Platz sechs 

der krebsassoziierten Todesfälle. (Bray et al., 2018) 

Es ist eine kontinuierliche Abnahme an Magenkarzinomen, vor allem der distal lokalisierten 

Tumoren, zu verzeichnen, was am wahrscheinlichsten durch veränderte Ernährungsge-

wohnheiten und die Helicobacter pylori Eradikation zu erklären ist. Trotzdem scheint es zu 

einem Anstieg an diffusen, proximal lokalisierten Tumoren zu kommen. Das durchschnittliche 

Erkrankungsalter liegt bei über 50 Jahren, wobei die Inzidenz mit steigendem Alter zunimmt. 

Es wurden auch Fälle bei unter 30-Jährigen beobachtet, in welchen oft erbliche, diffuse Kar-

zinome zu finden sind. Insgesamt sind Männer etwa im Verhältnis 3:2 häufiger betroffen als 

Frauen. Das 5-Jahres-Überleben beträgt etwa 30%, da trotz kurativer Resektion ein hohes 

Risiko für Lokalrezidive, lymphogene Mikrometastasen und organische Fernmetastasierung 

besteht. (Kaneko & Yoshimura, 2001; Curado et al., 2007; Miyahara et al., 2007; Bosman et 

al., 2010; S3-Leitlinie Magenkarzinom, 2019) 

2.2.  Risikofaktoren des Magenkarzinoms 

Den wichtigsten Risikofaktor in der Genese des Magenkarzinoms stellt eine Infektion mit 

Helicobacter pylori dar, welches seit 1994 als Klasse I Karzinogen durch die Weltgesund-

heitsorganisation anerkannt wurde (de Martel & Franceschi, 2009). Helicobacter pylori indu-

ziert eine chronisch aktive Gastritis, die nach der Correa-Hypothese, abhängig von Umwelt-

faktoren, bei einem Teil der Patienten über eine atrophische Gastritis und intestinale Meta-

plasie in ein intestinales Magenkarzinom übergehen kann (Correa, 1992). Das Risiko eines 

Magenkarzinoms erhöht sich durch die Infektion um das 2-3-fache, auch für Karzinome des 

diffusen Typs (Correa, 1992; Uemura et al., 2001; Malfertheiner et al., 2005), wobei Poly-

morphismen des Interleukin 1β und des Interleukin 1 Rezeptor Antagonisten eine familiäre 

Empfänglichkeit für die H. pylori assoziierte Karzinogenese bedingen (Huang et al., 2003; 

Bosman et al., 2010). 

Ein weiterer anerkannter Risikofaktor ist das Alter. Das Magenkarzinom entsteht vor allem 

bei Menschen über 55 Jahren, mit einem Median von 72 Jahren (de Martel & Franceschi, 

2009). Auch ein niedriger sozioökonomischer Status (de Martel & Franceschi, 2009) und das 
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Leben in einer Hochrisikopopulation (wie zum Beispiel Japan) (Imagawa et al., 2008), Tabak-

rauchen, Alkoholkonsum (Lagergren et al., 2000; L. S. Engel et al., 2003), vorangegangene 

Magenoperationen (Bilroth II) (Lundegårdh et al., 1994), Gallereflux, familiäre Belastung und 

perniziöse Anämie (W Ye & Nyren, 2003) sind mit der Krebsentstehung assoziiert. Ernäh-

rungs- und Umweltfaktoren wie der Verzicht auf salzreiche oder geräucherte Speisen, bal-

laststoff- und vitaminreiche Nahrung, im Allgemeinen ein gesunder Lebensstil wirken sich 

positiv auf das Erkrankungsrisiko aus. Für Karzinome des ösophagogastralen Übergangs 

stellt zudem Übergewicht einen gesicherten Risikofaktor dar (Ping Yang et al., 2009). (S3-

Leitlinie Magenkarzinom, 2019) 

2.3.  Familiäres Risiko und hereditäre Syndrome 

Verwandte ersten Grades eines Patienten mit Magenkarzinom haben ein zwei- bis dreifach 

erhöhtes Magenkarzinomrisiko, möglicherweise bedingt durch die Kombination gemeinsamer 

Umweltbedingungen und genetischer Veranlagung (S3-Leitlinie Magenkarzinom, 2019). 

Das autosomal dominant vererbte hereditäre diffuse Magenkarzinom ist für etwa 1% aller 

Magenkarzinome verantwortlich. Diesem liegt eine heterozygote Keimbahnmutation im Gen 

für E-Cadherin (CDH1) zugrunde (Keller, 2002; Oliveira et al., 2009; Wolf et al., 2010). Muta-

tionsträger weisen ein frühes Erkrankungsalter, einen diffusen histopathologischen Typ und 

eine familiäre Häufung auf. Es besteht ein 70%iges (Männer) bzw. 56%iges (Frauen) Le-

benszeitrisiko, ein Magenkarzinom zu entwickeln. Frauen weisen außerdem ein 42%iges 

Risiko für die Entstehung eines lobulären Mammakarzinoms auf. (Pharoah et al., 2001) Den 

Patienten wird aufgrund der geringen Sensitivität des endoskopischen Screenings eine pro-

phylaktische Gastrektomie empfohlen (van der Post et al., 2015). 

Patienten mit hereditärem kolorektalem Karzinom ohne Polyposis (HNPCC) besitzen ein 

erhöhtes Risiko für die Entstehung eines Magenkarzinoms bis 70 Jahre von 6,7% bei Män-

nern und 2,6% bei Frauen im Vergleich zu 1,5% der westlichen Normalbevölkerung (Keller, 

2002; Barrow et al., 2009; Koornstra et al., 2009; C. Engel et al., 2012). 

2.4.  Diagnostik 

Die Diagnosestellung des Magenkarzinoms findet häufig erst in späten Stadien statt, da 

Symptome zunächst sehr unspezifisch sind oder fehlen können. Unter anderem kann es zum 

Auftreten von Dysphagie, rezidivierendem Erbrechen, Inappetenz, Gewichtsverlust oder 

gastrointestinalen Blutungen kommen. (S3-Leitlinie Magenkarzinom, 2019) 

Nach aktuellen Leitlinien sollte in diesen Fällen frühzeitig eine vollständige endoskopische 

Untersuchung des Ösophagus und Magens durchgeführt werden. Während der Endoskopie 

werden mindestens acht Biopsien aus jeder suspekten Läsion entnommen. Bei Patienten mit 

kurativer Therapieintention sollte ein endoskopischer Ultraschall komplementär zur Compu-

tertomographie (CT) zur Selektion von Patienten für eine perioperative Therapie erfolgen. In 
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fortgeschrittenen Stadien kann eine Staging-Laparoskopie zum Ausschluss von Leber- und 

Peritonealmetastasen durchgeführt werden. (S3-Leitlinie Magenkarzinom, 2019) 

Magenfrühkarzinome beschränken sich auf die Mukosa (T1a) oder Submukosa (T1b) und 

werden nach der Klassifikation der Japanischen Gesellschaft für gastroenterologische Endo-

skopie eingeteilt in vorgewölbte (I), oberflächlich erhabene (IIa), ebene (IIb), eingesenkte (IIc) 

und exkavierte (III) Tumoren (Association JGC, 1998). Die Prognose der Frühkarzinome ist 

deutlich günstiger, wobei in 5-20% bereits Lymphknotenmetastasen vorliegen. Fortgeschrit-

tene Karzinome werden nach der Borrmann-Klassifikation (Borrmann, 1926) beurteilt und 

dem polypösen, ulzerierten mit scharfem Rand, ulzerierten mit Wandinfiltration und diffusen 

Typ zugeordnet (Bosman et al., 2010). 

Zur Bestimmung der Fernmetastasierung wird eine B-Bild-Sonographie und ein CT des Tho-

rax und Abdomens durchgeführt (S3-Leitlinie Magenkarzinom, 2019). Die Metastasierung 

intestinaler Karzinome erfolgt bevorzugt hämatogen in die Leber, während jene vom diffusen 

Typ häufiger peritoneale Metastasen aufweisen. Diffuse Tumoren des Antrum-pyloricus 

Übergangs können neben der Serosa und Lymphgefäßen auch das Duodenum infiltrieren. 

Eine Metastasierung in die Ovarien wird als Krukenbergtumor bezeichnet (Bosman et al., 

2010). 

2.5. Klassifikationen des Magenkarzinoms 

2.5.1. UICC-TNM-Klassifikation, UICC-Stadien und Siewert-Klassifikation 
Das Staging wird nach der aktuellen UICC-TNM-Klassifikation (8. Auflage) vorgenommen 

(Gospodarowicz et al., 2017). Tumoren des gastroösophagealen Übergangs (AEG) werden 

nach der Siewert-Klassifikation (Siewert & Stein, 1998a) in AEG I, II und III eingeteilt (Tabel-

le 1). AEG I und II Tumoren werden den Ösophaguskarzinomen, AEG III den Magenkarzi-

nomen zugeordnet. Prognostisch relevante Faktoren des Magenkarzinoms stellen die Tu-

morlokalisation, die lokale Infiltrationstiefe, der lokoregionäre Lymphknotenbefall, Fernmeta-

stasen und die Gefäßinvasion dar (Siewert et al., 1998b; Shiraishi et al., 2007). 

Tabelle 1:  Siewert-Klassifikation für AEG Tumoren (Siewert & Stein, 1998a) 
Typ Lokalisation 

Siewert Typ I Zentrum der Raumforderung 1-5 cm oberhalb der Z-Linie 

Siewert Typ II Zentrum der Raumforderung 1 cm über bis 2 cm unter der Z-Linie      

Siewert Typ III Zentrum der Raumforderung 2-5 cm unterhalb der Z-Linie 

2.5.2. WHO-Klassifikation 
Die WHO-Klassifikation teilt die Tumoren anhand ihrer morphologischen Struktur in fünf 

Hauptgruppen und weitere seltenere Typen ein. Diese umfassen tubuläre, papilläre, muzinö-

se, wenig kohäsive und gemischte Karzinome. Andere Subtypen stellen adenosquamöse 

oder hepatoide Adenokarzinome dar. (Bosman et al., 2010) 
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2.5.3. Laurén-Klassifikation 
Die Laurén-Klassifikation unterscheidet Tumoren in diffuse und intestinale Karzinome 

(Lauren, 1965). Intestinale Tumoren bilden Drüsen mit unterschiedlicher Differenzierung und 

wachsen expansiv. Einen schematischen Überblick über die Magenkarzinogenese, insbe-

sondere des intestinalen Typs, gibt Abbildung 1. Zunächst kommt es durch eine H. pylori 

Infektion über eine chronische Gastritis zu einer atrophischen Gastritis, was dann durch den 

Einfluss genetischer Faktoren, wie zum Beispiel einer ektopischen CDX2 Expression, zu 

einer intestinalen Metaplasie führt. Mutationen in APC, β-catenin und die Methylierung von 

MLH1 tragen zur weiteren Entwicklung in ein Adenom und letztendlich zum intestinalen Ma-

genkarzinom bei. (Correa, 1992; Yuasa, 2003) 

 
Abbildung 1:  Schematische Darstellung der Magenkarzinogenese (Yuasa, 2003) 
 

Diffuse Karzinome bestehen aus wenig kohäsiven Zellen und weisen geringe oder keine 

Drüsenformationen auf. Sie entwickeln sich ohne Zwischenschritte direkt aus der atrophi-

schen Gastritis, wobei hier häufig ein Funktionsverlust von p53 oder E-Cadherin zu beobach-

ten ist. (Yuasa, 2003) Diffuse Karzinome treten vermehrt bei jungen und weiblichen Patien-

ten auf (Berlth et al., 2014). Liegen beide Wachstumsmuster in gleichen Teilen innerhalb des 

Tumors vor, spricht man vom gemischten Typ (Lauren, 1965). 

2.6.  Therapie des Magenkarzinoms 

2.6.1.  Chirurgische Therapie 
Oberflächliche Karzinome, die auf die Mukosa beschränkt sind (T1a N0 M0), können endo-

skopisch reseziert werden, wenn sie eine Größe kleiner 2 cm in erhabenen und kleiner 1 cm 

in flachen Typen, einen Differenzierungsgrad von gut oder mäßig (G1/G2) und keine makro-

skopischen Ulzerationen aufweisen. Dabei soll die Resektion en-bloc erfolgen und ein R0 

Status erzielt werden. (S3-Leitlinie Magenkarzinom, 2019) 
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Weiter fortgeschrittene Karzinome werden durch chirurgische Resektion mit Lympha-

denektomie behandelt. Hierbei soll durch die Einhaltung eines 5 cm Resektionsrandes bei 

intestinalen Karzinomen und 8 cm beim diffusen Karzinom der R0 Status sichergestellt wer-

den. Bei Karzinomen des ösophagogastralen Übergangs (AEGII, AEGIII) wird eine erweiterte 

Gastrektomie mit Resektion des distalen Ösophagus notwendig. Tumoren des mittleren Drit-

tels können bei Vorliegen eines intestinalen Karzinoms durch eine subtotale distale Magen-

resektion entfernt werden, sodass der proximale Anteil des Magens erhalten bleiben kann, 

während dies bei Tumoren des mittleren Drittels vom diffusen Typ nicht möglich ist und eine 

Gastrektomie indiziert ist. Tumoren des distalen Drittels können meistens durch eine subtota-

le Gastrektomie reseziert werden. (S3-Leitlinie Magenkarzinom, 2019) 

Für eine valide Beurteilung des Lymphknotenstatus sollen mindestens 15 besser noch 25, 

regionäre Lymphknoten entfernt werden. Laut Leitlinie stellt die D2-Lymphadenektomie den 

Standard der operativen Behandlung mit kurativer Intention dar. Hierbei werden zusätzlich zu 

den Lymphknoten der Station I, die direkt dem Magen (perigastrisch entlang der großen und 

kleinen Kurvatur) anliegen, auch die Lymphknoten der Station II (entlang der A. gastrica si-

nistra, A. hepatica communis, A. lienalis, Truncus coeliacus und Lig. hepatoduodenale) ent-

fernt. (S3-Leitlinie Magenkarzinom, 2019)  

2.6.2. Chemotherapie 
In der aktuellen S3-Leitlinie zum Magenkarzinom liegt eine „Soll/Sollte-Empfehlung“ zur peri-

operativen Chemotherapie bei Patienten mit lokalisierten Tumoren der Kategorie uT3 und 

resektablen uT4 Karzinomen vor. Diese wird neoadjuvant begonnen und nach der Operation 

adjuvant fortgeführt. In Bezug auf uT2 Karzinome liegt eine „Kann-Empfehlung“ vor. Was die 

Art der Chemotherapie angeht, stellte das in der von Cunningham et al. (2006) publizierten 

sogenannten MAGIC-Studie angewandte ECF-Regime (infusionales 5-FU, Cisplatin und 

Epirubicin) den Standard dar (Grenacher et al., 2012). Die neue S3-Leitlinie von 2019 sieht 

jedoch das FLOT-Schema (5-FU, Leucovorin, Oxaliplatin, Docetaxel) aufgrund neuer Stu-

dienergebnisse (Al-Batran et al., 2019) als Standardprotokoll an. 5-FU kann auch durch das 

Fluoropyrimidin Capecitabin ersetzt werden, was dann als XP-Regime (Cispla-

tin/Capecitabin) bezeichnet wird. Analog zum ECF-Regime ist auch das ECX-Regime mög-

lich (Epirubicin, Cisplatin, Capecitabin). (S3-Leitlinie Magenkarzinom, 2019)   

Bei Tumoren des ösophagogastralen Übergangs der Kategorien uT3 und resektablen uT4 

soll/sollte eine perioperative Chemotherapie oder Radiochemotherapie durchgeführt werden. 

Die Chemotherapie soll hier platin-basiert sein und zusätzlich entweder 5-FU, Taxane oder 

Topoisomeraseinhibitoren enthalten. Der Antikörper Trastuzumab soll zusätzlich bei HER2-

Überexpression bei metastasiertem Magenkarzinom eingesetzt werden (Van Cutsem et al., 

2009). (S3-Leitlinie Magenkarzinom, 2019) 

Das Ansprechen auf die präoperative Chemotherapie wird durch den Tumorregressionsgrad 

(TRG) nach Becker evaluiert, welcher unabhängige prognostische Relevanz besitzt. Es wer-
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den drei Gruppen hinsichtlich des prozentualen Tumoranteils nach neoadjuvanter Chemo-

therapie unterschieden. In TRG1-Tumoren finden sich weniger als 10%, in TRG2- 10-50% 

und in TRG3-Tumoren mehr als 50% residuale Tumorzellen. Tumoren mit TRG2 und TRG3 

werden als Nonresponder bezeichnet. (Becker et al., 2011) 

2.7.  Molekulare Klassifikationen 

2.7.1.  TCGA-Klassifikation (Bass et al., 2014) 
In letzter Zeit kam es durch die Fortschritte in der Hochdurchsatztechnologie zur umfassen-

den Kartierung molekularer Alterationen solider Tumoren. Auf Basis dieser Daten wurde vom 

Cancer-Genome-Atlas Projekt (TCGA) eine molekulare Klassifikation für Magenkarzinome 

beschrieben (Abbildung 2). Diese umfasst vier Subtypen. Die erste Gruppe bilden Epstein-

Barr-Virus (EBV) positive Tumoren. Diese weisen Mutationen der Gene PIK3CA, ARID1A, 

BCOR sowie Hypermethylierungen des CDKN2A-Gens auf. Eine weitere Gruppe stellen die 

mikrosatelliteninstabilen Karzinome mit Hypermethylierungen des MLH1-Gens dar. Tumoren 

mit genomischer Stabilität besitzen häufig Mutationen in RHOA, CDH1 und ARID1A sowie 

Genfusionen von RHO-GTPase aktivierenden Genen. Die letzte Untergruppe umfasst Tumo-

ren mit chromosomaler Instabilität (CIN) und Mutationen in TP53. (Bass et al., 2014) 

 
Abbildung 2:  Klassifikationsschema der TCGA-Subtypen (Bass et al., 2014) 
 

2.7.2.  ACRG-Klassifikation (Cristescu et al., 2015) 
Die Asian Cancer Research Group (ACRG) beschrieb 2015 eine weitere neue molekulare 

Klassifikation für Magenkarzinome (Abbildung 3). Das Kollektiv, an dem diese Klassifikation 

identifiziert wurde, beinhaltet 300 Magenkarzinome, die weder eine neoadjuvante Chemo- 

noch eine Radiochemotherapie erhielten, wobei 98 Patienten adjuvant chemo- oder radio-

chemotherapiert. Es wurde zunächst an 49 Karzinomen eine Sequenzierung des gesamten 

Genoms durchgeführt, um somatische Mutationen zu identifizieren. Anhand von Genexpres-

sionsprofilen wurden vier molekulare Subtypen gebildet. Außerdem wurden immunhistoche-



11 

mische Untersuchungen mit Antikörpern gegen MLH1, HER2 und EGFR und zusätzlich MSI- 

und EBV-Analysen durchgeführt.  

Die erste Gruppe der ACRG-Klassifikation umfasst mikrosatelliteninstabile Tumoren mit ei-

nem Verlust der MLH1 Expression. Diese weisen die beste Prognose mit der niedrigsten 

Rezidivrate (22%) auf. Außerdem sind sie mit dem intestinalen Typ nach Laurén (>60%) as-

soziiert und vor allem im Magenantrum (75%) zu finden. Häufige Mutationen der MSI-

Tumoren sind in KRAS, im PI3K-PTEN-Signalweg, ALK und ARID1A zu finden. 

Eine weitere Untergruppe besteht in Tumoren, die eine epithelial-mesenchymale Transition 

(EMT) durchlaufen haben und ein hierfür charakteristisches Expressionsmuster aufweisen. 

Diese sind unter anderem durch eine hohe VIM- und ZEB1-Expression und eine niedrige 

Expression bzw. einen Expressionsverlust von CDH1 gekennzeichnet. Tumoren mit EMT 

sind jene mit der schlechtesten Prognose, höchsten Rezidivrate (63%) und peritonealen Me-

tastasen. Außerdem sind sie mit dem diffusen Typ nach Laurén (>80%) assoziiert und treten 

vermehrt in frühen Lebensjahren auf. Im Vergleich zu den anderen Subtypen ist hier eine 

geringe Anzahl an Mutationen zu finden. 

Die restlichen Tumoren werden in Bezug auf TP53 in jene mit einer intakten Funktion und 

einem Verlust der Aktivität eingeteilt. Als Grundlage für deren Klassifikation wird die Genex-

pression von CDKN1A und MDM2 verwendet. Diese Tumoren besitzen eine mittlere Progno-

se, wobei jene mit intaktem TP53 ein besseres Gesamtüberleben aufweisen. Hier sind Muta-

tionen in APC, ARID1A, KRAS, PIC3CA und SMAD4 zu finden, während TP53 negative Kar-

zinome den größten Anteil an TP53-Mutationen (60%) und zusätzlich Amplifikationen in 

HER2, EGFR und MYC aufweisen. EBV-Infektionen treten gehäuft in den TP53 positiven 

Tumoren auf. (Cristescu et al., 2015) 

 
Abbildung 3:  Klassifikationsschema der ACRG-Subtypen (Cristescu et al., 2015) 
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2.8. Subgruppen der molekularen Klassifikationen 

2.8.1. Epstein-Barr-Virus positive (EBV+)-Tumoren 
Das Epstein-Barr-Virus, ein gamma-Herpesvirus, führt weltweit zu Infektionen im Menschen. 

Die Symptome einer Infektion sind sehr variabel von subklinischen Verläufen bis zur typi-

schen Präsentation als infektiöse Mononukleose. Die Durchseuchungsrate liegt bei nahezu 

100%. (Cohen, 2000; Nowalk & Green, 2016) Außerdem gilt EBV als anerkanntes Karzino-

gen im Menschen (IARC Working Group, 1997). Die karzinogene Wirkung des EBV-Virus 

beruht wahrscheinlich auf der latenten Expression antiapoptotischer Proteine (Kelly et al., 

2009). Eine weitere mögliche Ursache stellt die Induktion chromosomaler Instabilität auf-

grund einer Zentrosomamplifikation durch das Virusprotein BNRF-1 in infizierten B-

Lymphozyten dar (Shumilov et al., 2017). 

EBV-assoziierte Tumoren stellen etwa 4-10% der Magenkarzinome dar (Bass et al., 2014; 

Camargo et al., 2014; Hewitt et al., 2018). EBV-Positivität geht hier mit einer besseren Prog-

nose einher, obwohl sich auch Studien finden, die keine klare prognostische Relevanz er-

kennen können. Außerdem ist die prädiktive Wertigkeit in Bezug auf das Chemotherapiean-

sprechen von EBV+-Fällen nicht geklärt. (Camargo et al., 2014; Hewitt et al., 2018) EBV+-

Tumoren weisen häufig eine PDL-1- oder PDL-2-Überexpression, PIK3CA-Mutationen und 

ein hohes Maß an tumorinfiltrierenden Immunzellen auf und sind deshalb, genauso wie MSI-

Tumoren, einer Therapie mit Immuncheckpointinhibitoren zugänglich (Ajani et al., 2010; 

Camargo et al., 2014; Desrichard et al., 2016; S. T. Kim et al., 2018).  

2.8.2. Mikrosatelliteninstabilität 
Mikrosatelliteninstabilität wird durch Defekte in der DNA-Mismatch Reparatur (MMR) verur-

sacht. Hierfür werden Proteine, wie unter anderem MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2 benötigt, 

die während der Replikation fehlgepaarte Basen erkennen und herausschneiden. Die Inakti-

vierung des MMR-Systems führt zur Erhöhung der Mutationsrate und der Krebsentstehung 

(Carneiro et al., 2008). 

Diese spiegelt sich in einer Akkumulation von Längenalterationen repetitiver Mikrosatelliten-

sequenzen wider. Beim Lynch Syndrom oder auch dem hereditären nicht-polypösen kolorek-

talen Karzinom-Syndrom (HNPCC), welches für ca. 3% der Kolonkarzinome ursächlich ist, 

liegen die Mutationen des MMR auf Keimbahnebene vor. Klinische Charakteristika stellen 

ein junges Erkrankungsalter und das Auftreten multipler Tumoren wie Kolon-, Magen-, oder 

Ovarialkarzinome dar. Bei etwa 12 % der sporadischen Kolonkarzinome und bei 7-24% der 

Magenkarzinome ist ebenfalls eine MSI vorhanden. (An et al., 2012; S. Y. Kim et al., 2015; 

Smyth et al., 2017; Hewitt et al., 2018) Am häufigsten ist in diesen Tumoren die Expression 

des Proteins MLH1 durch Promotorhypermethylierung vermindert und ein CpG island me-

thylator phenotype (CIMP) vorzufinden. Als CIMP bezeichnet man das Vorhandensein einer 
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Hypermethylierung multipler Promotorregionen. Sowohl im Kolon- als auch im Magenkarzi-

nom gehen diese MSI-Tumoren mit einer besseren Prognose einher, wobei widersprüchliche 

Ergebnisse hinsichtlich der prognostischen Relevanz bei Chemotherapie vorliegen. (Boland 

& Goel, 2010; An et al., 2012; Choi et al., 2014; S. Y. Kim et al., 2015; Smyth et al., 2017; 

Mereiter et al., 2018; Haag et al., 2019)  

Im Rahmen eines internationalen Workshops im Jahre 1997 wurde die Definition von MSI 

standardisiert. Die Tumoren werden je nach Anzahl der instabilen Marker in MSI mit hoher 

Frequenz (MSI-H) und jene mit niedriger Frequenz (MSI-L) eingeteilt, wobei zwei oder mehr 

von fünf instabilen Markern zur Einordnung in die MSI-H und ein instabiler Marker zur Ein-

ordnung in die MSI-L führen. Außerdem wurde ein Panel aus fünf Mikrosatelliten validiert, 

welches zur Bestimmung des MSI-Status empfohlen wird und sich aus den Markern BAT26, 

BAT25, D5S346, D2S123 und D17S250 zusammensetzt. (Boland et al., 1998) 

MSI-L wurde bereits in verschiedenen Tumorentitäten, unter anderem auch im Magenkarzi-

nom, beschrieben. Deren biologische und klinische Relevanz ist jedoch weitgehend unklar 

und MSI-L-Tumoren werden häufig mit den MSS-Tumoren in einer Gruppe zusammenge-

fasst. (An et al., 2012; S. Y. Kim et al., 2015) 

2.8.3. Epitheliale-mesenchymale-Transition 
Epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) ist ein Prozess, der bei Vorgängen während der 

embryonalen Entwicklung, der Wundheilung und auch der Karzinogenese eine wichtige Rolle 

spielt (Hay, 2005; Zeisberg & Neilson, 2009). Im Verlauf der EMT erlangen Tumorzellen 

Stammzelleigenschaften, die ihnen ermöglichen, dynamisch zwischen epithelialer und 

mesenchymaler Differenzierung zu wechseln, wobei auch intermediäre Stadien möglich sind 

(Shook & R. Keller, 2003; J. M. Lee et al., 2006). Dies ermöglicht die Loslösung der Krebs-

zellen vom Primärtumor und deren Ausbreitung in das umliegende Stroma, aber auch über 

Blut-, oder Lymphfluss in andere Organe. Außerdem ist EMT an der Entstehung von Resis-

tenzen gegen durch Chemotherapie induzierte Apoptose beteiligt. Der entgegengesetzte 

Ablauf, also die Entwicklung von Zellen mit mesenchymalem Phänotyp zu epithelial differen-

zierten Zellen, wird als mesenchymale-epitheliale Transition (MET) bezeichnet. (J. P. Thiery, 

2002; Eyler & Rich, 2008; Schmalhofer et al., 2009)  

EMT ist charakterisiert durch den Verlust der apiko-basalen Zellpolarisation durch die Modifi-

kation des Zelladhäsionsproteins E-Cadherin (Natalwala et al., 2008; J. P. Thiery et al., 

2009). Dies wird durch spezifische Transkriptionsfaktoren wie Snail, Slug, Twist, ZEB1, 

ZEB2, aber auch durch mi-RNAs und epigenetische und post-translationale Regulatoren 

induziert (Rosivatz et al., 2002; Alves et al., 2007; Jia et al., 2012; Sánchez-Tilló et al., 2012; 

Huangyang & Shang, 2013). Tumorzellen, welche die EMT durchlaufen, weisen ein spezifi-

sches Genexpressionsmuster mit niedriger E-Cadherin- (CDH1) und hoher Vimentin- (VIM) 

und ZEB1-Expression auf (J. P. Thiery et al., 2009; Loboda et al., 2011). 
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2.8.3.1. E-Cadherin 
Die Adhäsion zwischen Epithelzellen wird bei Säugetieren durch drei verschiedene Verbin-

dungsarten gewährleistet. Eine davon sind die Adherens-Junctions, deren Transmembran-

domäne aus Cadherinen besteht. Die Verbindung der einzelnen Zellen führt zur Ausbildung 

eines koordinierten Gewebes mit apiko-basaler Polarität, ermöglicht Bewegungen innerhalb 

des Epithels und den Austausch von Informationen zwischen der Umgebung und dem Inne-

ren der Zellen. (Perez-Moreno et al., 2003) 

Die Cadherin-Familie beinhaltet mehr als 100 Glykoproteine mit einer extrazellulären, trans-

membranären und einer zytoplasmatischen Domäne. Die extrazelluläre Domäne interagiert 

mit anderen Cadherin-Molekülen benachbarter Zellen. Das zytoplasmatische Ende der klas-

sischen Cadherine besitzt Bindungsstellen für β-Catenin oder γ-Catenin. Allen Cadherinen 

gemeinsam ist eine Sequenz aus ungefähr 110 Aminosäuren. (Wheelock & Johnson, 2003)  

E-Cadherin, der Prototyp der klassischen Cadherine, wird durch das Gen CDH1 kodiert und 

vorwiegend in epithelialem Gewebe exprimiert. CDH1 liegt auf Chromosom 16q22 und be-

sitzt 16 Exons. (Berx et al., 1995; NCBI, 2016) 

E-Cadherin trägt neben der Wahrung der apiko-basalen Polarisation durch die Adherens-

Junction auch als negativer Regulator des WNT-Signalwegs zur epithelialen Differenzierung 

bei. Bei intakter E-Cadherin-Funktion und Abwesenheit eines WNT-Moleküls wird β-Catenin 

an die Zellmembran rekrutiert und durch einen Degradationskomplex unter Beteiligung von 

APC abgebaut. So wird die Translokation von β-Catenin in den Kern und dessen transkripti-

onelle Aktivität verhindert. E-Cadherin, β-Catenin und der WNT-Signalweg spielen eine wich-

tige Rolle während der EMT. (Schmalhofer et al., 2009) 

Die Funktion von E-Cadherin kann durch verschiedene Mechanismen vermindert oder voll-

ständig inaktiviert werden. Das Auftreten somatischer Alterationen oder Keimbahnmutatio-

nen (siehe Hereditäres Magenkarzinom) führt zum Verlust der E-Cadherin-Funktion. Diese 

wurden im lobulären Mammakarzinom und diffusen Magenkarzinom identifiziert. Des Weite-

ren beeinflussen CpG island Hypermethylierungen des Promoters von CDH1 dessen Ex-

pression. Eine weitere Form der Inaktivierung von CDH1 findet durch spezifische Transkrip-

tionsfaktoren wie ZEB1, Snail 1 oder Snail 2 statt. (Keller et al., 1999; Schmalhofer et al., 

2009) 

In den vom TCGA-Projekt veröffentlichten Daten finden sich 11% CDH1 Mutationen im Ma-

genkarzinom (Cerami et al., 2012; J. Gao et al., 2013; Bass et al., 2014). Die negative prog-

nostische Relevanz konnte bereits in primär resezierten Magenkarzinomen, sowohl für so-

matische Mutationen als auch eine verminderte Proteinexpression, gezeigt werden (Corso et 

al., 2013; T. Li et al., 2014; H. Gao et al., 2017). 

2.8.3.2. Vimentin 
Das Zytoskelett besteht aus Aktinfilamenten, Mikrotubuli und Intermediärfilamenten. Diese 

Intermediärfilamente bestehen aus ähnlichen alpha-helikalen Domänen und werden in sechs 
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Untergruppen eingeteilt, wobei Vimentin der Klasse 3 der Intermediärfilamente zugeordnet 

wird. (Robert et al., 2016) Das Expressionsmuster der Intermediärfilamente ist gewebe- und 

zellspezifisch, sodass diese jedem Zelltyp einen eigenen Fingerabdruck verleihen und deren 

Anpassung an die mechanischen Eigenschaften verschiedener Gewebe und Entwicklungs-

stadien widerspiegeln (Helfand et al., 2004; Robert et al., 2016). 

Vimentin wird durch das Gen VIM kodiert, das auf Chromosom 10p13 liegt und 9 Exons um-

fasst (NCBI, 2016). Vimentin wird spezifisch in mesenchymalen Zellen wie Fibroblasten ex-

primiert und ist ein Marker für die mesenchymale Differenzierung eines Gewebes. Je nach 

Funktion der Zelle lagern sich die Polypeptide zu unterschiedlichen Filamenten zusammen 

und bestehen in Koexistenz mit anderen Faktoren oder als lösliche Tetramere. Dies führt zu 

der Annahme, dass Vimentin nicht nur mechanische Aufgaben erfüllt, sondern auch an dy-

namischen Prozessen wie der Adhäsion, Migration, Invasion und an der Zellsignalisierung 

teilnimmt (Robert et al., 2016). 

Somatische VIM Mutationen spielen mit 2-4% im Magenkarzinom eher eine untergeordnete 

Rolle, wohingegen epigenetische Expressionsveränderungen von Bedeutung sind (Bass et 

al., 2014; Forbes et al., 2016). Die prognostische Relevanz einer veränderten Vimentin Ex-

pression wird in der Literatur kontrovers diskutiert. So konnte in einigen Studien ein negativer 

prognostischer Effekt einer vermehrten Vimentin-Expression im Kolon- (Lazarova & 

Bordonaro, 2016), Lungen- (Kidd et al., 2014) und Magenkarzinom (Ryu et al., 2012; Z. Liu 

et al., 2014) gezeigt werden. Andere wiesen keine prognostische Relevanz für Vimentin im 

Magenkarzinom nach (Hou et al., 2012). 

2.8.3.3. ZEB1 
Der Transkriptionsfaktor ZEB1 gehört zur Familie der Zinc-finger-E-box-binding Proteine und 

wird durch das Gen TCF8 kodiert, das auf Chromosom 10p11 liegt und 21 Exons umfasst. 

Somatische ZEB-1-Mutationen haben eine niedrige Frequenz von etwa 1,5-3% im Magen-

karzinom, wohingegen der epigenetischen Regulation der Proteinexpression eine größere 

Bedeutung zukommt (Bass et al., 2014; NCBI, 2016; Forbes et al., 2016). 

Neben der für die Gruppe typischen Zink-Finger Domäne, die der Bindung an E-Boxes in der 

DNA dient, besitzt ZEB1 andere Interaktionsdomänen wie zum Beispiel die Smad interaction 

domain (SID), CtBP interaction domain (CID) und die p300-P/CAF binding domain (CBD). 

Durch die Rekrutierung von Co-Repressoren oder Aktivatoren an diese Domänen, kann 

ZEB1 verschiedene Zielgene regulieren. Die Expression von ZEB1 wird durch verschiedens-

te Signalwege wie dem WNT-, NFkB-, TGF-b-, COX2- oder HIF-Signalweg beeinflusst und 

ZEB1 selbst reguliert mehrere hundert Gene, die meistens im Kontext epithelialer Differen-

zierung stehen. So führt es unter anderem zu einer Repression der CDH1-Expression und 

kann so EMT induzieren oder es aktiviert über eine vermehrte TGF-b-Expression die Diffe-

renzierung der Osteoblasten. Außerdem induziert die ZEB1-Expression Resistenzen gegen 

Radio- und Chemotherapien. (Aigner et al., 2007; P. Zhang et al., 2015)  
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Eine Metaanalyse von Chen et al. (2019) konnte zeigen, dass eine Überexpression von 

ZEB1 im Kolorektalen, Pankreas-, Hepatozellulären- und Magenkarzinom mit einem signifi-

kant schlechteren Überleben einhergeht. 

2.8.4.  Tumorsuppressorprotein 53 (TP53) und assoziierte Gene 

Das Gen TP53 codiert für einen Tumorsuppressor mit multiplen Funktionen in Bezug auf 

Apoptose, Zell-Seneszenz, DNA-Reparatur, Zellmetabolismus, Zellzyklus-Kontrolle und Dif-

ferenzierungsgrad. Im nicht aktivierten Zustand wird p53 durch MDM2 ubiquitinyliert und so 

für die Degradation durch das Proteasom markiert und auf einem niedrigen Niveau gehalten. 

Zelluläre Stresssignale wie die Expression von Onkogenen, DNA-Schäden, Hypoxie, meta-

bolische Dysfunktion und replikativer Stress führen zu einer Aktivierung der p53 Funktion. 

Darauf agiert p53 als tetramerer Transkriptionsfaktor und nimmt Einfluss auf die Transkripti-

on tausender Gene, was in geringerem Maße auch im nicht-aktivierten Zustand geschieht. 

Abhängig von spezifischen Zelleigenschaften und der Stärke oder Dauer des Stresssignals 

werden unterschiedliche Mechanismen ausgelöst. So führt ein kleiner DNA-Schaden zum 

Zellzyklusarrest mit nachfolgender Aktivierung der DNA-Reparatur, während ein großer 

DNA-Schaden in Apoptose oder Seneszenz mündet. Am G1-Zellzyklusarrest ist CDKN1A 

(p21) beteiligt, welches durch p53 vermehrt exprimiert wird. (Aubrey et al., 2016; Wasylishen 

& Lozano, 2016) 

TP53 liegt auf Chromosom 17p13, umfasst 12 Exons und ist das am häufigsten mutierte Gen 

in den meisten Krebsarten (Nigro et al., 1989). TP53-Mutationen finden sich beim Magenkar-

zinom in etwa 50% (Bass et al., 2014; Cerami et al., 2012; J. Gao et al., 2013). Hierbei stel-

len Missense-Mutationen den größten Anteil dar (NCBI, 2016; Forbes et al., 2016). Auch bei 

intakter Funktion sind häufig epigenetische Veränderungen durch die Interaktion mit viralen 

Proteinen und die negative Regulation durch MDM2 zu finden (Vogelstein et al., 2000; 

Aubrey et al., 2016). In mehreren Studien konnte die negative prognostische Relevanz einer 

TP53-Mutation oder aberranter p53-Expression in verschiedenen Tumorentitäten, unter an-

derem dem Magenkarzinom, gezeigt werden (Petitjean et al., 2007; Robles & Harris, 2010; 

Yıldırım et al., 2015; Tahara et al., 2016).   

Die prognostische Bedeutung der p53-Proteinexpression,vor allem im Kontext perioperativer 

Chemotherapie, wird jedoch auch kontrovers diskutiert und in einigen Studien keine prognos-

tische Relevanz von p53 beobachtet (Yıldırım et al., 2015; X. Liu et al., 2014). 

 

2.8.4.1. CDKN1A 
Der cyclin-dependent kinase inhibitor 1A, auch p21 (p21WAF1/Cip1) genannt, liegt auf Chromo-

som 6p21, umfasst 6 Exons und wird durch das Gen CDKN1A codiert. Die häufigsten Muta-

tionen in CDKN1A sind Missense-Substitutionen. Sie treten im Magenkarzinom mit einer 

Häufigkeit von etwa 0,5-2% auf. (Cerami et al., 2012; J. Gao et al., 2013; NCBI, 2016; 
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Forbes et al., 2016) CDKN1A fungiert sowohl als Sensor, als auch Effektor für viele anti-

proliferative Signale, besitzt jedoch auch eine widersprüchliche onkogene Wirkung. CDKN1A 

gilt als eines der wichtigsten Effektormoleküle des p53-Signalwegs und führt in Abhängigkeit 

bestimmter Signale zum G1-Zellzyklusarrest. Beispiele für seine Aufgabe als Tumorsuppres-

sor sind neben der Bindung an die cyclin-dependent kinase (CDK) 2 und CDK4 mit einher-

gehendem Zellzyklusarrest die Interaktion mit dem Proliferation Cell Nuclear Antigen 

(PCNA), welches für die DNA-Polymerase Aktivität benötigt wird und so den Einfluss auf die 

Modulation der DNA-Replikation und -Reparatur vermittelt. CDKN1A moduliert die MYC-

abhängige Transkription und deprimiert durch die E2F1 abhängige Verminderung der Wnt 4-

Expression das Zellwachstum. Die onkogene Wirkung erzielt CDKN1A durch Inhibition der 

Apoptose und durch die Zusammenführung von D-Zyklinen mit CDK4 und 6. (Abukhdeir & 

Park, 2008; Abbas & Dutta, 2009)  

2.8.4.2. MDM2 
MDM2 (Murine Double Minute Clone 2) wurde zuerst in einer genomischen Region auf ei-

nem Double Minute Chromosom, was einem bis zu 100kbp großen extrachromosomalen 

Chromatinstück entspricht, aus der murinen Zelllinie 3T3-DM identifiziert. MDM2 ist eine nuk-

leäre E3 Ubiquitin-Ligase, die auf Chromosom 12q15 codiert ist, 13 Exons umfasst und ei-

nen wesentlichen negativen Regulator der p53-Aktivität während der Entwicklung normaler 

Gewebehomeostase und DNA-Reparatur darstellt. (Momand et al., 2000; NCBI, 2016; 

Wasylishen & Lozano, 2016) Hohe p53 Level führen zur vermehrten Transkription von 

MDM2, was wiederum p53 ubiquitinyliert und so für die proteasomale Degradation markiert. 

Somit bilden die beiden eine autoregulatorische Einheit. DNA-Schäden führen zur Phospho-

rylierung von p53 aber auch von MDM2 und verhindern die p53 Ubiquitinylierung. Außerdem 

wird die p53 Degradation durch weitere Regulatoren wie ARF, MDM2 oder den Selbstabbau 

von MDM2 beeinflusst und MDM2 ist nicht nur für die Ubiquitinylierung, sondern auch für 

eine effiziente Degradation nötig. (Kubbutat et al., 1997)  

MDM2 besitzt neben der p53 Regulation auch andere Funktionen wie die Modulation der 

Differenzierung zusammen mit SP1 und pRb. Eine Amplifikation von MDM2 ist in ver-

schiedensten Tumoren zu finden und fördert die Tumorprogression. (Momand et al., 2000; 

Daujat et al., 2001) Im Magenkarzinom finden sich in etwa 1-6% der Fälle MDM2 Mutationen 

(Bass et al., 2014; Forbes et al., 2016). Die negativ prognostische Relevanz einer vermehr-

ten MDM2-Proteinexpression konnte bereits im Magenkarzinom gezeigt werden (Y. Ye et al., 

2013). 

 



18 

2.9.  Zielsetzung 

Mit der Entwicklung der Hochdurchsatztechnologien kam es zur Identifikation neuer moleku-

larer Klassifikationen in Bezug auf das Magenkarzinom. Eine davon stellt die ACRG-

Klassifikation dar (Cristescu et al., 2015). Die prädiktive und prognostische Wertigkeit derart 

umfassend erhobener Daten ist jedoch weitgehend unklar. Die Ziele der vorliegenden Arbeit 

sind deshalb wie folgt definiert und in Abbildung 4 veranschaulicht.  

Das Ziel der Arbeit ist die Bestimmung der klinisch-pathologischen, prädiktiven und prognos-

tischen Relevanz der ACRG-Klassifikation in Magenkarzinomen und Adenokarzinomen des 

gastroösophagealen Übergangs (AEG II/III) in Patienten ohne und nach neoadjuvanter 

Chemotherapiebehandlung und in prätherapeutischen Biopsien vor neoadjuvanter CTx.  

Um dies zu erreichen, wurden folgende Arbeitsschritte durchgeführt: 

• Zunächst wurden die mit den Subtypen der ACRG-Klassifikation assoziierten Gene 

CDH1, VIM, ZEB1, CDKN1A und MDM2 auf mRNA- bzw. cDNA-Ebene mittels quan-

titativer real-time PCR an einer limitierten Fallzahl analysiert und deren klinische, 

prognostische und prädiktive Relevanz bestimmt. 

• Anschließend wurde die EMT-Klassifikation vorgenommen und eine Gruppe mit 

epithelial-mesenchymaler Transition durch die Kombination der Genexpressionen der 

einzelnen Gene CDH1, VIM und ZEB1 definiert. 

• Darauf erfolgte die Übertragung der EMT-Klassifikation auf Proteinebene und die Be-

stimmung der p53-Aktivität immunhistochemisch am Gesamtkollektiv mit Analyse der 

klinischen, prognostischen und prädiktiven Relevanz der einzelnen Faktoren. 

• Der MSI-Status wurde im Rahmen der gemeinsamen Datenerhebung in der Arbeits-

gruppe bestimmt und die Daten bereits publiziert (Kohlruss, Grosser et al., 2019). 

Unabhängig von der ACRG-Klassifikation wurde zusätzlich die Assoziation zwischen MSI-

Tumoren und der p53-Proteinexpression betrachtet. 
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Abbildung 4:  Zielsetzungen und Ablauf der vorliegenden Arbeit 
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3. Material und Methoden 

3.1.  Patienten und Tumormaterial 

3.1.1.  Patientencharakteristika 
Das Patientenkollektiv für die mRNA-basierten Analysen bestand aus 278 Resektaten und 

53 prätherapeutischen Biopsien vor neoadjuvanter CTx. Die Resektate wurden zwischen 

2003 bis 2013 und die Biopsien zwischen 1993 bis 2013 am Klinikum rechts der Isar in Mün-

chen reseziert.  

Das Kollektiv für die immunhistochemischen Analysen setzte sich aus 618 Tumoren zusam-

men, die zwischen 2001 und 2013 am Klinikum rechts der Isar in München und am Universi-

tätsklinikum Heidelberg reseziert wurden. Die 140 prätherapeutischen Biopsien wurden von 

Patienten zwischen 1993 und 2013 am Klinikum rechts der Isar in München gewonnen. Die 

klinischen Daten der Biopsien wurden im Rahmen der Masterarbeit von Marie 

Krenauer (2018) zusammengestellt und in der Arbeit Kohlruss, Grosser, et al. (2019) veröf-

fentlicht. Die klinischen und pathologischen Charakteristika der Tumorresektate wurden be-

reits in der Arbeit von Bauer et al. (2017) beschrieben.  

Die klinischen Charakteristika der Kollektive sind unter den Punkten 4.1 in Tabelle 30 und 

4.4 in Tabelle 45 im Ergebnisteil zu finden.  

Das pathologische Staging erfolgte nach der UICC-Klassifikation für Magenkarzinome 

(7. Auflage) (Sobin et al., 2011). Die Kollektive schlossen sowohl Adenokarzinome des Ma-

gens als auch des gastroösophagealen Übergangs (AEGII und III nach Siewert & Stein, 

(1998a)) ein. 

Die Verwendung der Gewebeproben für die vorliegende Studie wurde von der Ethikkommis-

sion der Technischen Universität München (Referenz 502/155) und der Universität Heidel-

berg (Referenz 501/2001) genehmigt. 

3.1.2.  Neoadjuvante Chemotherapie und chirurgische Therapie 
Die Häufigkeiten der angewandten Chemotherapiesubstanzen und chirurgischen Operati-

onsverfahren sind in Tabelle 2 zusammengefasst. 

Tabelle 2:  Neoadjuvante Chemotherapie-Schemata und Operationsverfahren 
  Biopsien vor CTx Resektate  

  ohne CTx nach CTx    
n % n % n % 

Total 
 

140 100 291 100 327 100 
Präoperative Chemotherapie Cis + 5-FU or Cap 116 83 0 0 124 38 

Ox + 5-FU oder Cap  19 14 0 0 46 14 
Cis + 5-FU + Doc or Pac 2 1 0 0 27 8 
Ox + 5-FU + Doc 0 0 0 0 22 7 
Cis or Ox + 5-FU or Cap + Epi 2 1 0 0 84 26 
Sonstige 1 1 0 0 23 7 



21 

k.A. 0 0 0 0 1 <1 
Operationsverfahren Totale Gastrektomie 22 16 93 32 97 30 

Abdomino-thorakale Ösophagektomie 21 15 11 4 47 14 
Transhiatal erweiterte Gastrektomie 50 36 77 27 155 47 
Subtotale Gastrektomie 4 3 97 33 23 7 
Transmediastinale Ösophagektomie 0 0 3 1 0 0 
Sonstige 2 1 10 3 5 2 
k.A. 41 29 0 0 0 0 

Cis: Cisplatin, Ox: Oxaliplatin, 5-FU: 5-Fluorouracil, Cap: Capecitabine, Doc: Docetaxel, Pac: Paclit-
axel, Epi: Epirubicin, Sonstige: Kombination aus Cis/Ox mit anderen Substanzen. k.A.: keine Angabe 

3.1.3.  Beurteilung des Therapieansprechens 
Das Therapieansprechen auf eine neoadjuvante Chemotherapie wurde durch die histopatho-

logische Evaluierung mittels Tumorregressionsgrad (TRG) nach Becker vorgenommen. Die-

ser stellt einen unabhängigen prognostischen Faktor in Bezug auf das Gesamtüberleben 

beim Magenkarzinom dar. Die Beurteilung der Tumorregression beruht auf dem prozentua-

len Vorliegen des Residualtumors im Vergleich zum makroskopisch abschätzbaren primären 

Tumorlager. Weniger als 10% verbliebenes Tumorgewebe entspricht Grad 1 (TRG1). Dieser 

wird weiter unterteilt in eine vollständige (1a) Regression mit nicht nachweisbarem Resttu-

mor und in eine subtotale (1b) Tumorregression. Grad 2 (TRG2), oder die teilweise Regres-

sion, beinhaltet Tumoren mit Resttumor zwischen 10-50%. Bei mehr als 50% Tumorgewebe 

pro Tumorlager liegt ein Tumorregressionsgrad 3 (TRG3) vor, was als minimale oder nicht 

vorhandene Regression bezeichnet wird. Patienten mit TRG1 werden als Responder, jene 

mit TRG2 und 3 als Non-Responder bezeichnet. (Becker et al., 2011) 

Das Kollektiv für die mRNA-basierten Analysen (Tabelle 30) bestand aus 161 Patienten nach 

neoadjuvanter Chemotherapie, von denen 50% den Tumorregressionsgrad 2 und 41% den 

Tumorregressionsgrad 3 aufwiesen. Das Kollektiv der Biopsien vor CTx beinhaltete 20% 

TRG1, 16% TRG2 und 62% TRG3 Tumoren. Zu einem Patienten war keine Angabe vorhan-

den. 

Im Kollektiv für die immunhistochemischen Analysen (Tabelle 45) befanden sich 297 Patien-

ten nach CTx, von denen 46% den Tumorregressionsgrad 2 und 54% den Tumorregressi-

onsgrad 3 aufwiesen. Patienten mit TRG1 wurden nicht eingeschlossen, da in diesen Fällen 

keine oder nur sehr wenige residuale Tumorzellen vorhanden waren und eine weitere Analy-

se nicht möglich war. Das Kollektiv der Biopsien vor CTx setzte sich aus 33% TRG1, 30% 

TRG2 und 36% TRG3 Tumoren zusammen.  

3.1.4.  Definition des Gesamt- und Rezidivfreien Überlebens 
Das Gesamtüberleben (OS) ist definiert als Zeitspanne in Monaten zwischen dem Datum der 

Operation und dem Todesdatum (Ereigniszeitpunkt) oder dem letzten Nachsorgetermin 

(Zensierungszeitpunkt).  
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3.2.  Zelllinien 

Die Zelllinien HGC-27 und LMSU stammen aus dem RIKEN BioResource Center (Tsukuba, 

Japan), die Zelllinie MKN28 stammt von Dr. Wacheck (Fachbereich für klinische Pharmako-

logie) von der Medizinischen Universität Wien (Österreich) und die Zelllinie AGS aus der Eu-

ropean Collection of Cell Culture (Port Down, UK).  

Tabelle 3:  Verwendete Zelllinien 
Zelllinie Beschreibung 
HGC-27 Humane Zelllinie; isoliert aus Lymphknotenmetastasen eines undifferenzierten Magenkarzinoms 

LMSU Humane Zelllinie; isoliert aus Lymphknotenmetastasen des Magenkarzinoms einer 27-jährigen japanischen 
Frau 

AGS Humane Zelllinie; isoliert aus einem unbehandelten Magenkarzinom einer 54-jährigen kaukasischen Frau 

MKN28 Humane Zelllinie; isoliert aus einem gut differenzierten tubulären Adenokarzinom einer 70-jährigen Frau 

HS746T Humane Zelllinie; isoliert aus einer Metastase des Magenkarzinoms eines 74-jährigen Mannes 
 

3.3.  Material 

3.3.1.  Geräte 

Tabelle 4:  Verwendete Geräte 
Bezeichnung Hersteller 

Elektrophoresegerät Power PAC 300 BioRAD (München, Deutschland) 

Elektrophoresekammern Wide Mini Sub CELL GT BioRAD (München, Deutschland) 

Spektralphotometer Nanodrop 2000c PeqLab (Erlangen, Deutschland) 

LightCycler 480 Roche Diagnostics (Mannheim, Deutschland) 

Zentrifuge 4K15 Sigma-Aldrich (Hamburg, Deutschland) 

Zentrifuge (5417R) Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

epMotion® 5075 Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Thermoblock Schutron (Quedlinburg, Deutschland) 

Sequencer 3130 Genetic Analyzer Applied Biosystems (Darmstadt, Deutschland) 

Zentrifuge 5075 und 5424 Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Zentrifuge 4K15 Sigma-Aldrich (Hamburg, Deutschland) 

Geldokumentation E-BOX VX2 Vilber (Eberhardzell, Deutschland 

Laborwaage Sartorius (Göttingen, Deutschland 

Mastercycler Nexus Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Minishaker MS1 IKA (Staufen, Deutschland) 

Oberflächen Heizplatte Ikamag Ret (Staufen i.Br., Deutschland 

Qubit® 3.0 Fluorometer Thermo Fisher (Waltham, USA) 

Schnippschüttler Thermoshaker Schutron (Quedlinburg, Deutschland) 

Tissue Microarrayer  Beecher Instruments, Sun Praierie, USA 

Vortexer VF2 Janke und Kunkel IKA (Staufen, Deutschland) 

3.3.2. Chemikalien, Reagenzien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 5:  Verwendete Chemikalien, Reagenzien und Enzyme 
Bezeichnung Hersteller 

RNAse Inhibitor RNase OUT (40 units/μL) Invitrogen, Carlsbad, USA  
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AmpliTaq Gold Applied Biosystems (Darmstadt, Deutschland)  

dNTP Set bestehend aus dATP, dGTP, dCTP, dTTP à 100mM Invitrogen, Carlsbad, USA 

Gelatine  Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Kaliumchlorid (KCl)  Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Formamid Merck (Darmstadt, Deutschland)  

Random Primer Oligonukleotide (3 µg/µl) Invitrogen, Carlsbad, USA  

Stratagene® QPCR Human Reference Total RNA* Agilent Technologies 

LE Agarose Biozym (Oldendorf, Deutschland)  

Gel RedTM Nucleid Acid Gel Stain GeneON (Ludwigshafen am Rhein, Deutschland)  

RNAse freies Wasser  Qiagen, Hilden, Deutschland  

Wasser, PCR grade  Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland  

Laufpuffer (10x) mit EDTA (Sequencer 3130)  Thermo Fisher (Waltham, USA)  

POP-7 Performance Optimized Polymer  Thermo Fisher (Waltham, USA)  

PCR Nucleotide Mix Plus Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland 

dTTp 100mM Thermo Fisher Scientific (Langenselbold, Deutschland) 

Gel Loading Dye Purple 6x Bio Labs 
* zusammengesetzt aus RNA zehn humaner Karzinomzelllinien  

Tabelle 6:  Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmittel Hersteller 

96 Well Standard, Skirted PCR Plate 4titude (Wotton, England) 

FrameStar® 384 Well PCR Plate 4titude (Wotton, England) 

epT.I.P.S. Motion Reloads Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

PCR soft tubes (0,2 ml)  Biozym (Oldendorf, Deutschland)  

PCR-Reaktionsgefäße (0,5 µl) Biozym (Oldendorf, Deutschland) 

Safe-Seal Reaktionsgefäße (1,5 ml; 2,0 ml)  Sarstedt (Nürnbrecht, Deutschland)  

Probenröhrchen mit Schraubverschluss Biozym (Oldendorf, Deutschland) 

DeckWorks™ Pipettenspitzen  Corning (Corning, USA)  

Septa-Matte (für ABI 3100)  Kisker Biotech (Steinfurt, Deutschland)  

Greiner HLA Terasaki multiwell plates  Greiner bio-one (Kremsmünster, Österreich)  

3.3.3. Puffer und Lösungen 

Tabelle 7:  Puffer und Lösungen 
Bezeichnung Hersteller 

UltraPure™ 10x TBE Puffer (pH = 8,4)  Invitrogen GIBCO (Darmstadt, Deutschland)  

ATE-Puffer Qiagen (Hilden, Deutschland) 

Bromphenol Blue Xylene Cyanole Dye Sigma (Hamburg, Deutschland 

Tabelle 8:  Zusammensetzung des 10x TBE-Puffers (pH=8,4) für die Agarose-Gelelektrophorese 
Bezeichnung  Konzentration 

TRIS 1 M 

Borsäure 0,9 M 

EDTA 0,01 M 

Tabelle 9:  Zusammensetzung des 10x DNA-Ladepuffers für die Agarose-Gelelektrophorese 
(Bromphenol Blue Xyline Cyanole Dye) 

Bezeichnung  Konzentration 

Formamid  80 % (v/v) 

Bromphenolblau  0,05% (w/v) 



24 

Xylencyanol 0,5 % (v/v) 

Tabelle 10: Zusammensetzung des ATE-Puffers zum Lösen der lyophiliserten Mikrosatelliten-Primer 
Bezeichnung  Konzentration 

Tris-HCl pH=8,3 10 mM 

EDTA  0,1 mM 

NaN3 (Natriumazid) 0,04 % 

Tabelle 11:  Zusammensetzung der 10x PCR Puffer Stammlösung (pH=8,3) 
Bezeichnung  Konzentration 

Tris-HCL 100 mM 

KCL 500 mM 

Gelatine 0,1% 

MgCl2 30mM 

3.3.4. Kommerzielle Kits 

Tabelle 12:  Kommerziell erhältliche Kits 
Bezeichnung  Hersteller 

SuperScriptTM II First-Strand-Synthesis Kit Life Technologies (Carlsbad, USA) 

RNeasy® FFPE Kit Qiagen (Hilden, Deutschland)  

TaqMan® Fast Advanced Master Mix Applied Biosystems (Darmstadt, Deutschland)  

GeneScan™ 500 ROX™ Size Standard  Thermo Fisher (Waltham, USA)  

Qubit® dsDNA HS Assay Kit  Invitrogen GIBCO (Darmstadt, Deutschland)  

High Pure RNA Paraffin Kit Roche Diagnostics (Mannheim, Deutschland) 

Maxwell® Tissue DNA Purification Kit Promega (Madison, USA) 

Type-it ® Microsatellite PCR Kit ** Qiagen (Hilden, Deutschland)  

ultraView Universal DAB Detection Kit Roche Diagnostics (Mannheim, Deutschland) 

*TaqMan® Fast Advanced Master Mix enthält: AmpliTaq® Fast DNA Polymerase, Uracil-N glycosylase , dNTPs 
mit dUTP, ROX™ dye und optimierte Puffer Komponenten 
** 2x Type-it Multiplex PCR Master Mix enthält: HotStarTaq® Plus DNA Polymerase, Type-it Microsatellite  
PCR Puffer (6 mM MgCl2, pH 8,7) und dNTPs 

3.3.5. Genexpressionsassays 

Tabelle 13:  Verwendete TaqManTM-Geneexpressionsassays  

Symbol Entrez 
Gene ID Assay Exon- 

überspannend bp Amplifikationseffizienz1 

Zielgene      

CDH1 999 Hs01023894_m1 ja 61 1,81 

CDKN1A 1026 Hs00355782_m1 ja 66 1,83 

MDM2 4193 Hs01066930_m1 ja 99 1,81 

VIM 7431 Hs00958111_m1 ja 65 1,83 

ZEB1 6935 Hs00232783_m1 ja 63 1,89 

Referenzgene   .   

B2M 567 Hs99999907_m1 ja 75 1,81 

IPO8 10526 Hs00183533_m1 ja 71 1,96 

PPIA 5478 Hs99999904_m1 (ja)2 98 1,84 
1 berechnet mit LC480 Software  

 
2sehr kurzes Intron; gDNA - Amplifikation möglich 

Tabelle 14:  Zusammensetzung der TaqManTM-Geneexpressionsassays 
Bezeichnung  Konzentration 
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2 unmarkierte PCR Primer 900 nM 

1 FAM markierte TaqMan® MGB Sonde 250 nM 

3.3.6. Software 

Tabelle 15:  Verwendete Software 
Software Herausgeber 

LightCycler® 480 SW 1.5 Roche Diagnostics (Mannheim, Deutschland) 

qBase+ 3.0 Biogazelle (Zwijnaarde, Belgien) 

SPSS Statistics 25 IBM (Armonk, USA)  

GraphPad Prism 5 GraphPad Software (San Diego, USA) 

RStudio 1.1.383 RStudio Inc 

Gene Mapper Software 5  Applied Biosystems (Waltham, USA)  

Nanodrop 2000c  Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)  

3.4. Methoden 

3.4.1.  RNA-Isolation 
Die RNA wurde, wie durch Bauer et al. (2017) beschrieben, aus Formalin-fixiertem Paraffin 

eingebettetem Gewebe (FFPE) nach manueller Mikrodissektion mittels High Pure RNA Pa-

raffin Kit nach den Angaben des Herstellers (Roche, Mannheim, Deutschland) extrahiert. 

Hierbei wurde ein DNAse Verdau durchgeführt. Die Konzentration wurde mit dem Spektral-

photometer Nanodrop bestimmt. Die Lagerung erfolgte bei -80°C. Extrahierte RNA war in 

den meisten Fällen bereits vorhanden. 

3.4.2. DNA-Isolation 
Die DNA-Isolation wurde, wie bereits in den Arbeiten von Ott et al. (2003) und Kohlruss, 

Grosser et al. (2019) beschrieben, aus Formalin-fixiertem Paraffin eingebettetem Gewebe 

(FFPE) nach manueller Mikrodissektion aus 8µm dicken Schnitten nach Deparaffination und 

Proteinase K Verdau mit dem Maxwell® Tissue DNA Purification Kit nach den Angaben des 

Herstellers (Promega, Madison, USA) durchgeführt. Es wurden ausschließlich Fälle mit ei-

nem Tumorzellgehalt von mehr als 10% eingeschlossen. Extrahierte DNA lag in den meisten 

Fällen bereits vor. 

3.4.3.  Verdau genomischer DNA in prätherapeutischen Biopsien 
Die vorliegende RNA aus prätherapeutischen Biopsien vor CTx war mittels Phenol-

Chloroform-Extraktion im Rahmen der Masterarbeit von Anna Munzig (2013) gewonnen wor-

den. Es erfolgte kein Verdau genomischer DNA (gDNA). Da der in dieser Arbeit verwendete 

Assay für PPIA genomische DNA erkennt, musste vor Durchführung der Genexpressions-

analysen die gDNA entfernt werden. Hierfür wurde die DNAse I aus dem RNeasy® FFPE Kit 

verwendet.  
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Zunächst wurde ein Verdau genomischer DNA mit fünf RNA-Testproben, welche ebenfalls 

mit Phenol-Chloroform extrahiert wurden, durchgeführt, um einen funktionierenden Verdau 

zu gewährleisten. In einem Vorversuch wurde die zu erwartende gDNA Menge in den Test-

proben bestimmt, indem eine qPCR mit diesen und einer reinen gDNA mit einer Konzentrati-

on von 200 ng/µl, was einer Verunreinigung der Testproben von 50% gDNA entsprach, 

durchgeführt wurde. So konnten die Cq Werte der Testproben im Verhältnis zur gDNA be-

trachtet und deren Anteil an gDNA abgeschätzt werden.  

Nun wurden die fünf Testproben auf 400 ng/µl und die reine gDNA aus FFPE-Material auf 

200ng/µl verdünnt. Es wurde mit allen Proben je ein Verdau unter Zugabe von 1 µl DNAse I 

und 1,78 µl 10-fach-Puffer und ein blinder Verdau unter Ersatz der DNAse I durch 1 µl H2O 

durchgeführt. Zur Aktivierung der DNAse I wurden die Proben bei 37°C für 45 Minuten inku-

biert und anschließend zur Inaktivierung für 10 Minuten auf 75°C erhitzt. Die Konzentrationen 

wurden nun mit dem Qubit® 3.0 Fluorometer unter Verwendung eines RNA spezifischen 

Assays gemessen. Darauf folgte je eine positive (+RT) und negative reverse Transkripti-

on (-RT). In der anschließenden qPCR mit dem Assay für PPIA zeigte sich ein Verdau ge-

nomischer DNA, da die Cq-Werte um den im Vorversuch abgeschätzten Anteil durch Verlust 

an gDNA anstiegen und in den Proben mit reiner gDNA und Verdau, sowohl mit +RT als auch 
–RT, keine Amplifikation detektiert wurde.  

3.4.4.  Reverse Transkription 
Um Expressionsanalysen mit quantitativer real-time PCR (qPCR) durchführen zu können, 

musste die vorliegende Tumor RNA durch retrovirale Reverse Transkriptasen in komplemen-

täre cDNA umgeschrieben werden. Hierfür wurde das SuperScriptTM II First-Strand-

Synthesis Kit verwendet, welches neben dem Enzym zusätzlich Fünffach-FS-Puffer und 

Dithiothreitol (DTT) enthält. Die cDNA-Synthese wurde nach folgendem Protokoll durchge-

führt und bereits durch Bauer et al. (2017) beschrieben. 

Zunächst wurde die RNA auf Eis aufgetaut und mit RNAse freiem H2O auf eine Konzentrati-

on von 1 ng/µl ad 17,5 µl verdünnt. Darauf wurden 1 µl Random Primer (200 ng/µl) zu jeder 

Probe gegeben und diese im Thermocycler für 5 Minuten bei 70°C inkubiert, um Sekun-

därstrukturen in der RNA aufzubrechen und das  Annealing der Primer zu ermöglichen. Nach 

Abkühlung der Proben für 5 Minuten auf Raumtemperatur wurden je 11,5 µl des Mastermi-

xes zugegeben, der sich wie in Tabelle 16 beschrieben zusammensetzt. 

Tabelle 16:  Pipettierschema des Mastermixes für die cDNA-Synthese 
Reagenz Volumen (µl) 

5x FS-Puffer 6 µl 

0,1 M DTT 3 µl 

10 mM dNTP 1 µl 

RNAse Out 0,5 µl 

RT Superscript II 1 µl 
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DTT verhindert die Oxidation von Sulfhydryl-Gruppen (SH-) zu Disulfidbrücken durch Luft-

sauerstoff und stabilisiert Proteine so in ihrer funktionalen Form. Unmittelbar vor Verwen-

dung wurden dem Mastermix 0,5 µl RNAse Inhibitor RNAse Out und 1 µl Reverse Transkrip-

tase Superscript II zugefügt. 

Die cDNA-Synthese fand bei 42°C für eine Stunde im Thermocycler statt. Am Ende wurde 

die cDNA bei 70°C für 15 Minuten im Thermoblock abgekocht, um die SuperScript II zu inak-

tivieren. Die synthetisierte cDNA wurde bei -20°C gelagert. 

3.4.5.  Quantitative real-time PCR (qPCR) 
Die qPCR beruht auf der zyklischen Detektion von Fluoreszenzsignalen, deren Intensität von 

der Amplifikatmenge abhängig ist. Durch Einbeziehung der Amplifikationseffizienz und der 

Form der Amplifikationskurve (exponentieller Bereich) kann auf die eingesetzte Template-

Menge zurückgeschlossen werden. Hier wurden TaqManTM-Sonden verwendet, die sich zwi-

schen den Primern an das Template anlagern. Am einen Ende besitzen diese einen fluores-

zierenden Reporter-Farbstoff, am anderen einen Quencher, der das Signal unterdrückt. 

Durch die Exonukleaseaktivität der AmpliTaqDNA-Polymerase wird die Sonde  bei der Amp-

lifikation der Zielsequenz hydrolysiert, wodurch die räumliche Beziehung zwischen Reporter 

und Quencher verloren geht und das Fluoreszenzsignal des Reporters detektiert werden 

kann. Entsprechend der Akkumulation von PCR-Produkt steigt die Fluoreszenz des Repor-

ters also mit jedem PCR-Zyklus an. Der Zyklus, ab dem das Amplifikationssignal aus dem 

Hintergrundrauschen hervortritt, wird Cq-Wert genannt und  ist umso kleiner, je mehr cDNA 

am Anfang vorhanden war. Im Idealfall bewirkt eine Verdopplung der Ausgangsmenge eine 

Reduktion des Cq-Werts um 1. 

Der folgende Ablauf wurde bereits durch Bauer et al. (2017) beschrieben. Die qPCR wurde 

im 384-Well Format mit 10 µl Reaktionsvolumen durchgeführt. Für die Befüllung der 384 Well 

Platten wurde der Pipettierroboter epMotion 5075 (Eppendorf) verwendet. Der Mastermix 

wurde in 1,5 ml Eppendorfgefäße vorgelegt (Mastermixzusammensetzung: siehe Tabelle 

17). Die Proben-cDNAs wurden 1:5 verdünnt, die cDNA der Stratagene® QPCR Human Re-

ference Total RNA (SHR) 1:20 verdünnt in 96-Well-Platten vorgelegt und H2O als Negativ-

kontrolle mitgeführt. Die Analysen erfolgten in Triplikaten. 

Tabelle 17:  Pipettierschema des Reaktionsansatzes für die qPCR 
Reagenz Volumen (µl) 
TaqManTM Fast Advanced Master Mix 5 
TaqManTM Geneexpressionsassays 0,5 
H2O, PCR-grade, RNase-free 2,5 
cDNA 2 

Nach Verschluss der Wells wurde die Platte zentrifugiert und in den 384er-Block des 

Lightcyclers eingelegt. Hierfür wurde das in Tabelle 18 veranschaulichte PCR-Programm mit 
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Detektion des Fluoreszenzsignals bei 533-610 nm (ROX) und bei 465-510 nm (FAM) ver-

wendet. 

Tabelle 18:  PCR-Programm für die qPCR 
Schritte °C T (m:ss) Zyklen 
UNG – Aktivierung 50 5:00 1 
UNG - Inaktivierung/Taq Aktivierung 95 2:00 1 
Denaturierung  95 0:03  
Annealing  0:30 50 
Elongation 60 0:30  
Finale Elongation 60 0:30 1 
Kühlen 10 forever  

 

Die Amplifikationskurven wurden zur Identifikation von Ausreißern im Programm LightCyc-

ler® 480 SW 1.5 analysiert. Diese konnten zum einen an einem auffälligen ROX-Signal, was 

durch eine geringere Menge Mastermix erklärt werden konnte, erkannt werden. Zum ande-

ren zeigten sich Fehler in der Detektion des Fluoreszenzsignals durch einen stark abwei-

chenden Kurvenverlauf. Bei Standardabweichungen größer gleich 0,5 wurde der Test nach 

Grubbs durchgeführt. Messungen ohne nachweisbare Amplifikation wurde ein Cq-Wert von 

41 zugeordnet. (Bauer et al., 2017) 

Die normalisierte relative Quantifizierung wurde mit dem Programm qBase+ 3.0 durchgeführt. 

Bei der relativen Quantifizierung wird die Expression der Zielgene in Relation zu den Refe-

renzgenen (B2M, IPO8, PPIA) gesetzt. Hierfür wurde eine Weiterentwicklung der ΔΔ-Ct-

Methode verwendet. Die Differenz zwischen dem Cq-Wert des Zielgens für die unbekannte 

Probe und die Stratagene® QPCR Human Reference Total RNA (SHR; Kalibrator und Posi-

tivkontrolle) ergab den ΔCq-Wert. Die Amplifikationseffizienzen des Ziel- und Referenzgens 

wurden nun um den ΔCq-Wert exponiert und zueinander in Relation gesetzt. (Pfaffl, 2001) 

!"#$% = 	
()!"#$%!*

∆'(!"#$%!	(+,-!#,./0"12.%)
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∆'(!"#$%!	(+,-!#,./0"12.%)  

Formel 1: Berechnung der normalisierten relativen Genexpression nach Pfaffl ( 2001): E = Amplifikationseffizi-

enz; target = Zielgen; ref = Referenzgen; control = SHR; sample = Probe 

Das Programm qBase+ 3.0 benutzt eine Weiterentwicklung der Methode nach Pfaffl (For-

mel 2). In diese kann mehr als nur ein Referenzgen unter Berechnung des geometrischen 

Mittels aller Referenzgene miteinfließen (Hellemans et al., 2007). 
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Formel 2: Berechnung der relativen Genexpression mit qBase+ 3.0 (Hellemans et al., 2007): E = Amplifikationsef-
fizienz ; Ct = Cq-Wert; goi = gene of interest (Zielgen); ref = Referenzgen 

Um mögliche Fehlerquellen bei der Erzeugung der Genexpressionsdaten auszuschließen, 

wird die Ratio aus Ziel- und Referenzgen aller Proben durch die Ratio aus Ziel- und Refe-
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renzgen der SHR, die zudem als Kalibrator zwischen den verschiedenen Läufen (inter-run) 

dient, normalisiert. Die hierfür verwendeten Referenzgene sollten stabil exprimiert sein und 

wurden in vorherigen Experimenten getestet (Bauer et al., 2017). Die logarithmierten Daten 

der relativen Quantifizierung und die zugehörigen Cq-Werte wurden daraufhin exportiert. Der 

Fallausschluss erfolgte nun unter Berechnung der intrinsischen Varianz unter Verwendung 

der Cq-Werte der drei Referenzgene wie folgt: 

012"!1[±56] = 	
1

1 − 1
	:(56-1
-

589
−<="156-): 

Formel 3: Berechnung der intrinsischen Varianz (Pfaffl et al., 2004) 
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Formel 4: Berechnung der intrinsischen Varianz unter Berücksichtigung der Amplifikationeffizienz (Pfaffl et al., 
2004) 

Nach der Excel-basierten Software Bestkeeper berechnet sich die intrinsische Varianz einer 

Probe nach folgenden Schritten: 

1) Berechnung des geometrisches Mittels aller Proben für jedes Referenzgen 

2) Differenz aus Cq einer Probe und unter 1) berechnetem geometrischen Mittel aller 

Proben 

3) Potenzierung der Effizienz für das Referenzgen mit der unter 2) errechneten Diffe-

renz 

4) Berechnung der Standardabweichung des Wertes aus 3) für die drei Referenzgene 

Werte größer 5 ließen auf eine schlechte Qualität der RNA oder Fehler bei der cDNA-

Synthese schließen und wurden nicht in die weiteren Analysen mitaufgenommen. (Pfaffl et 

al., 2004; Bustin et al., 2009) In Tabelle 19 ist der Anteil ausgeschlossener Messungen der 

qPCR dargestellt. 

Tabelle 19:  Anteil ausgeschlossener Messungen der qPCR in den Resektaten und Biopsien vor CTx 
Gen Anteil ausgeschlossener Fälle (%) 
 Resektate Biopsien vor CTx 

CDH1 3,5 5,3 

VIM 3,5 3,5 

ZEB1 3,9 2,9 

CDKN1A 4,9 1,8 

MDM2  5,8 4,7 

3.4.6.  Bestimmung der Mikrosatelliteninstabilität (MSI) 
Die MSI- und EBV-Analysen wurden bereits in der Publikation mit geteilter Erstautorenschaft 

Kohlruss M, Grosser B et al. (2019) beschrieben.  

Zur Bestimmung der Mikrosatelliteninstabilität wurde eine multiplex PCR sowohl an Tumor 

DNA als auch an DNA aus dem zugehörigen Normalgewebe durchgeführt. Es wurden zwei 
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Mononukleotidmarker BAT 25 und BAT26 und drei Dinukleotidmarker D2S123, D5S346 und 

D17S250 analysiert (Boland et al., 1998). Die zugehörigen Sequenzen sind Tabelle 20 zu 

entnehmen. Die forward-Primer wurden zur Detektion mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. 

Bei den Markern D5S346, D2S123 und BAT 25 war dies FAM, bei BAT 26 und D17S250 

HEX. 

Tabelle 20:  Sequenzen der Primer für die MSI multiplex PCR (Boland et al., 1998) 

Marker Forward Primer Sequenz (5‘ à 3‘) Reverse Primer Sequenz (5‘ à 3‘) 
bp(Broman 
et al., 
1998) 

D5S346  FAM-ACT CAC TCT AGT GAT AAA TCG GG AGC AGA TAA GAC AGT ATT ACT AGT 96 - 122 
D2S123 FAM-AAA CAG GAT GCC TGC CTT TA GGA CTT TCC ACC TAT GGG AC 197 - 227 
BAT 25 FAM-TAC CAG GTG GCA AAG GGC A TCT GCA TTT TAA CTA TGG CTC 153 
BAT 26 HEX-CTG CGG TAA TCA AGT TTT TAG AAC CAT TCA ACA TTT TTA ACC C 116 
D17S250 HEX-GGA AGA ATC AAA TAG ACA AT GCT GGC CAT ATA TAT ATT TAA ACC 151 - 169 

 

Der Primer-Mix wurde anhand des Type-it Microsatellite PCR Protokolls zu einem zehnfach-

Primermix angesetzt und bestand aus je 10 µl Forward und Reverse Primer für die Marker  

D17S250 (3,2 µM) und BAT 26 (0,4 µM) und aus je 5 µl Forward und Reverse Primer für die 

Marker  D5S346  (0,4 µM), D2S123 (1 µM) und BAT 25 (1 µM). Die Mikrosatelliten PCR 

wurde entsprechend den Angaben des Herstellers durchgeführt. Der PCR-Reaktionsansatz 

ist in Tabelle 21 aufgezeigt. Die PCR wurde im Mastercycler Nexus von Eppendorf mit dem 

in Tabelle 22 dargestellten Programm durchgeführt.  

Tabelle 21:  Pipettierschema des Reaktionsansatzes für die MSI multiplex PCR 
Reagenz Volumen (µl) 
H2O 4 
2x Type-it Multiplex PCR Master Mix* 6,25 
Primermix 1,25 
DNA (20 ng/µl) 1 

 
Tabelle 22:  PCR Programm für die MSI multiplex PCR 
PCR °C Minuten Zyklen 
Aktivierung 95 5  
Denaturierung 95 0,5  
Annealing 55 1,5 32 
Elongation 72 0,5  
Finale Elongation 60 30  
Kühlen 10 forever  

 

Darauf wurden 4 µl des Amplifikats und 1 µl Loading Dye auf ein 2%iges Agarosegel aufge-

tragen. Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte bei 130 V für 25 Minuten. Anhand der 

Stärke der Bande wurde die Verdünnung für jede Probe bestimmt (1:5 bis 1:80). Die ver-

dünnten Amplifikate wurden für die Fragmentanalyse verwendet. 

Bei der Kapillarelektrophorese werden die geladenen Amplifikate durch Anlegen einer 

elektrischen Spannung in einer Glaskapillare nach ihrer Größe in einem Polymer aufge-

trennt. Bevor sie die Anode erreichen, wandern die Amplifikate durch einen Laserstrahl, der 

die Farbstoffe zum Fluoreszieren anregt. Das Fluoreszenzsignal wird detektiert. 
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Der Mastermix (Tabelle 23) für die Kapillarelektrophorese wurde in 96-Well Platten vorgelegt 

mit einem Reaktionsvolumen von 20,5 µl. 

Tabelle 23:  Mastermixzusammensetzung für die Kapillarelektrophorese  
Reagenz Volumen (µl) 
Formamid 15 
ROX  0,5 
Amplifikat 5 

 

Vor der Analyse der Amplifikate wurden sie bei 95°C für 2 Minuten im Ofen erhitzt. Die Aus-

wertung der Fragmetanalysen erfolgte mit der GeneMapper Software (Applied Biosystem, 

Version 5). 

3.4.7.  Bestimmung des EBV-Status 
Zur Bestimmung des EBV-Status wurden multiplex PCRs mit extrahierter Tumor DNA für die 

Virussequenzen BamHI-W mit einer Basenpaarlänge von 126 und für BamHI-K mit einer 

Länge von 264 Basenpaaren nach dem Protokoll von Huber et al (2002) durchgeführt. Die 

Sequenzen sind Tabelle 24 zu entnehmen. 

Hierfür wurde folgender Reaktionsansatz verwendet, zu dem je 2 µl Tumor DNA zugegeben 

wurde. Diese wurde unverdünnt und in der Konzentration 10 µg/µl eingesetzt. 

Die PCR wurde im Mastercycler Nexus von Eppendorf mit dem Programm in Tabelle 26 

durchgeführt. Darauf wurden die Amplifikate auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen, wobei 

ein EBV+-Fall als positiv Kontrolle und eine negativ Kontrolle mitgeführt wurden. 

EBV+-Fälle in der PCR wurden in der Arbeitsgruppe, wie beschrieben (Kohlruß, Gros-

ser et al., 2019), mittels in situ Hybridisierung unter Verwendung der EBV early RNA-Sonde 

und dem iViEW Blue Detection Kit auf einem Autostainer (Ventana Medical System, Roche)  

nach den Angaben des Herstellers (Roche, Mannheim, Deutschland) durchgeführt. Positivi-

tät lag bei Färbung im Zellkern vor. 

Tabelle 24:  Sequenzen der Primer für die EBV-multiplex-PCR (Huber et al., 2002) 
Primer Sequenz (5‘ à 3‘) 
BamHI-W F TCG GGC CAG AGG TAA GTG GAC TTT AAT 
BamHI-W R ACC GGT GCC TTC TTA GGA GCT GTC 
BamHI-K F TCT CTT TTA GTG TGA ATC ATG TCT GAC GA 
BamHI-K R GCA GCC AAT GCA ACT TGG ACG 

 
Tabelle 25:  Pipettierschema des Reaktionsansatzes zum EBV-Nachweis 
Reagenz Volumen (µl) 
H2O 18 
dUTP’s/dTTP’s (1:3) 1,25 
Puffer (30 mM MgCl2) 2,50 
F-Primer (10 µM) 0,50 
R-Primer (10 µM) 0,50 
Taq Gold 0,25 
DNA je Ansatz (10 ng/µl) 2 
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Tabelle 26:  PCR Programm für die EBV-multiplex-PCR 
PCR °C Minuten Zyklen 
Aktivierung 95 10  
Denaturierung 94 1  
Annealing 65 1 37 
Elongation 72 1  
Finale Elongation 72 7  
Kühlen 10 forever  

3.4.8.  Herstellung der Tissue Microarrays (TMAs) 
Für jeden Tumor wurden je drei repräsentative Areale auf dem zugehörigen H.E. Schnitt 

ausgewählt. Es wurden sowohl zentrale und Randbereiche des Tumors als auch Areale der 

Invasionsfront gewählt, wobei auf einen hohen Tumoranteil geachtet wurde. Mit einem 

Tissue Microarrayer (Beecher Instruments, Sun Praierie, USA) wurden Stanzen mit einem 

Durchmesser von 0,6 mm aus dem FFPE-Block in einen leeren Paraffinblock überführt. Ein 

Beispiel für ein Belegungsschema und einen gestanzten Array ist in Abbildung 5 zu finden. 

Es wurden insgesamt 16 TMAs mit 360 Tumoren und Kontrollen hergestellt. TMAs mit 258 

Tumoren waren bereits vorhanden. Hier waren je Tumor 3 bis 24 Stanzen aufgebracht. 

 

 
Abbildung 5:  Beispielbelegungsschema und gestanzter TMA 

3.4.9. Immunhistochemie 
Die immunhistochemische Färbung wurde an 2 µm Schnitten eines TMAs auf dem Autostai-

ner Ventana Medical Systems mit dem iVIEW DAB Detection Kit nach den Angaben des 

Herstellers (Roche, Mannheim, Deutschland) durchgeführt. Die Antikörper wurden manuell 

aufgetragen und sind Tabelle 27 zu entnehmen. 

Tabelle 27:  Verwendete Antikörper für die Immunhistochemie 
Antigen Produkt-Nr. Klon Hersteller Verdünnung 
E-Cadherin EP700Y EP700Y Cell Marque (Rocklin, United States) 1:100 
Vimentin M0725 V9 DakoCytomation (Glostrup, Dänemark) 1:300 
ZEB1 HPA027524 HPA027524 Sigma-Aldrich (Hamburg, Deutschland) 1:500 
TP53 M700129-2 DO-7 DakoCytomation (Glostrup, Dänemark) 1:200 

 

Die Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit gastrointestinal spezialisierten Pathologen. 

Jede Stanze wurde einzeln bewertet und ein Durchschnittswert über alle drei Stanzen gebil-

det und nach den in Tabelle 28 und 29 dargestellten Schemata eingeordnet. 
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Tabelle 28:  Auswerteschema der immunhistochemischen Analyse von p53 (Darb-Esfahani et al., 2016; 
Köbel et al., 2016) 

TP53 Bewertung 
<60% der Tumorzellen zeigen eine nukleäre Färbung mit variabler Intensität Wildtyp Färbemuster (WT) 
0% der Tumorzellen zeigen eine positive nukleäre Färbung Expressionverlust (CA) 
³60% der Tumorzellen zeigen eine nukleäre Färbung mit mittlerer bis starker Intensität Überexpression (OE) 

 
Tabelle 29:  Auswerteschema der immunhistochemischen Analyse der EMT-Marker  

(Bronsert et al., 2014) 
E-Cadherin Bewertung 
³50% der Tumorzellen zeigen eine positive membranäre Färbung Negativ 
<50% der Tumorzellen zeigen keine positive membranäre Färbung Positiv 
Vimentin  
³50% der Tumorzellen zeigen eine positive zytoplasmatische Färbung Negativ 
<50% der Tumorzellen zeigen keine positive zytoplasmatische Färbung Positiv 
Zeb1  
 <1% der Tumorzellen zeigen eine nukleäre Färbung Negative 
 1–10% der Tumorzellen zeigen eine nukleäre Färbung Niedrig positiv 
 >10% der Tumorzellen zeigen eine nukleäre Färbung Stark positiv 

3.4.10. Statistische Analysen 
Alle Analysen wurden im gesamten Kollektiv und in den Subgruppen getrennt nach Vorhan-

densein von neoadjuvanter Chemotherapie durchgeführt. Alle statistischen Tests erfolgten 

auf zweiseitigem 5%-Signifikanzniveau und wurden mit der Software IBM SPSS Statistics 25 

durchgeführt. Die Graphiken wurden mit GraphPad Prism 5 erstellt. 

Die mediane Nachbeobachtungszeit wurde durch die inverse Kaplan-Meier Methode be-

stimmt. Überlebenskurven wurden entsprechend der Kaplan-Meier Methode erstellt und 

durch Log-Rank Tests verglichen. Durch Cox-Regressionsmodelle wurden in univariaten und 

multivariaten Analysen Hazard-Ratios mit zugehörigen 95%-Konfidenzintervallen ermittelt. 

Hierbei wurde darauf geachtet, pro zehn Ereignisse eine Variable einzuschließen. Die Asso-

ziation der Genexpressionsdaten mit klinischen Charakteristika wurde mit dem Chi2-Test 

bzw. exakten Test nach Fisher (durch Median und cut-off-Wert dichotomisierte Werte) und 

Mann-Whitney-U (zwei mögliche Ausprägungen der ordinal skalierten Variable) oder 

Kruskal-Wallis Test (mehr als zwei mögliche Ausprägungen der ordinal skalierten Variable) 

für metrische Werte betrachtet. Außerdem wurden Korrelationen der Gene untereinander mit 

dem Spearman Korrelationskoeffizienten bestimmt. Die optimalen cut-off-Werte der Genex-

pressionen in Bezug auf das Gesamtüberleben wurden mittels maximaler Teststatistik (con-

ditional inference test) in R berechnet (Hothorn & Lausen, 2002) und der Bonferroni-

adjustierte p-Wert angegeben.  

Zur Berechnung der Quotienten der Genexpressionen wurden entlogarithmierte Werte ver-

wendet.
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4.  Ergebnisse 

4.1.  Zusammensetzung des Patientenkollektivs für die mRNA-basierten 

Analysen 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Wie in Abbildung 6 gezeigt, wurden insgesamt 278 Resektate und 53 prätherapeutische Bi-

opsien vor neoadjuvanter CTx in der qPCR analysiert. Nach der Qualitätskontrolle der qPCR 

und dem Patientenausschluss aufgrund klinischer Daten bestand das Kollektiv aus 256 Re-

sektaten und 50 prätherapeutischen Biopsien vor CTx. Die Resektate setzten sich aus 95 

primären Resektaten ohne CTx und 161 Resektaten nach neoadjuvanter CTx zusammen. 

Korrespondierende Paare aus Biopsie vor CTx und Resektat nach neoadjuvanter CTx waren 

in 14 Fällen vorhanden. 

Die Patientencharakteristika aller Resektate und der prätherapeutischen Biopsien mit deren 

prognostischer Relevanz sind in Tabelle 30 zusammengefasst.  

 

Alle analysierten Fälle in der qPCR: 
• Resektate: n = 278 
• Biopsien vor CTx: n = 53 

 
 Nach der Qualitätskontrolle der qPCR 

ausgeschlossen:  
• Resektate: n = 15 
• Biopsien vor CTx: n = 3 

 
Ausgewertete Fälle  

• Resektate: n = 263 
• Biopsien vor CTx: n = 50 

 

Ausschluss aufgrund klinischer Daten 
(OS < 1mo, kein Adenokarzinom) 

• Resektate: n = 7 
• Biopsien vor CTx: n = 0 

Resektate: 
n = 256 

Biopsien vor 
CTx: 

n = 50 

primäre 
Resektate 
ohne CTx: 
n = 95 

Resektate 
nach neoad-
juvanter CTx: 
n = 161 

Abbildung 6:  Flussdiagramm  zur Zusammenstellung des Patientenkollektivs der mRNA-basierten Ana-
lysen 
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Tabelle 30: Patientencharakteristika der Kollektive für die mRNA-basierten Analysen und Assoziati-
on mit dem Gesamtüberleben der Patienten 

 Biopsien 
vor CTx 
n (%) 

 Resektate  

Patientencharakteristika p* keine CTx   
n (%) p*  CTx 

n (%) p* 

Total 50 (100)  95 (100)  161(100)  
Medianes OS 
(95%KI) [mo] 

29,1 
(0,6 – 75,3) 

 n.a.  28,6  
(17,9 – 39,3) 

 

Ereignisse OS 28  26  86  
Mediane 
Nachbeobachtungs- 
zeit (95%KI) [mo] 

52,1 
(45,5 – 58,7)  29,9 

(19,3 – 40,5) 
 60,7 

(36,0 – 85,4) 

 

Alter, in Jahren 
Range 
 

67 
(44 – 79) 0,10 70,3  

(38 – 91) 0,01  62 
(29 – 81) 0,70 

Geschlecht 
weiblich 
männlich 

 
12 (24,0) 
38 (76,0) 

0,26 
 
35 (36,8) 
60 (63,2) 

 
0,33 

 
36 (22,4) 
125 (77,6) 

0,03 

Lokalisation 
Proximal 
Medial 
Distal 
Linitis 

 
33 (66,0)  
6 (12,0) 
11 (22,0) 
0 (0) 

 
0,30 

 
22 (23,2) 
34 (35,8) 
32 (33,7) 
7 (7,4) 

 
0,07 

 
108 (67,1) 
29 (18) 
16 (9,9) 
8 (5,0) 

 
0,23 

Laurén  
Intestinal 
Nicht-intestinal 

32 (64,0) 
18 (36,0) 0,25 47 (49,5) 

48 (50,5) 
 
0,55 

95 (59) 
66 (41) 

 
0,435 

Grading 
G1/2 
G3/4 
k.A. 

 
13 (26,0) 
36 (72,0) 
1 (2,0) 

 
0,65 

 
23 (24,2) 
72 (75,8) 
0 (0) 

 
0,49 

 
29 (18) 
132 (82) 
0 (0) 

 
0,25 

Resektionsstatus 
R0 
R1/2 
k.A. 

 
42 (84,0) 
7 (14,0) 
1 (2,0) 

 
< 0,01 

 
77 (81,1) 
18 (18,9) 

 
< 0,01 

 
114 (70,8) 
47 (29,2) 

 
< 0,01 

Metastasenstatus 
M0 
M1 
k.A. 

 
34 (68,0) 
12 (24,0) 
4 (8,0) 

 
< 0,01 

 

 
77 (81,1) 
18 (18,9) 
0 (0) 

 
< 0,01 

 
126 (78,3) 
35 (21,7) 
0 (0) 

 
< 0,01 

Tumorausdehnung 
präoperativ 
cT2 
cT3/4 

 
 
1 (2,0) 
48 (96,0) 
 

 
 

0,26 

 
 
47 (49,5) 
48 (50,5) 

 
 
< 0,01 

 
 
7 (4,3) 
154 (95,7) 

 
 

0,701 

postoperativ 
(y) pT0 
(y) pT1 
(y) pT2 
(y) pT3 
(y) pT4 

 
2 (4,0) 
6 (12,0) 
12 (24,0) 
17 (34,0) 
13 (26,0) 

0,08 

 
0 (0) 
23 (24,2) 
13 (13,7) 
26 (27,4) 
33 (34,7) 

< 0,01 

 
0 (0) 
7 (4,3) 
13 (8,1) 
86 (53,4) 
55 (34,2) 

< 0,01 

Lymphknotenstatus       
(y) pN0 
(y) pN1/2/3 

22 (44,0) 
28 (56,0) < 0,01 42 (44,2) 

53 (55,8) < 0,01 40 (24,8) 
121 (75,2) < 0,01 

Regressionsgrad 
TRG1 
TRG2 
TRG3 
k.A.  

 
10 (20,0) 
8 (16,0) 
31 (62,0) 
1 (2,0) 

 
0,15   

 
0 (0) 
81 (31,6) 
80 (31,3) 
0 (0) 

 
0,44 

TRG1 
TRG2/3 
k.A. 

10 (20,0) 
39 (78,0 
1 (2,0) 

0,09     

*p-Wert: Log-Rank Test 

Die Patientenkollektive stellten typische Kollektive an Magenkarzinomen dar. So waren der 

Resektions-, Lymphknoten-, Metastasenstatus und die klinische und pathologische Tumor-

ausdehnung hochsignifikant prognostische Faktoren für das Gesamtüberleben. Hier gingen 

höhere Werte in den jeweiligen Kategorien mit einem hoch signifikant schlechteren Überle-

ben einher. Auch die Geschlechterverteilung und der Altersmedian lagen im Bereich der zu 

erwartenden Werte.  

Im Kollektiv der Biopsien vor CTx lag das mediane Alter mit 52,1 Jahren eher niedrig. Au-

ßerdem fanden sich hier und in den Resektaten nach CTx vermehrt proximale Tumoren mit 



36 

mehr als 60% und mit mehr als 95% fast ausschließlich fortgeschrittene Karzinome. Letzte-

res liegt in der Empfehlung zur perioperativen Chemotherapie bei uT3/4 Tumoren begründet. 

Wohingegen bei uT2 Tumor eine „Kann-Empfehlung“ vorliegt. 

Im Kollektiv der prätherapeutischen Biopsien vor CTx zeigten der Tumorregressionsgrad und 

insbesondere die Aufteilung in Responder und Nonresponder eine deutliche Trennung der 

Überlebenskurven. Responder erreichen das mediane Überleben nicht und weisen ein 5-

Jahres-Überleben von 70% im Vergleich zu Nonrespondern mit 32,7 (16,8 - 48,6) Monaten 

und einem 5-Jahres-Überleben von 40% auf.  

 
Abbildung 7:  Assoziation des Tumorregressionsgrades mit dem Gesamtüberleben in den prätherapeutischen 

Biopsien vor CTx 

 

4.2.  Expressionsanalysen der EMT- und TP53-assoziierten Gene 

4.2.1.  Assayetablierung 

4.2.1.1. Assayauswahl 
Für die Expressionsanalysen (qPCR) wurden TaqManTM-Assays für die EMT-assoziierten 

Gene CDH1, VIM, ZEB1 und für die Bestimmung der TP53-Aktivität für CDKN1A und MDM2 

ausgewählt, wobei deren Amplikons exonüberspannend sein und eine Länge zwischen 60bp 

bis 100bp besitzen sollten. So wurde die Erkennung genomischer DNA (gDNA) durch den 

Assay verhindert und die Amplifikatlänge für RNA aus FFPE-Gewebe optimiert. Als Refe-

renzgene wurden B2M, IPO8 und PPIA gewählt. Die ausgewählten Assays sind im Abschnitt 

Material und Methoden unter Punkt 3.3.5. in Tabelle 13 zu finden. 

4.2.1.2. Assaytest auf Spezifität für cDNA 
Daraufhin folgte die Analyse der fünf Assays der Zielgene hinsichtlich ihrer Amplifikation und 

Spezifität für cDNA, da die Erkennung von gDNA durch den Assay die tatsächlich zugrunde 

liegende mRNA-Menge überschätzen würde. Hierfür wurde eine qPCR mit der Stratagene® 



37 

QPCR Human Reference Total RNA (SHR) und zusätzlich mit gDNA aus FFPE-Gewebe 

durchgeführt, die die Spezifität der Assays bestätigte. 

4.2.1.3. Amplifikation von cDNA aus FFPE-Gewebe 
Um mögliche unspezifische Nebenprodukte der Assays bei der Amplifikation von cDNA aus 

FFPE-Gewebe zu identifizieren, wurde eine qPCR mit einem Tumorgemisch (Verdünnungen 

1:5, 1:10, 1:20; 1:40; 1:80) durchgeführt. Dieses bestand aus Tumor- und zugehörigem Nor-

malgewebe dreier verschiedener Tumoren. Auch der Assay des Referenzgens PPIA wurde 

mit dem Tumorgemisch und zusätzlicher gDNA getestet, da dieser möglicherweise genomi-

sche DNA erkennt. 

Nach Auftragen der Amplifikate aus der qPCR erschienen in der Gelelektrophorese keine 

Nebenprodukte und die Banden  hatten  die erwarteten Längen für ihren spezifischen Assay. 

So stimmte die Amplifikatlänge auch mit den jeweiligen Amplifikationsprodukten der SHR 

überein.  

4.2.1.4. Effizienzermittlung 
Die PCR ist eine exponentiell verlaufende Reaktion, bei der unter Annahme einer 100 %igen 

Effizienz der Reaktion eine Verdopplung (Effizienz = 2) der Reaktionsprodukte aus dem vo-

rangegangenen Zyklus erfolgt. Normalerweise liegt die Effizienz von guten Assays nicht 

exakt bei 100% (= 2), sondern darüber oder darunter. Um möglichst gleiche Assays auszu-

wählen und in der relativen Quantifizierung eine Effizienzkorrektur vornehmen zu können, 

wurde nun die Effizienz der einzelnen Assays durch die Erstellung von Standardkurven er-

mittelt. 

Als Template wurde die SHR verwendet und in den Verdünnungen 1:5, 1:20, 1:80, 1:320, 

1:1280, 1:5120, 1:20480 eingesetzt.  

Die Effizienz leitet sich aus der Steigung (s) der Standardkurve wie folgt ab: E=10-1/s und 

wurde vom Programm qBase+ ausgegeben. Die ermittelten Werte sind in Tabelle 13 zu fin-

den. 

Alle Assays erkannten spezifisch RNA bzw. cDNA und keine Nebenprodukte bei der Amplifi-

kation von FFPE-Material. Beim Assay für PPIA war aus Vorversuchen in der Arbeitsgruppe 

bekannt, dass er möglicherweise gDNA erkennt, dies stellte für die Messung der Proben je-

doch kein Problem dar, da diese mit einem DNAse Verdau behandelt wurden. 

-103 
-140 
-200 
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4.2.2.  Verteilung der Genexpressionsdaten 

 
Abbildung 8:  Darstellung des Medians, der minimalen und maximalen CNRQ-Werte der einzelnen Gene in 

den prätherapeutischen Biopsien vor CTx, Resektaten ohne CTx und nach neoadjuvanter CTx 

Alle weiteren statistischen Analysen wurden unter Verwendung der Werte der kalibrierten 

normalisierten relativierten Quantifizierung (CNRQ) durchgeführt (Abbildung 8). Die Vertei-

lung der Expressionsdaten entspricht einer Normalverteilung. 

Da die ACRG-Klassifikation von Cristescu et al. (2015) auf RNA-Ebene identifiziert wurde, 

wurden zunächst Genexpressionsanalysen auf mRNA-Ebene mittels qPCR durchgeführt, um 

den EMT- und TP53-Status zu bestimmen. Im Folgenden wurde die klinische, prognostische 

und prädiktive Relevanz der einzelnen EMT- und TP53-assoziierten Gene betrachtet. 

4.2.3.  Korrelation der Genexpression 
Auffällige Assoziationen der EMT-assoziierten Gene untereinander wurden mit dem Korrela-

tionskoeffizienten nach Spearman ermittelt. Im Kollektiv der Resektate ohne CTx zeigte die 

Expression von ZEB1 eine mittelstarke negative Korrelation mit CDH1 mit einem Korrelati-

onskoeffizienten von -0,41. Mit VIM korrelierte ZEB1 mittelstark gleichgerichtet mit einem 

Korrelationskoeffizienten von 0,40. Dies ließ sich auch in den Resektaten nach CTx be-

obachten, wobei hier eine stärkere Korrelation zwischen ZEB1 und VIM mit einem Korrelati-

onskoeffizienten von 0,52 und eine etwas schwächere Korrelation von ZEB1 und CDH1 mit 

einem Korrelationskoeffizienten von -0,37 im Vergleich zu den Resektaten ohne CTx zu er-
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kennen war. In den Biopsien vor CTx zeigten VIM und ZEB1 keine negative Korrelation mit 

CDH1. Sie korrelierten untereinander jedoch gleichgerichtet mit einem Koeffizienten von 

0,71. Weitere Korrelationskoeffizienten sind in Tabelle 31 zu finden. 

Die mit der TP53-Aktivität assoziierten Gene CDKN1A und MDM2 zeigten sowohl in den 

Resektaten ohne CTx als auch in den Resektaten nach CTx keine bedeutende Korrelation. 

Im Kollektiv der Biopsien vor CTx lag eine gleichgerichtete Korrelation zwischen den zwei 

Genen mit einem Koeffizienten von 0,29 vor. 

Tabelle 31:  Korrelation der Gene in prätherapeutischen Biopsien vor CTx, Resektaten ohne CTx und 
nach CTx 

Gene 
Biopsien vor CTx Resektate ohne CTx Resektate nach CTx 
r p r p r p 

CDH1 und VIM 0,24 0,10 0,19 0,06 0,04 0,66 
CDH1 und ZEB1 0,19 0,19 -0,41 < 0,01 -0,37 < 0,01 
VIM und ZEB1 0,71 < 0,01 0,40 < 0,01 0,52 < 0,01 
CDKN1A und MDM2 0,29 0,04 -0,01 0,97 0,07 0,38 
r = Korrelationskoeffizient nach Spearman 

4.2.4.  Assoziation mit klinisch-pathologischen Patientencharakteristika und dem The-
rapieansprechen 

Die Assoziation der Genexpression mit klinisch pathologischen Parametern erfolgte unter 

Verwendung des Chi2-Tests für Median-dichotomisierte Werte und des Mann-Whitney-U-

Tests oder Kruskal-Wallis-Tests für kontinuierliche Werte getrennt nach primären Resektaten 

ohne CTx, Resektaten nach neoadjuvanter CTx und prätherapeutischen Biopsien vor CTx. 

Die Analysen der kontinuierlichen Werte mittels Mann-Whitney-U-Test oder Kruskal-Wallis-

Test bestätigten im Wesentlichen die gezeigten Ergebnisse. Alle Ergebnisse sind im Anhang 

in Tabelle A1 und A2 zusammengefasst. 

4.2.4.1. EMT-assoziierte Gene (CDH1, VIM, ZEB1) 
CDH1 und ZEB1 zeigten eine Assoziation mit dem pathologischen T-Stadium. Dies lässt sich 

sowohl in Resektaten ohne (CDH1: p < 0,05; ZEB1: p < 0,01) und nach CTx 

(CDH1: p < 0,01; ZEB1: p < 0,01) beobachten. Wie in Abbildung 9 und 10 dargestellt sind 

höhere pathologische T-Stadien mit einer hohen Expression von ZEB1 und entgegengesetzt 

mit einer niedrigen CDH1-Expression assoziiert.  
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Abbildung 9:  Assoziation der Genexpression von  CDH1 mit dem pathologischen T-Stadium in den Resekta-

ten  a) ohne CTx und b) nach neoadjuvanter CTx 
 

 
Abbildung 10:  Assoziation der Genexpression von ZEB1 mit dem pathologischen T-Stadium in Resektaten a) 

ohne CTx und b) nach neoadjuvanter CTx  
 

ZEB1 zeigte in den Resektaten ohne CTx eine Assoziation mit dem Lymphknoten- (p < 0,05) 

und Metastasenstatus (p < 0,05) (Abbildung 11). Hohe Werte in den Kategorien waren hier 

mit einer hohen ZEB1-Expression verbunden. 

 
Abbildung 11:  Assoziation der Genexpression von ZEB1 mit dem a) Metastasen- und b) Lymphknotenstatus in 

Resektaten ohne CTx 
 

Des Weiteren zeigte sich eine Assoziation der Genexpression von CDH1, VIM und ZEB1 mit 

der histologischen Klassifikation nach Laurén wie in Abbildung 12 zu sehen ist. Intestinale 

Tumoren nach Laurén wiesen sowohl in Resektaten ohne und nach CTx eine hohe CDH1- 

pT1 pT2 pT3 pT4
0

50

100

niedrige CDH1 Expression
hohe CDH1 Expression

p < 0,05

n=5

n=18

n=19

n=14
n=9

n=17

n=7
n=6

%
 T

um
or

en

ypT1 ypT2 ypT3 ypT4
0

50

100 p < 0.01

n=2
n=18

n=37

n=48

n=38

n=10

n=3

n=5

%
 T

um
or

en

a) b)

pT1 pT2 pT3 pT4
0

50

100

niedrige ZEB1 Expression
hohe ZEB1 Expression

%
 T

um
or

en

p < 0,01

n=17

n=6 n=8

n=25

n=9

n=13

n=4

n=9

n=13

ypT1 ypT2 ypT3 ypT4
0

50

100

%
 T

um
or

en

n=0

p < 0,01

n=36

n=19

n=41n=45

n=4

n=9

n=7

a) b)

M0 M1
0

50

100

niedrige ZEB1 Expression
hohe ZEB1 Expression

n=42
p < 0,05

n=13

n=5

n=5

%
 T

um
or

en

pN0 pN1/2/3
0

50

100

%
 T

um
or

en n=26

p < 0,05

n=32

n=21n=16

a) b)



41 

(ohne CTx: p = 0,36; nach CTx: p < 0,01), niedrige VIM- (p < 0,01; p < 0,01) und ZEB1- 

(p < 0,01; p < 0,01) Expression auf. Im Gegensatz dazu war hinsichtlich der nicht-intestinalen 

Tumoren eine niedrige CDH1- und hohe VIM- und ZEB1-Expression zu beobachten. 

 

 
Abbildung 12:  Assoziation der Genexpression von a), c), e) CDH1, VIM und ZEB1 in Resektaten ohne CTx 

und von b), d), f) CDH1, VIM, ZEB1 in Resektaten nach neoadjuvanter CTx mit der Laurén-
Klassifikation 

 
Bei Betrachtung der prätherapeutischen Biopsien zeigte sich eine Assoziation von CDH1 mit 

der Tumorlokalisation (p = 0,05). Wie in Abbildung 13 zu sehen, fanden sich vermehrt Tumo-

ren mit niedriger CDH1-Expression in proximaler Lokalisation. 

Außerdem wiesen ältere Patienten eine hohe VIM- (p<0,05) und ZEB1- (p<0,01) Expression 

auf. 
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Abbildung 13:  Assoziation von CDH1 mit der Tumorlokalisation in prätherapeutischen Biopsien vor CTx 
 

In Bezug auf das Therapieansprechen zeigten TRG1 Tumoren (Responder) eine hohe 

CDH1-Expression (p = 0,16; Abbildung 14a). Es lag keine Assoziation hinsichtlich VIM und 

ZEB1 vor (Abbildung 14b, c). Alle Ergebnisse sind im Anhang in Tabelle A3 zusammenge-

fasst. 

 

 
Abbildung 14:  Assoziation der a)  CDH1-, b) VIM- und c) ZEB1-Expression mit dem Tumorregressionsgrad in 

prätherapeutischen Biopsien vor CTx  
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4.2.4.2. TP53-assoziierte Gene (CDKN1A, MDM2) 
Die Expression von CDKN1A in Assoziation mit der Tumorlokalisation in den drei unter-

schiedlichen Kollektiven wurde in Abbildung 15 dargestellt. In Resektaten ohne CTx war kein 

Zusammenhang mit der Lokalisation zu erkennen (Abbildung 15a). Wie in Abbildung 15b zu 

sehen, war in proximalen Tumoren eine hohe CDKN1A-Expression (p = 0,05) zu beobach-

ten. In den prätherapeutischen Biopsien vor CTx konnte hinsichtlich CDKN1A eine signifikan-

te Assoziation (p = 0,01) mit der Lokalisation des Tumors (Abbildung 15c) beobachtet wer-

den. Tumoren des proximalen Drittels wiesen im Vergleich zu jenen im medialen und dista-

len Drittel eine niedrige CDKN1A-Expression auf. 

 
Abbildung 15:  Assoziation der CDKN1A-Expression mit der Tumorlokalisation in Resektaten a) ohne und b) 

nach CTx und in c) prätherapeutischen Biopsien vor CTx 
 

Mit zunehmender Tumorausdehnung nahm, wie in Abbildung 16 gezeigt, in beiden betrach-

teten Kollektiven, signifikant in den Resektaten nach CTx (p = 0,05), auch die Expression 

von MDM2 zu.  
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Abbildung 16:  Assoziation der MDM2-Expression mit dem pT-Stadium in Resektaten a) ohne CTx und b) nach 

CTx  

Die Expression von MDM2 zeigte in den Biopsien vor CTx keine auffälligen Assoziationen 

mit Patientencharakteristika. 

Hinsichtlich des Therapieansprechens findet sich eine eher hohe CDKN1A-Expression in 

Respondern (p = 0,16) (Abbildung 17a). MDM2 zeigte keinen auffälligen Zusammenhang 

(Abbildung 17b). 

Alle Ergebnisse sind im Anhang in Tabelle A4, A5 und A6 zusammengefasst. 

 
Abbildung 17:  Assoziation des Tumorregressionsgrades mit der a) CDKN1A- und b) MDM2-Expression in 

prätherapeutischen Biopsien vor CTx 
 
4.2.5.  Assoziation mit dem Gesamtüberleben der Patienten 
Die Assoziation der Genexpression mit dem Überleben (Tabelle 32) wurde zum einen unter 

Verwendung Median-dichotomisierter Werte mit dem Log-Rank Test und zum anderen mit 

kontinuierlichen Werten durch die Cox-Regression, getrennt nach Resektaten ohne CTx, 

Resektaten nach neoadjuvanter CTx und Biopsien vor CTx, ermittelt.  

Zudem wurden durch den conditional inference Test optimale cut-off Werte berechnet und 

die Tumoren in Gruppen mit niedriger und hoher Expression getrennt. Im Wesentlichen zeig-

te sich hier kein Unterschied zur Median-basierten Einteilung.  
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4.2.5.1. EMT-assoziierte Gene  
Bei der Betrachtung der EMT-assoziierten Gene zeigte die Expression von CDH1 in den Re-

sektaten nach CTx eine signifikante Assoziation mit dem Gesamtüberleben. Dies konnte 

sowohl im Log-Rank Test (p < 0,01) als auch in der univariaten Cox-Regression (HR, 0,33, 

95% KI, 0,17 – 0,61, p < 0,01; Tabelle 32) nachgewiesen werden. So lag das mediane OS in 

der Gruppe mit hoher CDH1-Expression bei 37,9 im Gegensatz zu 18,4 Monaten in der 

Gruppe mit niedriger CDH1-Expression.  

Des Weiteren wurde die CDH1-Expression durch ein multivariates Cox-Regressionsmodell 

analysiert. Hierbei wurden zusätzlich das pTNM-Stadium und der Resektionsstatus als mög-

liche Einflussgrößen betrachtet. Wie in Tabelle 33 zu sehen wurde die CDH1-Expression im 

Kollektiv der Resektate nach CTx zusätzlich nach dem Metastasen- und Resektionsstatus in 

das Modell integriert (HR, 0,35, 95% KI, 0,19 – 0,66, p < 0,01).  

Bei Betrachtung der Resektate ohne CTx und der Biopsien vor CTx waren keine auffälligen 

Ergebnisse zu erkennen. 

 
Abbildung 18:  CDH1-Expression und Gesamtüberleben in Resektaten a) ohne und b) nach neoadjuvanter CTx 

Tabelle 32:  Assoziation des Gesamtüberlebens mit der CDH1-, VIM- und ZEB1-Expression 

 Gene n Ereignis 5-JÜ Medianes Überleben [mo] 
(95% KI) p* HR  

(95% KI) p†
 

Biopsien vor  
neoadjuvanter CTx 

CDH1 < Median 25 13 47,7 38,7 (n.a.) 
0,77 0,81  

(0,22 – 2,96) 0,75 
CDH1 ³ Median  25 14 37,5 29,5 (11,0 – 48,0) 

Resektate ohne  
neoadjuvante CTx 

CDH1 < Median 47 12 63,3 n.e. 
0,98 0,89  

(0,39-2,02) 0,78 
CDH1 ³ Median  48 14 62,1 n.e. 

Resektate nach  
neoadjuvanter CTx 

CDH1 < Median 80 47 27,4 18,4 (13,1 – 23,7) 
<0,01 0,33  

(0,17-0,61) <0,01 
CDH1 ³ Median  81 39 45,7 37,9 (3,2 – 72,6) 

Biopsien vor  
neoadjuvanter CTx 

VIM  < Median 25 15 41,8 33,8 (19,5 – 48,1) 
0,90 2,59  

(0,56 - 11,96) 0,22 
VIM  ³ Median  25 12 41,7 21,9 (0,6 – 71,2) 

Resektate ohne  
neoadjuvante CTx 

VIM  < Median 47 10 70,8 n.e. 
0,38 0,74 

(0,13 – 4,25) 0,73 
VIM  ³ Median  48 16 56,1 n.e. 

Resektate nach 
 neoadjuvanter CTx 

VIM  < Median 80 42 32,3 27,1 (14,7 – 39,5) 
0,59 0,84  

(0,36 – 1,99) 0,69 
VIM  ³ Median  81 44 41,4 32,7 (13,0 – 52,3) 

Biopsien vor 
neoadjuvanter CTx 

ZEB1  < Median 25 15 37,6 29,5 (15,3 – 43,7) 
0,55 2,76  

(0,43 - 17,83) 0,29 
ZEB1  ³ Median  25 12 43,3 57,0 (0,6 – 118,8) 
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Resektate ohne  
neoadjuvante CTx 

ZEB1  < Median 47 9 76,1 n.e. 
0,20 1,75  

(0,62 - 4,97) 0,29 
ZEB1  ³ Median  48 17 53,2 n.e. 

Resektate nach   
neoadjuvanter CTx 

ZEB1  < Median 80 40 37,6 26,7 (18,7 – 34,7) 
0,95 1,30  

(0,71 - 2,36) 0,39 
ZEB1  ³ Median  81 46 37,2 32,4 (18,5 – 46,3) 

*p-Wert: Log-Rank Test; †p-Wert: Cox-Regression 

 
Tabelle 33: Multivariate Cox-Regression: Assoziation von  CDH1, (y)pTNM und R mit dem Gesamt-

überleben 
 Variablen in der Gleichung HR 95% KI p* 

Biopsien vor neoadjuvanter CTx 
N-Status (Ref. N0) 2,92 1,21 – 7,09 0,02 

R-Status (Ref. R0) 2,78 1,02 – 7,58 0,05 

Resektate ohne neoadjuvante CTx 
R-Status (Ref. R0) 5,17 2,27 – 11,78 <0,01 

M-Status (Ref. M0) 3,02 1,86 – 4,90 <0,01 

Resektate nach neoadjuvanter CTx 

R-Status (Ref. R0) 2,45 1,53 – 3,93 <0,01 

CDH1 (Ref. CDH1 < Median) 0,35 0,19 – 0,66 <0,01 

N-Status (Ref. N0) 2,14 1,14 – 4,02 0,02 
*p-Wert: Log-Rank Test 

4.2.5.2. TP53-assoziierte Gene 
Eine signifikante Assoziation mit dem Überleben wies hinsichtlich der TP53-assoziierten Ge-

ne die Expression von MDM2 in den Resektaten ohne CTx auf (HR 6,07, 95% 

KI, 1,27 - 20,0, p = 0,02; Tabelle 34; Abbildung 19). Patienten mit niedriger Expression er-

reichten das mediane Überleben nicht, jene mit hoher Expression hatten ein medianes Über-

leben von 46,3 Monaten. Das 5-Jahres-Überleben derjenigen mit niedriger MDM2-

Expression lag bei 76,9%, jenes der Patienten mit hoher Expression bei 41,3%. In die mul-

tivariate Cox-Regression wurde die MDM2-Expression nicht zusätzlich zu den klinisch-

pathologischen Faktoren mitaufgenommen (Tabelle 35). CDKN1A zeigte keine Assoziation 

mit dem Überleben. 

 
Abbildung 19:  MDM2-Expression und Gesamtüberleben in Resektaten a) ohne und  b) nach CTx 
 
Tabelle 34:  Assoziation des Gesamtüberlebens mit der CDKN1A- und MDM2-Expression 

 Gene n Ereignis 5-JÜ 
Medianes Überleben 
[mo] 
(95% KI) 

p* HR  
(95% KI) p†

 

Biopsien vor  
neoadjuvanter CTx 

CDKN1A < Median 25 15 26,4 29,5 (10,1 – 48,9) 
0,30 0,55  

(0,1 – 3,02) 0,49 CDKN1A  ³ Medi-
an  25 12 52,3 75,3 (n.a.) 
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Resektate ohne  
neoadjuvante CTx 

CDKN1A < Median 47 13 59,2 n.e. 
0,50 1,00 

(0,13 – 7,63) 1,00 
CDKN1A ³ Median  48 13 65,7 n.e. 

Resektate nach  
neoadjuvanter CTx 

CDKN1A < Median 80 40 35,4 25,3 (13,5 – 37,1) 
0,91 0,61  

(0,24 – 1,57) 0,31 CDKN1A  ³ Medi-
an  81 46 38,8 29,0 (12,7 – 45,3) 

Biopsien vor  
neoadjuvanter CTx 

MDM2  < Median 25 15 35,1 20,7 (15,3 – 26,1) 
0,11 1,63  

(0,38 – 6,99) 0,52 
MDM2  ³ Median  25 12 47,5 57,0 (n.a.) 

Resektate ohne  
neoadjuvante CTx 

MDM2  < Median 47 9 76,9 n.e. 
0,04 

6,07  
(1,27 - 
29,00) 

0,02 
MDM2  ³ Median  48 17 41,3 46,3 (28,0–64,6) 

Resektate nach 
 neoadjuvanter 
CTx 

MDM2  < Median 80 46 34,1 27,9 (17,7-38,1) 
0,60 1,46  

(0,68 - 3,15) 0,33 
MDM2  ³ Median  81 40 41,0 31,0 (15,4-46,6) 

*p-Wert: Log-Rank Test; †p-Wert: Cox-Regression 

Tabelle 35:  Multivariate Cox-Regression: Assoziation von  MDM2, (y)pTNM und R mit dem Gesamt-
überleben 

Kollektiv Variablen in der Gleichung HR 95% KI p* 

Biopsien vor neoadjuvanter CTx 
N-Status (Ref. N0) 2,92 1,21 – 7,09 0,02 

R-Status (Ref. R0) 2,78 1,02 – 7,58 0,05 

Resektate ohne neoadjuvante CTx 
R-Status (Ref. R0) 5,17 2,27 – 11,78 < 0,01 

M-Status (Ref. M0) 2,81 1,73 – 4,57 < 0,01 

Resektate nach neoadjuvanter CTx 
R-Status (Ref. R0) 2,57 1,59 – 4,15 < 0,01 

N-Status (Ref. N0) 2,25 1,20 – 4,21 0,01 
*p-Wert: Log-Rank Test 

4.3.  EMT-Klassifikation 

Die Expressionsanalysen der Gene CDH1, VIM und ZEB1 sollten nun kombiniert werden, 

um die EMT-Subgruppe der ACRG-Klassifikation zu identifizieren. In der Literatur findet sich 

hierzu keine eindeutige Vorgehensweise, weshalb nachfolgend drei verschiedene Methoden 

auf die unterschiedlichen Kollektive angewandt wurden. 

4.3.1. CDH1/VIM- und CDH1/ZEB1-Quotient  
In Anlehnung an Loboda et al. (2011) wurde zum einen der Quotient aus der Expression 

(entlogarithmierte Werte) von CDH1 und VIM und zum anderen aus CDH1 und ZEB1 gebil-

det. Getrennt nach Resektaten ohne neoadjuvante CTx, Resektaten nach neoadjuvanter 

CTx und prätherapeutischen Biopsien vor CTx wurden optimale cut-off-Werte der Quotienten 

für eine Trennung hinsichtlich des Überlebens mit der maximalen Teststatistik berechnet, die 

Tabelle 36 und 37 zu entnehmen sind. Ein niedriger Quotient wird als Surrogat für einen eher 

mesenchymalen Tumortyp gewertet. 

Tabelle 36:  Median, Minimum, Maximum und optimale cut-off Werte des CDH1/VIM-Quotienten  
Kollektiv Minimum Maximum Median  Optimaler cut-off Wert 
alle Resektate 0,05 105,65 11,44  22,70 
Resektate ohne CTx 0,06 51,25 12,49  2,85 
Resektate nach CTx 0,05 105,65 10,78  22,62 
Biopsien vor CTx 0,06 60,06 22,98  26,80 

Tabelle 37:   Median, Minimum, Maximum und optimale cut-off Werte des CDH1/ZEB1-Quotienten 
Kollektiv Minimum Maximum Median  Optimaler cut-off Wert 
alle Resektate 0,01 606,97 5,68  7,96 
Resektate ohne CTx 0,01 353,08 7,64  7,96 
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Resektate nach CTx 0,11 606,97 5,06  5,71 
Biopsien vor CTx 0,03 36,13 5,53  7,88 

 
Der Quotient aus CDH1/VIM (Abbildung 20) war bei Betrachtung aller Resektate 

(pLog-Rank = 0,03; HR 0,99, 95% KI 0,97 - 1,02, p = 0,10) und der Patienten nach CTx 

(pLog-Rank < 0,01; HR, 0,98, 95% KI, 0,97 – 1,00, p = 0,08) mit dem Gesamtüberleben assozi-

iert. Mit niedrigem Wert erreichten diese ein medianes Überleben von 21,9 Monaten und ein 

5-Jahres-Überleben von 29% im Vergleich zu 58,6% bei hohem Quotienten. In den primären 

Resektaten ohne CTx (pLog-Rank = 0,84) und den prätherapeutischen Biopsien vor CTx (pLog-

Rank = 0,82) war kein Einfluss des CDH1/VIM-Quotienten auf das Überleben zu erkennen. 

Bei Betrachtung des gesamten Kollektivs (pLog-Rank < 0,01; HR, 0,29, 95% KI, 0,06 – 1,35, 

p = 0,12) und der Resektate nach CTx (pLog-Rank = 0,05; HR, 1,0, 95% KI, 1,0 – 1,0, p = 0,83) 

zeigte sich eine Assoziation des CDH1/ZEB1-Quotienten (Abbildung 21) mit dem Überleben 

unter Verwendung der dichotomisierten Werte, jedoch nicht in der univariaten Cox-

Regression. 

Die Patienten nach CTx wiesen mit einem niedrigen Wert ein schlechteres Überleben mit 

19,7 Monaten und einem 5-Jahres-Überleben von 29,4% im Vergleich zu den Patienten mit 

hohem Quotienten mit 47,7 Monaten und 46,1% 5-Jahres-Überleben auf. Im Kollektiv der 

primär resezierten Patienten (pLog-Rank = 0,31) und prätherapeutischen Biopsien vor CTx 

(pLog-Rank = 0,92) war keine signifikante Assoziation des CDH1/ZEB1-Quotienten mit dem 

Überleben zu beobachten. Die Ergebnisse sind in Tabelle 38 zusammengefasst. 
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Abbildung 20:  Assoziation des CDH1/VIM-Quotienten mit dem Gesamtüberleben in a) prätherapeutischen 

Biopsien  vor neoadjuvanter CTx, b) allen Resektaten, c) Resektaten ohne CTx und d) Resekta-
ten nach CTx 

 

 
Abbildung 21:  Assoziation des CDH1/ZEB1-Quotienten mit dem Gesamtüberleben in a) prätherapeutischen 

Biopsien  vor neoadjuvanter CTx, b) allen Resektaten, c) Resektaten ohne CTx und d) Resekta-
ten nach CTx 
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Tabelle 38:  Assoziation des CDH1/VIM- und CDH1/ZEB1-Quotienten mit dem Gesamtüberleben 
 

  n Ereignis 5-JÜ 
Medianes Überleben 
[mo] 
(95% KI) 

p* HR  
(95% KI) p† 

CDH1/VIM 
Quotient 

Biopsien vor  
neoadjuvanter CTx 

niedrig 33 16 46,3 57,0 (n.a.) 
0,82 0,99  

(0,96 - 1,03) 0,68 
hoch  17 12 31,5 28,6 (15,7-41,5) 

Alle Resektate 
niedrig 194 92 38,4 31,0 (21,4-40,6) 

0,03 0,99 
(0,97 - 1,02) 0,10 

hoch 62 20 62,0 n.e. 

Resektate ohne  
neoadjuvante CTx 

niedrig 11 1 87,5 n.e. 
0,84 1,0 

(0,96 - 1,03) 0,78 
hoch  84 25 59,5 n.e. 

Resektate nach  
neoadjuvanter CTx 

niedrig 121 71 46,3 21,9 (13,0-30,8) 
0,82 0,98 

(0,97 - 1,00) 0,08 
hoch  40 15 31,5 28,6 (15,7-41,5) 

CDH1/ZEB1 
Quotient 

Biopsien vor  
neoadjuvanter CTx 

niedrig 40 21 45,5 57,0 (41,9-72,1) 
0,92 0,99 

(0,92 - 1,06) 0,68 
hoch  10 7 22,5 21,9 (13,2-30,6) 

Alle Resektate 
niedrig 151 77 34,5 23,0 (12,9-33,1) 

< 0,01 0,29 
(0,06 - 1,35) 0,12 

hoch  105 35 58,3 n.e 

Resektate ohne  
neoadjuvante CTx 

niedrig 49 16 53,7 n.e 
0,31 1,0 

(0,99 - 1,00) 0,74 
hoch  46 10 70,7 n.e 

Resektate nach 
neoadjuvanter CTx 

niedrig 87 53 29,4 19,7 (12,9-26,5) 
0,049 1,0 

(1,00 - 1,00) 0,83 
hoch  74 33 46,1 47,7 (11,9-83,5) 

*p-Wert: Log-Rank Test; †p-Wert: Cox-Regression 

 
4.3.2. Gewichteter Mittelwert der EMT-assoziierten Gene (EMT-Score) 
Neben dem Quotienten aus CDH1 und ZEB1 wurde für jeden Patienten ein EMT-Score ge-

bildet, der sich aus dem Regressionskoeffizienten (Tabelle 39) und den normalisierten relati-

vierten Genexpressionswerten wie folgt zusammensetzt. Es wurden optimale cut-off Werte 

des EMT-Scores in Bezug auf das Überleben bestimmt, die in Tabelle 40 zu finden sind. Ein 

hoher EMT-Score wurde als Surrogat für einen eher mesenchymalen Tumortyp gewertet. 

)BC − DE%!=A =	β95GH15 +	β:20B5 	+ 	βBJ)K15 
Formel 5:  Berechnung des EMT-Scores; β = Regressionskoeffizient 

Tabelle 39:  Regressionskoeffizienten zur Berechnung des EMT-Scores 
Kollektiv  C!(CDH1) C"(VIM) C#(ZEB1) 

Alle Resektate  -0,534 -0,492 0,301 

Resektate ohne neoadjuvante CTx  0,192 -0,744 0,800 

Resektate nach neoadjuvanter CTx  -1,217 -0,007 -0,216 

Biopsien vor neoadjuvanter CTx  -0,241 0,634 0,512 

Tabelle 40:  Median, Minimum, Maximum und optimale cut-off Werte des EMT-Scores 
Kollektiv Minimum Maximum Median  Optimaler cut-off Wert 
Alle Resektate -0,48 1,97 0,64  0,79 
Resektate ohne neoadjuvante CTx -0,87 0,48 0,04  0,12 
Resektate nach neoadjuvanter CTx -0,31 3,09 0,86  1,10 
Biopsien vor neoadjuvanter CTx -2,18 -0,66 -1,62  -1,88 

Im gesamten Kollektiv (pLog-Rank = 0,02; HR, 2,72, 95% KI, 1,38 – 5,35, p < 0,01) und den 

Resektaten nach CTx (pLog-Rank = 0,02; HR, 2,72, 95% KI, 1,57 – 4,70, p < 0,01) war der 
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EMT-Score, wie in Tabelle 41 und Abbildung 22 gezeigt, mit dem Überleben assoziiert. Im 

Kollektiv der CTx-Patienten ging ein hoher Score mit einem medianen Überleben von 15,3 

im Vergleich zu 34 Monaten bei niedrigem Score mit einem besseren Überleben einher.  

Bei Betrachtung der Resektate ohne CTx (pLog-Rank = 0,23) waren keine Assoziationen mit 

dem Überleben zu erkennen.  

Tabelle 41:  Assoziation des EMT-Scores mit dem Gesamtüberleben 

 EMT-
Score n Ereignis 5-JÜ Medianes Überleben [mo] 

(95% KI) p* HR  
(95% KI) p† 

Biopsien vor  
neoadjuvanter CTx 

niedrig 7 3 57,1 n.e. 0,81 2,72  
(0,63 – 11,72) 0,18 

hoch  43 25 38,3 28,6 (8,1 – 49,1) 

Alle Resektate 
niedrig 180 70 52,0 75,8 (n.a.) 

0,02 2,72 
(1,38 – 5,35) < 0,01 

hoch 76 42 25,6 21,0 (14,7-27,3) 

Resektate ohne  
neoadjuvante CTx 

niedrig 63 13 53,7 nicht erreicht 
0,23 2,72  

(0,59 – 12,48) 0,20 
hoch  32 13 70,7 nicht erreicht 

Resektate nach  
neoadjuvanter CTx 

niedrig 115 57 44,3 34,0 (7,4-60,6) 
0,02 2,72  

(1,57 – 4,70) < 0,01 
hoch  46 29 14,8 15,3 (8,9-21,7) 

*p-Wert: Log-Rank Test; †p-Wert: Cox-Regression 

 
Abbildung 22:  Assoziation des EMT-Scores mit dem Gesamtüberleben in a) prätherapeutischen Biopsien  vor 

neoadjuvanter CTx, b) allen Resektaten, c) Resektaten ohne CTx und d) Resektaten nach CTx 
 
4.3.3. 75%-Quantil der CDH1- und ZEB1- Expression  
Eine dritte Methode, um mesenchymal und epithelial differenzierte Tumoren zu identifizieren, 

war es, die Expression von CDH1 gegen die Expression von ZEB1 und VIM in Streudia-

grammen aufzutragen. Wie exemplarisch anhand der Abbildung 23 gezeigt, wurde hier das 

75%-Quantil der CDH1- und ZEB1-Expression für die Bildung dreier Gruppen verwendet. Im 
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Bereich oben links kommen die Tumoren mit mesenchymalem (m) Expressionsmuster vor, 

während jene mit epithelialer (e) Differenzierung im Bereich unten rechts zu finden sind. Die 

beiden Felder oben rechts und unten links bilden die Gruppe der intermediären (i) Tumoren. 

Zum einen wurde die Klassifizierung mit dem 75%-Quantil und dem 70%-Quantil der CDH1- 

und ZEB1-Expression, zum anderen auch mit dem 70%-Quantil der CDH1- und VIM-

Expression durchgeführt. Letztendlich wies das 75%-Quantil der CDH1- und ZEB1-

Expression die höchste Übereinstimmung mit der Laurén-Klassifikation (Abbildung 23) und 

dem Mikrosatellitenstatus (Abbildung 24) auf. Außerdem wurden untersuchte Magenkarzi-

nomzelllinien (Abbildung 23) in die zu erwartenden Gruppen eingeordnet, sodass diese Vor-

gehensweise ausgewählt wurde.  

Die jeweiligen Quantile der Genexpressionen und die Fallzahlen in den Gruppen sind in der 

Tabelle 42 zu finden. 

 
Abbildung 23:  Einordnung der Magenkarzinomzelllinien anhand der 75%-Quantile der CDH1- und ZEB1-

Expression in mesenchymale, intermediäre und epitheliale Subgruppen im gesamten Kollektiv 
und Charakteristika der Magenkarzinomzelllinien (Jang et al., 2017; H. J. Kim et al., 2018) 
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Abbildung 24:  Einordnung der Magenkarzinome anhand der 75%-Quantile der CDH1- und ZEB1-Expression 

in mesenchymale, intermediäre und epitheliale Subgruppen und Verteilung der Mikrosatelliten-
instabilität 

Tabelle 42:  75%-Quantile der CDH1- und ZEB1-Expression und Fallzahlen in den einzelnen Kol-
lektiven bei Einordnung der Tumoren hinsichtlich des 75%-Quantils der Expressionen 

Kollektiv epithelial mesenchymal intermediär 75%-Quantil CDH1 75%-Quantil ZEB1 
Alle Resektate 59 59 138 -0,272 -1,006 
Resektate ohne CTx 21 21 53 -0,259 -1,021 
Resektate nach CTx 37 37 87 -0,275 -1,002 
Biopsien vor CTx 8 8 34 -0,318 -1,034 

 

4.3.3.1. Assoziationen mit dem Gesamtüberleben der Patienten 
Bei Einteilung der Tumoren unter Verwendung des 75%-Quantils der CDH1- und ZEB1-

Expression (Abbildung 25 und Tabelle 43) zeigten sich keine signifikanten, jedoch auffällige 

Assoziationen in allen Resektaten (pLog-Rank = 0,10) und den Resektaten nach CTx. Hier über-

lebten Patienten mit epithelialen Tumoren mit 67,7 Monaten am längsten, gefolgt von den 

intermediären mit 25,3 Monaten und den mesenchymalen Tumoren mit 19,7 Monaten. In der 

univariaten Cox-Regression erwies sich die epitheliale Differenzierung als positiv prognos-

tisch (HR, 0,59, 95% KI, 0,34 – 1,05, p = 0,07). 
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Abbildung 25:  Assoziation der Einordnung hinsichtlich der 75%-Quantile der Expression von CDH1 und ZEB1 

mit dem Überleben in a) prätherapeutischen Biopsien vor CTx, b) allen Resektaten und Resek-
taten c) ohne CTx und c) nach neoadjuvanter CTx 

 
Tabelle 43:  Assoziation der 75%-Quantile der CDH1/ZEB1-Expression mit dem Gesamtüberleben 

 75%-Quantil n Ereignis 5-JÜ Medianes Überleben [mo] 
(95% KI) p* HR  

(95% KI) p† 

Biopsien vor  
neoadjuvanter CTx 

epithelial 8 4 50,0 33,8 (n.a.) 

0,78 

0,69 
(0,20 - 2,34) 0,55 

mesenchymal 8 5 50,0 10,1 (0,0 – 54,9) 1,31  
(0,48 - 3,53) 0,60 

intermediär 34 19 43,7 29,5 (9,0 – 50,0) Ref.  

Alle Resektate 

epithelial 59 22 56,3 nicht erreicht 

0,10 

0,66  
(0,41 - 1,08) 0,10 

mesenchymal 59 29 39,0 23,0 (0,0 - 48,4) 1,24 
(0,80 - 1,94) 0,33 

intermediär 138 61 41,4 32,4 (13,4 - 51,4) Ref.  

Resektate ohne  
neoadjuvante CTx 

epithelial 21 6 62,3 n.e. 

0,54 

0,94  
(0,36 - 2,49) 0,90 

mesenchymal 21 7 45,7 34,3 (n.a.) 1,59  
(0,63 - 3,99) 0,32 

intermediär 53 13 68,7 n.e. Ref.  

Resektate nach  
neoadjuvanter CTx 

epithelial 37 16 52,2 67,7 (n.a.) 

0,13 

0,59  
(0,34 - 1,05) 0,07 

mesenchymal 37 22 36,6 19,7 (0,00 – 53,5) 1,09 
 (0,66 - 1,81) 0,74 

intermediär 87 48 29,8 25,3 (15,1 – 35,5) Ref.  
*p-Wert: Log-Rank Test; †p-Wert: Cox-Regression 

4.3.3.2. Assoziation mit klinischen Charakteristika und dem Chemotherapieanspre-
chen 

In der Resektatgruppe ohne CTx war die Einteilung nach den 75%-Quantilen der CDH1- und 

ZEB1-Expression signifikant mit der Tumorlokalisation, der Laurén-Klassifikation, dem Re-
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sektionsstatus und dem pT-Stadium assoziiert (p < 0,01). Auch in den Resektaten nach CTx 

zeigte die Einteilung eine Assoziation mit der Laurén-Klassifikation (p < 0,01) und mit dem 

pT-Stadium (p = 0,04). In den Biopsien wies die Einteilung einen Zusammenhang mit der 

Tumorlokalisation auf (p < 0,01). 

Die Ergebnisse sind im Anhang in Tabelle A7, A8 und A9 zusammengefasst. 

Wie in Abbildung 26 gezeigt, war die Einteilung nach dem 75%-Quantil der CDH1- und 

ZEB1-Expression in den prätherapeutischen Biopsien vor CTx mit dem Tumorregressions-

grad, unterteilt in Responder und Non-Responder, assoziiert (p = 0,04). In der mesenchyma-

len Subgruppe fanden sich ausschließlich Non-Responder. 

 
Abbildung 26:  Assoziation des 75%-Quantils der CDH1- und ZEB1-Expression mit dem Tumorregressionsgrad 

in prätherapeutischen Biopsien 

4.3.4.  Genexpressionsveränderung zwischen Biopsie und korrespondierendem Re-
sektat 

Nachfolgend wurden die Genexpressionen und die EMT-Klassifikation in 14 Fällen zwischen 

prätherapeutischer Biopsie vor CTx und korrespondierendem Resektat nach CTx verglichen, 

um Genexpressionsveränderungen durch die neoadjuvante Chemotherapie zu erfassen. 

Die VIM- (p = 0,03) und ZEB1- (p = 0,04) Expressionen wiesen einen signifikanten Unter-

schied in den Verteilungen zwischen Biopsie und Resektat auf (Abbildung 27). 

In Abbildung 28 wurde die EMT-Einteilung nach dem 75%-Quantil der CDH1- und ZEB1-

Expression zwischen Biopsie und korrespondierendem Resektat gegenübergestellt. In den 

prätherapeutischen Biospien fanden sich fünf epithelial differenzierte Tumoren, in den Re-

sektaten nach CTx ein epithelial differenzierter Fall. 
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Abbildung 27:  Genexpressionsveränderung von a) CDH1, b) VIM und c) ZEB1 zwischen prätherapeutischer 

Biopsie vor CTx und Resektat nach neoadjuvanter CTx 

 
Abbildung 28:  Vergleich der EMT-Einteilung zwischen prätherapeutischer Biopsie vor CTx und korrespondie-

rendem Resektat nach neoadjuvanter CTx unter Verwendung des 75%-Quantils der CDH1- und 
ZEB1-Expression8 
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4.4. Genexpressionsanalysen auf Proteinebene mittels Immunhisto-

chemie 

Um die ACRG-Klassifikation mit einfachen, routinemäßig angewandten und kostengünstige-

ren Methoden bestimmen zu können, sollte der EMT- und p53-Status neben der Expression 

auf mRNA-Ebene auf Proteinebene mittels Immunhistochemie bestimmt werden.  

4.4.1. Assoziation der immunhistochemischen Analysen mit der Genexpression auf 
mRNA-Ebene 

Die Expressionen der für die EMT-Klassifikation relevanten Gene auf mRNA- und Protein-

ebene wurden zur Vergleichbarkeit der beiden Ansätze gegenübergestellt. 

Die E-Cadherin-Protein- und CDH1-mRNA-Expression sind signifikant miteinander assoziiert 

(p < 0,01; Tabelle 44, Abbildung 29). So befinden sich in der Gruppe mit E-Cadherin-

Expression <50% in den meisten Fällen Tumoren mit CDH1-Expression <50%.  

Tabelle 44:  Assoziation der E-Cadherin-Proteinexpression und CDH1-mRNA-Expression  
  CDH1 mRNA-Expression 
  Resektate ohne CTx n (%) Resektate nach CTx n (%) 
  < 50% > 50% p < 50% > 50% p 

E-Cadherin Proteinexpression 0%/< 50% 12 (12,9) 0 (0) < 0,01 11 (7,2) 1 (0,7) < 0,01 
> 50% 34 (35,8) 47 (50,5)  63 (41,2) 77 (50,3)  

 
Abbildung 29:  Assoziation der E-Cadherin-Proteinexpression und CDH1-mRNA-Expression in Resektaten a) 

ohne und b) nach neoadjuvanter CTx 

4.4.2. Vergleich der p53- und E-Cadherin-Proteinexpression mit NGS-basierten Muta-
tionsanalysen 

Da der p53-Status letztendlich nur auf Proteinebene bestimmt wurde, sollte die Validität der 

immunhistochemischen Analysen durch den Vergleich mit Next Generation Sequencing 

(NGS)-basierten Mutationsanalysen überprüft werden. 

Es wurden an 42 Resektaten ohne CTx im Rahmen der Promotionsarbeit von Meike Kohl-

ruß (2020) NGS-basierte Mutationsanalysen durchgeführt und die Ergebnisse im Vergleich 

zur p53- und E-Cadherin-Proteinexpression in Abbildung 30 dargestellt. 
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Hinsichtlich der p53-Expression zeigten 90% der 42 Resektate ohne CTx übereinstimmende 

Ergebnisse zwischen der Proteinexpression und den NGS-basierten Mutationsanalysen. 

Tumoren mit komplettem Expressionsverlust in der Immunhistochemie wiesen auf DNA-

Ebene eine Stopmutation, Deletion und zwei Spliceside Varianten auf. Eine Überexpression 

ging vor allem mit Missense-Mutationen auf DNA-Ebene einher. 

Die vier diskrepanten Fälle setzen sich wie folgt zusammen: 

• Zwei Fälle mit Wildtyp-Expressionsmuster und Missense-Mutation (p.R282W, 

p.R175H) 

• Ein Fall mit Wildtyp-Expressionsmuster und Spliceside-Mutation 

• Ein Fall mit einer Überexpression und keinem Mutationsnachweis 

Auch in Bezug auf E-Cadherin waren 90% der immunhistochemischen Ergebnisse konkor-

dant mit den Mutationsanalysen. In Fällen mit verminderter Expression oder komplettem Ex-

pressionsverlust wurden Deletionen, eine Spliceside- und eine Missense-Mutation nachge-

wiesen. 

Die vier diskrepanten Fälle setzen sich wie folgt zusammen: 

• Ein Fall mit E-Cadherin-Expression > 50% und Missense-Mutation 

• Ein Fall mit E-Cadherin-Expression > 50% und Deletion 

• Ein Fall mit E-Cadherin-Expression > 50% und Spliceside-Mutation 

• Ein Fall mit Expressionsverlust und keinem Mutationsnachweis 

 
Abbildung 30:  a) p53- und b) E-Cadherin-Proteinexpression und NGS-basierte Mutationsanalysen 
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4.4.3.  Zusammensetzung des Patientenkollektivs für die Genexpressionsanalysen auf 
Proteinebene 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Wie in Abbildung 31 gezeigt, wurden insgesamt 618 Resektate und 140 prätherapeutische 

Biopsien vor neoadjuvanter CTx immunhistochemisch analysiert. Nach der Qualitätskontrolle 

und dem Patientenausschluss aufgrund klinisch-pathologischer Charakteristika bestand das 

Kollektiv aus 567 Resektaten und 132 prätherapeutischen Biopsien. Die Resektate setzten 

sich aus 270 primären Resektaten ohne CTx und 297 Resektaten nach neoadjuvanter CTx 

zusammen.  

Die Patientencharakteristika der untersuchten Kollektive mit deren prognostischer Relevanz 

sind in Tabelle 45 zusammengefasst.  

 

Alle analysierten Fälle in der IHC: 
• Resektate: n = 618 
• Biopsien vor CTx: n = 140 

 

Kein Tumor auf TMA/Schnitt vorhanden: 
• Resektate: n = 24 
• Biopsien vor CTx: n = 5 

 
Ausgewertete Fälle der IHC:  

• Resektate: n = 594 
• Biopsien vor CTx: n = 135 

 

Ausschluss aufgrund eines Gesamtüber-
lebens kleiner gleich einem Monat: 

• Resektate: n = 17 
• Biopsien vor CTx: n = 2 

Keine Adenokarzinome 
• Resektate: n = 10  
• Biopsien vor CTx: n = 1 

 

Resektate: 
n = 567 

Biopsien vor 
CTx: 

n = 132 

Resektate 
ohne CTx: 
n = 270 

Resektate 
nach neoad-
juvanter CTx: 
n = 297 

Abbildung 31:  Flussdiagramm zur Darstellung des Patientenausschlusses der Patientenkollektive für die im-
munhistochemischen Analysen 
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Tabelle 45:  Patientencharakteristika der immunhistochemisch untersuchten Kollektive und Assozia-
tion mit dem Gesamtüberleben 

Patientencharakteristika Biopsien vor CTx 
n (%) 

 Resektate  

p†  ohne CTx * 
n (%) p† nach CTx  

n (%) p†  

Total 132 (100)  270 (100)  297 (100)  
Medianes OS  
(95%KI) [mo] 

48,0  
(30,0 – 66,0)  52,4 

(21,6 – 83,2) 
 31,4 

(21,2 – 41,6)  

Ereignisse OS 70  122  150  
Mediane 
Nachbeobachtungs- 
zeit (95%KI) [mo] 

61,8 
(60,1 – 63,5)  68,9 

(56,5 – 81,3) 
 54,0 

(44,1 – 63,9)  

Alter, in Jahren 
Range 
 

63,4 
(39,5 – 79,1)  68,6 

(32,1 – 90,9) 
 

 60,9 
(28,3 – 81,2)  

Geschlecht 
weiblich 
männlich 

 
33 (25,0) 
99 (75,0) 

 
0,04 

 
89 (33,0) 
181 (67) 

 
0,56 

 
65 (21,9) 
232 (78,1) 

 
0,05 

Lokalisation 
Proximal 
Medial 
Distal 
Linitis 
k.A. 

 
92 (69,7) 
23 (17,4) 
15 11,4) 
2 (1,5) 
0 (0) 

 
< 0,01 

 
103 (38,7) 
65 (24,4) 
83 (31,2) 
15 (5,6) 
4 (1,5) 

 
< 0,01 

 
188 (63,3) 
62 (20,9) 
34 (11,4) 
13 (4,4) 
0 (0) 

 
0,10 

Laurén  
Intestinal 
Nicht-intestinal 

 
68 (51,5) 
64 (48,5) 

 
0,35 

 
145 (53,7) 
125 (46,3) 

 
0,37 

 
175 (78,9) 
122 (41,1) 

 
0,43 

Grading 
G1/2 
G3/4 
k.A. 

 
32 (24,2) 
100 (75,8) 
0 (0) 

 
0,60 

 
67 (24,8) 
202 (74,8) 
1 (0,4) 

 
0,38 

46 (15,5) 
189 (63,6) 
62 (20,9) 

 
0,58 

Resektionsstatus 
R0 
R1/2 
k.A. 

 
113 (85,6) 
18 (13,6) 
1 (0,8) 

 
< 0,01 

 
219 (81,1) 
51 (18,9) 

 
< 0,01 

 
217 (73,1) 
80 (26,9) 

 
< 0,01 

Metastasenstatus 
M0 
M1 
k.A. 

 
95 (72,0) 
32 (24,3) 
5 (3,8) 

 
< 0,01 

 
249 (92,2) 
21 (7,8) 
0 (0) 

 
< 0,01 

 
238 (80,1) 
59 (19,9) 
0 (0) 

 
< 0,01 

Tumorausdehnung 
präoperativ 

cT2 
cT3 
cT4 
k.A. 

 
 
8 (6,1) 
81 (61,4) 
26 (19,7) 
17 (12,9) 

 
< 0,01 

 
 
118 (43,9) 
134 (49,8) 
17 (6,3) 
1 (0,4) 

 
< 0,01 

 
 
13 (4,4) 
252 (85,1) 
31 (10,5) 
1 (0,3) 

 
0,08 

postoperativ 
(y) pT0)  
(y) pT1 
(y) pT2 
(y) pT3 
(y) pT4 
k.A. 

 
8 (6,1) 
12 (9,1) 
19 (14,4) 
71 (53,8) 
21 (15,9) 
1 (0,8) 

 
< 0,01 

0 (0) 
39 (14,4) 
40 (14,8) 
129 (47,8) 
62 (23,0) 

 
< 0,01 

0 (0) 
15 (5,1) 
28 (9,4) 
172 (57,9) 
82 (27,6) 

 
< 0,01 

 
 (y) pT0 
(y) pT1/T2 
(y) pT3/4 
k.A. 

 
8 (6,1) 
31 (23,5) 
92 (69,7) 
1 (0,8) 

 
< 0,01 

 
(0) 
79 (29,3) 
191 (70,7) 
0 (0) 

 
< 0,01 

 
(0) 
43 (14,5) 
254 (85,5) 
0 (0) 

 
< 0,01 

Lymphknotenstatus       
(y) pN0 
(y) pN1/2/3 
k.A. 

58 (43,9) 
73 (55,5) 
1 (0,8) 

< 0,01 
96 (35,6) 
174 (64,4) 
0 (0) 

< 0,01 
78 (26,3) 
219 (73,7) 
0(0) 

< 0,01 

Regressionsgrad 
TRG1 
TRG2 
TRG3 
 

 
44 (33,3) 
40 (30,3) 
48 (36,4) 

 
0,02   

 
0 (0) 
137 (46,1) 
160 (53,9) 

 
< 0,01 

       
TRG1 
TRG2/3 

44 (33,3) 
88 (66,7) <0,01     

*keine Daten für Überlebensanalysen vorhanden (n=1); †p-Wert: Log-Rank Test 

Das Patientenkollektiv stellte ein typisches Kollektiv an Magenkarzinomen dar. So waren der 

Resektions-, Lymphknoten-, Metastasenstatus, die klinische und pathologische Tumoraus-

dehnung und der Tumorregressionsgrad hochsignifikant prognostische Faktoren auf das 
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Gesamtüberleben. Auch die Geschlechterverteilung und der Altersmedian lagen im Bereich 

der zu erwartenden Werte. Weibliche Patienten wiesen ein längeres Überleben auf. Patien-

ten mit proximal lokalisierten Tumoren überlebten signifikant kürzer als jene mit Tumoren im 

mittleren oder distalen Magendrittel. 

Das Kollektiv der prätherapeutischen Biopsien vor CTx und der Resektaten nach CTx bein-

haltete mit mehr als 60% vermehrt proximale Tumoren und mit mehr als 90% fast aus-

schließlich fortgeschrittene Karzinome. Die Resektate nach CTx setzen sich mit 79% aus 

anteilsmäßig vermehrt intestinalen Tumoren zusammen. 

4.4.4. Häufigkeit bzw. Verteilung der Proteinexpression 
Im Folgenden ist die Verteilung der Ergebnisse der Proteinexpression mittels Immunhisto-

chemie für die verschiedenen Antikörper in den primären Resektaten ohne CTx und Resek-

taten nach neoadjuvanter CTx dargestellt. Im Kollektiv der prätherapeutischen Biopsien vor 

neoadjuvanter CTx wurde aufgrund der begrenzten Verfügbarkeit bioptischen Tumorgewe-

bes zunächst nur die p53 Immunhistochemie durchgeführt. Die unterschiedlichen Färbemus-

ter sind durch repräsentative Ausschnitte veranschaulicht (Abbildung 32 - 34). 

4.4.4.1. p53 
In Anlehnung an die Literatur wurde das durch Darb-Esfahani et al. (2016) und Köbel et 

al. (2016) im Mamma- und Ovarialkarzinom beschriebene Auswerteschema gewählt. Es 

wurden drei verschiedene Färbemuster der p53 Immunhistochemie unterschieden. Das Wild-

typexpressionsmuster (WT) ist definiert durch eine nukleäre Expression mit variabler Intensi-

tät in <60% der Tumorzellen (Abbildung 32A). Ein Verlust der p53-Expression (CA) (Abbil-

dung 32B) und eine Überexpression (OE) mit nukleärer Färbung in ³60% der Tumorzellen 

(Abbildung 32C) wurden als Surrogat für ein mutiertes p53 gewertet und im Folgenden als 

solches bezeichnet. 

In fünf Fällen war die Immunhistochemie nicht auswertbar. Wie Tabelle 46 zeigt, wiesen 50% 

der Magenkarzinome ein Wildtyp-Expressionsmuster auf. Eine mutierte Form lag in 49% der 

Fälle vor, wobei 11% einen kompletten Verlust und 38% eine Überexpression zeigten. 

Tabelle 46:  Häufigkeit bzw. Verteilung der Ergebnisse der p53-Proteinexpression 

p53 Biopsien 
vor CTx n (%) 

Resektate n (%) 
gesamt 

ohne neoadjuvante CTx nach neoadjuvanter CTx 

NA 0 (0) 2 (1) 3 (1) 5 (1) 

CA 9 (7) 31 (12) 40 (13) 80 (11) 

WT 70 (53) 144 (53) 136 (46) 350 (50) 

OE 53 (40) 93 (34) 118 (40) 264 (38) 

gesamt 132 (100) 270 (100) 297 (100) 699 (100) 
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Abbildung 32:  p53-Färbemuster: Wildtyp-p53-Expressionsmuster mit <60% nukleärer Färbung mit variabler 

Intensität (WT) (A), kompletter Expressionsverlust (CA) (B) und Überexpression von p53 mit 
³60% nukleärer Färbung mit mittlerer bis starker Intensität (OE) (C) (Darb-Esfahani et al., 2016; 
Köbel et al., 2016) 

4.4.4.2. E-Cadherin 
Wie durch Bronsert et al. (2014) beschrieben lag eine veränderte E-Cadherin-Expression 

vor, wenn weniger als 50% der Tumorzellen eine membranäre Färbung aufwiesen. Hier wur-

de weiterhin unterschieden, ob 0% (Abbildung 33A) oder 1-50% (Abbildung 33B) der Tumor-

zellen E-Cadherin exprimierten. Eine E-Cadherin Wildtypexpression lag vor, wenn mehr als 

50% der Tumorzellen eine membranäre Färbung zeigten (Abbildung 33C). Wie in Tabelle 47 

zu sehen wurden 89,8% der Fälle als Wildtyp klassifiziert, während eine aberrante E-

Cadherinfärbung in 10,3% der Tumoren vorlag. 

Tabelle 47:  Häufigkeit bzw. Verteilung der Ergebnisse der E-Cadherin-Proteinexpression 

E-Cadherin Resektate n (%) 
ohne neoadjuvante CTx nach neoadjuvanter CTx gesamt 

NA 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
0% 22 (8,1) 18 (6,1) 40 (7,1) 
< 50% 11 (4,1) 7 (2,4) 18 (3,2) 
³ 50% 237 (87,8) 272 (91,6) 509 (89,8) 
gesamt 270 (100) 297 (100) 567 (100) 

 

 
Abbildung 33:  Beispiele für die E-Cadherin-Färbemuster: keine membranäre Färbung (A), < 50% membranäre 

Färbung (B) ³50% membranäre Färbung (C) (Bronsert et al., 2014) 

4.4.4.3. Vimentin 
Eine normale Expression von Vimentin lag nach Bronsert et al. (2014) vor, wenn 0% der 

Tumorzellen dieses zytoplasmatisch exprimierten (Abbildung 34A). Dies waren 92,1% der 

Fälle. Als aberrant wurde jede andere Färbung gewertet (Abbildung 34B, C). Diese lag in 

7,6% aller Resektate vor. 

Tabelle 48:  Häufigkeit bzw. Verteilung der Ergebnisse der Vimentin-Proteinexpression 
Vimentin Resektate n (%) 
 ohne neoadjuvante CTx nach neoadjuvanter CTx gesamt 
NA 0 (0) 2 (0,7) 2 (0,9) 
0% 251 (93,0) 271 (91,2) 522 (92,1) 
< 50% 11 (4,1) 12 (4,0) 23 (4,1) 
³ 50% 8 (3,0) 12 (4,0) 20 (3,5) 
gesamt 270 (100) 297 (100) 567 (100) 
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Abbildung 34:  Beispiele für die Vimentin-Färbemuster: keine zytoplasmatische Färbung (A), < 50% zytoplas-

matische Färbung (B) ³50% zytoplasmatische Färbung (C) (Bronsert et al., 2014) 
 
4.4.4.4. ZEB1 
Eine normale Expression von ZEB1 lag nach Bronsert et al. (2014) vor, wenn 0% der Tu-

morzellen dieses nukleär exprimierten (Abbildung 35A). Dies waren 96,6% der Fälle. Als 

aberrant wurde jede andere Färbung gewertet (Abbildung 35B, C). Diese lag in 3,4% aller 

Resektate vor. 

Tabelle 49:  Häufigkeit bzw. Verteilung der Ergebnisse der ZEB1-Proteinexpression 
ZEB1 Resektate n (%) 
 ohne neoadjuvante CTx nach neoadjuvanter CTx gesamt 
NA 0 (0) 2 (0,7) 2 (0,4) 
0% 261 (96,7) 287 (96,6) 548 (96,6) 
1 - 10% 6 (2,2) 6 (2,0) 12 (2,1) 
> 10% 3 (1,1) 2 (0,7) 5 (0,9) 
gesamt 270 (100) 297 (100) 567 (100) 

 
Abbildung 35:  Beispiele für die ZEB1-Färbemuster: keine nukleäre Färbung (A), 1-10% nukleäre Färbung (B) 

> 10% nukleäre Färbung (C) (Bronsert et al., 2014) 

4.4.5.  Korrelation der Proteinexpressionen 
Wie in Tabelle 50 zu sehen, korreliert die p53-Expression mit der E-Cadherin- und Vimentin-

Expression in den Resektaten ohne CTx invers. Hier wies auch E-Cadherin eine gleichge-

richtete Korrelation mit Vimentin und ZEB1 auf. Vimentin ist in beiden Kollektiven gleichge-

richtet mit ZEB1 korreliert. 
 
Tabelle 50:  Korrelation der immunhistochemischen Analysen 

 
Resektate ohne CTx Resektate nach CTx 
r p r p 

p53 und E-Cadherin -0,12 0,05 -0,01 0,86 
p53 und Vimentin -0,11 0,07 0,05 0,36 
p53 und ZEB1 -0,09 0,14 0,07 0,22 
E-Cadherin und Vimentin 0,12 0,05 -0,05 0,43 
E-Cadherin und ZEB1 0,12 0,05 0,10 0,08 
Vimentin und ZEB1 0,19 <0,01 0,10 0,08 
r = Korrelationskoeffizient nach Spearman 
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4.4.6.  Assoziation der Proteinexpressionsanalysen mit Patientencharakteristika  
Die Assoziationen der Proteinexpressionen mit Patientencharakteristika in der Resektat-

gruppe ohne CTx (Tabelle A10), nach neoadjuvanter CTx (Tabelle A11) und in den präthe-

rapeutischen Biopsien vor neoadjuvanter CTx sind im Anhang zu finden (Tabelle A12). Im 

Folgenden werden die auffälligen Ergebnisse gezeigt. 

4.4.6.1. p53 
Wie in Abbildung 36a) und b) veranschaulicht, war die p53-Expression in Resektaten ohne 

CTx und Resektaten nach CTx mit der Tumorlokalisation assoziiert (p < 0,01). So waren 

Überexpressionen und komplette Expressionsverluste vermehrt in proximalen Tumoren zu 

finden.  

Im Kollektiv der Resektate ohne CTx fanden sich vermehrt intestinale Tumoren unter den 

Fällen mit aberranter p53-Expression (p < 0,01; Abbildung 36c). 

Im Kollektiv der Biopsien vor neoadjuvanter CTx ließen sich keine auffälligen Zusammen-

hänge erkennen. 

 
Abbildung 36:  Assoziation der p53-Proteinexpression mit der Lokalisation in Resektaten a) ohne und b)  nach 

CTx und mit den Laurén Subtypen in Resektaten c) ohne und d) nach neoadjuvanter CTx 
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4.4.6.2 E-Cadherin 
Wie Abbildung 37a zeigt, fanden sich in der Resektatgruppe ohne CTx in Fällen mit vermin-

derter E-Cadherin-Expression weniger Tumoren mit distaler Lokalisation als bei hoher Ex-

pression (p = 0,05). In Resektaten nach CTx war kein auffälliger Zusammenhang zu be-

obachten (Abbildung 37b). 

In beiden Kollektiven ging eine verminderte E-Cadherin-Expression mit nicht-intestinalen 

Tumoren nach Laurén einher (p < 0,01; Abbildung 37c, d). 

Die Mehrzahl der weniger fortgeschrittenen Karzinome fand sich in beiden Kollektiven in der 

Gruppe mit hoher E-Cadherin-Expression (p < 0,01; Abbildung 37e, f). 

 

 
Abbildung 37:  Assoziation der E-Cadherin-Expression mit der Lokalisation in Resektaten a) ohne und  b) nach 

CTx, mit den Laurén-Subtypen in Resektaten c) ohne und d) nach CTx und mit dem (y)pT-
Stadium in Resektaten e) ohne und f) nach CTx 
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4.4.7.  Assoziation der p53-Expression mit dem Chemotherapieansprechen 
Im Kollektiv der prätherapeutischen Biopsien vor neoadjuvanter CTx ließ sich hinsichtlich der 

p53-Proteinexpression keine Assoziation mit dem Tumorregressionsgrad erkennen 

(p = 0,62; Abbildung 38). 

Bei Betrachtung der Resektate nach CTx fanden sich in den Fällen mit p53-Wildtyp-

Expressionsmuster vermehrt Tumoren mit TRG3 (p = 0,05; Abbildung 39a).  

Auch in Tumoren mit niedriger E-Cadherin-Expression ließen sich vor allem TRG3 Fälle 

nachweisen, wobei die Unterschiede nicht statistisch signifikant waren (p = 0,14; 

Abbildung 39b). 

 
Abbildung 38:  Assoziation der p53-Proteinexpression mit dem Tumorregressionsgrad in prätherapeutischen 

Biopsien vor neoadjuvanter CTx 

 
Abbildung 39:  Assoziation der a) p53- und b) E-Cadherin-Proteinexpression mit dem Tumorregressionsgrad in 

Resektaten nach neoadjuvanter Chemotherapie  

4.4.8.  Assoziation der p53-Proteinexpression mit dem Gesamtüberleben 
4.4.8.1. Überlebensanalysen in Resektaten und prätherapeutischen Biopsien 
In Abbildung 40 wurde die Assoziation der p53-Proteinexpression mit dem Gesamtüberleben 

in Resektaten ohne und nach CTx dargestellt. In Abbildung 41 und Tabelle 51 wurden die 

Tumoren mit veränderter p53-Expression zusammengefasst. 

Die p53-Expression war in den Resektaten ohne CTx hochsignifikant mit dem Überleben 

assoziiert (pLog-Rank < 0,01; HR, 1,86, 95% KI, 1,27 – 2,72, p < 0,01). Patienten mit aberranter 

p53-Expression im Tumor wiesen ein 5-Jahres-Überleben von 35,5% im Vergleich zu 60% 

bei Wildtyp-p53-Expression auf. 
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In der multivariaten Cox-Regression unter Einschluss von pTNM und R war die p53-

Proteinexpression ein unabhängiger negativer prognostischer Faktor (HR 1,73, 

95% KI, 1,20 – 2,49, p < 0,01) für das Überleben. 

Im Kollektiv der Resektate nach neoadjuvanter CTx zeigte sich keine Assoziation mit dem 

Überleben. 

Hinsichtlich der Biopsien vor CTx zeigte sich keine signifikante Assoziation, es deutete sich 

jedoch ein Überlebensvorteil der Tumoren mit Wildtyp-Expressionsmuster mit 57,1 gegen-

über 36,6 Monaten bei veränderter p53-Expression an (pLog-Rank = 0,15; HR, 1,41, 95% 

KI, 0,88-2,26, p = 0,15; Abbildung 42). 
 

 

Abbildung 40:  Assoziation der p53 -Proteinexpression mit dem Überleben in Resektaten a) ohne CTx und  b) 
nach neoadjuvanter CTx 

 

 
Abbildung 41:  Assoziation der p53-Proteinexpression mit dem Überleben in Resektaten a) ohne CTx und  b) 

nach neoadjuvanter CTx 
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Abbildung 42:  Assoziation der p53-Proteinexpression mit dem Gesamtüberleben in prätherapeutischen Biop-

sien vor neoadjuvanter CTx 

Tabelle 51:  Assoziation der p53-Expression mit dem Gesamtüberleben in den Patientenkollektiven 

Kollektiv TP53 n Ereignis 5-JÜ Medianes Überleben [mo] 
(95% KI) p* HR  

(95% KI) p† 

Biopsien vor  
neoadjuvanter CTx 

CA/OE 62 36 41,5 36,6 (23,2 – 50,0) 0,15 1,41 (0,88 - 2,26) 
0,15 

WT 70 34 45,9 57,1 (37,5 – 76,7) Ref. 

Resektate ohne  
neoadjuvante CTx 

CA/OE 123 72 35,8 29,1 (14,8 – 43,4) 
<0,01 

1,86 (1,27 - 2,72) 
<0,01 

WT 144 50 60,5 nicht erreicht Ref. 

Resektate nach  
neoadjuvanter CTx 

CA/OE 158 82 39,1 31,0 (21,2 – 40,8) 
0,74 1,01 (0,72 - 1,41) 

0,97 
WT 136 65 38,6 35,1 (21,7 – 48,5) Ref. 

*p-Wert: Log-Rank Test; †p-Wert: Cox-Regression 

Tabelle 52:  Multivariate Cox Regression der p53-Proteinexpression und pTNM, R 
Kollektiv Variablen in der Gleichung HR 95% KI p* 

Resektate ohne  
neoadjuvante CTx 

N-Status (Ref. N0) 3,08 1,90 – 5,0 < 0,01 

M-Status (Ref. M0) 2,13 1,12 – 4,08 0,02 

p53-Expression (Ref. Wildtyp-Expression) 1,73 1,20 – 2,49 < 0,01 

R-Status 1,72  1,12 – 2,65 0,01 

Resektate nach  
neoadjuvanter CTx 

M-Status (Ref. M0) 2,75 1,65 – 4,58 < 0,01 

R-Status (Ref. R0) 2,62 1,59 – 4,32 < 0,01 

N-Status (Ref. N0) 2,33 1,18 – 4,60 0,02 
*p-Wert: Cox-Regression 

4.4.8.2. Subgruppenanalysen 
In Subgruppenanalysen in Abhängigkeit vom histopathologischen Typ (intestinal versus nicht 

intestinal; Tabelle A13) und dem klinischen Tumorstadium (cT2 versus cT3/4; Tabelle A14) 

zeigte sich kein Unterschied hinsichtlich der Überlebensanalysen. 

Bei getrennter Analyse nach der Lokalisation des Tumors konnte der Überlebensvorteil bei 

p53-Wildtyp-Expressionsmuster, vor allem in Tumoren ohne CTx mit distaler Lokalisation 

(Tabelle 53 und Abbildung 43) beobachtet werden. In der Resektatgruppe nach CTx war in 

keiner Lokalisation ein Überlebensunterschied hinsichtlich der p53-Expression zu erkennen 

(Tabelle A16). 
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Tabelle 53:   Assoziation der p53-Proteinexpression mit dem Gesamtüberleben in Resektaten ohne 
neoadjuvante CTx in Abhängigkeit von der Lokalisation 

Lokalisation TP53 n Ereignis 5-JÜ Medianes Überleben [mo] 
(95% KI) p* HR  

(95% KI) p† 

proximal 
CA/OE 62 40 34,8 29,1 (6,6 – 51,6) 

0,26 
1,08 (0,78 - 1,51) 

0,64 
WT 41 22 47,9 39,1 (0,0 – 107,8) Ref. 

medial 
CA/OE 29 15 41,5 51,0 (13,9 – 88,1) 

0,09 
1,35 (0,82 - 2,22) 

0,24 
WT 50 15 62,3 102,7 (n.a.) Ref. 

distal 
CA/OE 31 17 29,1 26,8 (15,2 – 38,4) 

<0,01 
2,20 (1,16 - 4,17) 

0,02 
WT 50 12 70,0 nicht erreicht Ref. 

*p-Wert: Log-Rank Test; †p-Wert: Cox-Regression 

 
Abbildung 43:  Assoziation der p53-Proteinexpression mit dem Gesamtüberleben der Resektate ohne CTx in 

a) proximalen, b) medialen und c) distalen Magenkarzinomen 
 
Hinsichtlich der Biopsien vor CTx wurden Subgruppenanalysen in Abhängigkeit von der Lo-

kalisation (Tabelle 54 und Abbildung 44) und dem Tumorregressionsgrad (Tabelle 55 und 

Abbildung 45) durchgeführt.  

Ähnlich zu den Resektaten ohne CTx zeigte sich auch im Kollektiv der Biopsien vor CTx eine 

Assoziation der p53-Expression mit dem Überleben der Patienten vor allem in distalen Tu-

moren (pLog-Rank p = 0,05; Tabelle 54; Abbildung 44). 

In der Subgruppe der resezierten Tumoren mit TRG3 nach CTx ließ sich ebenfalls ein Über-

lebensvorteil bei p53-Wildtyp-Expression erkennen (pLog-Rank = 0,05; Tabelle 55; Abbil-

dung 45).  
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Tabelle 54:  Assoziation der p53-Proteinexpression mit dem Gesamtüberleben in prätherapeutischen 
Biopsien vor CTx in Abhängigkeit von der Lokalisation 

Lokalisation p53 n Ereignis 5-JÜ Medianes Überleben [mo] 
(95% KI) p* HR  

(95% KI) p† 

proximal 
CA/OE 36 23 42,0 37,9 (7,8 – 68,0) 

0,58 1,17 (0,68 - 2,02) 
0,58 

WT 49 29 38,9 44,6 (17,5 – 71,8) Ref. 

medial 
CA/OE 17 8 42,9 27,4 (0,0 – 63,1) 

0,45 1,56 (0,49 - 4,92) 
0,45 

WT 8 5 50,0 nicht erreicht Ref. 

distal 
CA/OE 10 3 0,0 21,9 (n.a.) 

0,05 8,42 (0,71 - 99,5) 
0,09 

WT 5 2 64,3 nicht erreicht Ref. 
*p-Wert: Log-Rank Test; †p-Wert: Cox-Regression 

 
Tabelle 55:  Assoziation der p53-Proteinexpression mit dem Gesamtüberleben in prätherapeutischen 

Biopsien vor CTx in Respondern und Nonrespondern 

Lokalisation p53 n Ereignis 5-JÜ Medianes Überleben [mo] 
(95% KI) p* HR  

(95% KI) p† 

TRG1  
(Responder) 

CA/OE 22 8 61,6 nicht erreicht 
0,79 0,87 (0,31 - 2,40) 

0,87 
WT 22 7 50,9 nicht erreicht Ref. 

TRG2/3  
(Nonresponder) 

CA/OE 40 29 32,1 21,9 (9,5 - 34,3) 
0,10 1,71 (1,01 - 2,89) 

0,05 
WT 48 26 43,2 48,1 (20,6 - 75,6) Ref. 

*p-Wert: Log-Rank Test; †p-Wert: Cox-Regression 

 
Abbildung 44:  Assoziation der p53-Proteinexpression mit dem Gesamtüberleben der prätherapeutischen Biop-

sien vor CTx in Abhängigkeit von der Lokalisation in a) proximale, b) mediale und c) distale Ma-
genkarzinome 
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Abbildung 45:  Assoziation der p53-Proteinexpression mit dem Gesamtüberleben der prätherapeutischen Biop-

sien vor CTx in a) TRG1 (Responder) und TRG2/3 (Nonresponder) Tumoren 

4.4.9. Assoziation der EMT-assoziierten Proteine mit dem Gesamtüberleben 
4.4.9.1. E-Cadherin 
In Tabelle 56 und Abbildung 46 ist die Assoziation der E-Cadherin-Proteinexpression mit 

dem Gesamtüberleben der Patienten dargestellt.  

Es zeigte sich ein Überlebensnachteil bei niedriger E-Cadherin-Expression in der Resektat-

gruppe nach CTx (pLog-Rank = 0,02; HR, 1,93, 95% KI, 1,13 – 3,30, p = 0,02). 

In den Resektaten ohne CTx deutete sich ein Überlebensvorteil bei niedriger E-Cadherin-

Expression an (pLog-Rank = 0,10; HR, 0,63, 95% KI 0,33 – 1,21, p = 0,17). 

Sowohl in Resektaten ohne CTx (HR, 0,52, 95% KI 0,28 – 0,97, p = 0,04) als auch in den 

jenen nach CTx (HR, 2,04, 95% KI 1,18 – 3,40, p = 0,01) wurde die E-Cadherin-Expression 

als unabhängiger prognostischer Faktor für das Überleben in die multivariate Analyse aufge-

nommen (Tabelle 57). In beiden Kollektiven wiesen Patienten mit 0% E-Cadherin Expression 

ein längeres Überleben als jene mit einer Expression zwischen 1-50% auf. 

 
Abbildung 46:  Assoziation der E-Cadherin-Expression mit dem Gesamtüberleben in Resektaten a) ohne und  

b) nach neoadjuvanter Chemotherapie 
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Tabelle 56:  Assoziation der E-Cadherin-Proteinexpression mit dem Gesamtüberleben der Patienten 
in den Patientenkollektiven 

Kollektiv E-Cadherin n Ereignis 5-JÜ Medianes Überleben [mo] 
(95% KI) p* HR  

(95% KI) p† 

Resektate ohne  
neoadjuvante CTx 

0%/< 50% 33 11 69,4 nicht erreicht 
0,10 0,63 (0,33 - 1,21) 

0,17 > 50% 236 111 45,9 46,3 (18,9 – 73,7) Ref. 

Resektate nach  
neoadjuvanter CTx 

0%/< 50% 25 15 29,0 23,8 (1,5 -46,1) 
0,02 1,93 (1,13 - 3,30) 

0,02 > 50% 272 135 39,3 35,1 (24,6 – 45,6) Ref. 
*p-Wert: Log-Rank Test; †p-Wert: Cox-Regression 

Tabelle 57:  Multivariate Cox Regression der E-Cadherin-Proteinexpression und (y)pTNM, R 
Kollektiv Variablen in der Gleichung HR 95% KI p* 

Resektate ohne  
neoadjuvante CTx 

N-Status (Ref. N0) 3,46 2,14 – 5,60 < 0,01 

M-Status (Ref. M0) 2,17 1,13 – 4,15 0,02 

R-Status (Ref. R0) 1,68 1,09 – 2,60 0,02 

E-Cadherin Proteinexpression (Ref. <50%) 0,52 0,28 – 0,97 0,04 

Resektate nach  
neoadjuvanter CTx 

R-Status (Ref. R0) 2,26 1,57 – 3,25 < 0,01 

N-Status s (Ref. N0) 2,78 1,75 – 4,44 < 0,01 

M-Status  (Ref. M0) 1,77 1,22 – 2,59 < 0,01 

E-Cadherin Proteinexpression (Ref. > 50%) 2,04 1,18 – 3,40 0,01 
*p-Wert: Cox-Regression 

4.4.9.2. Vimentin 
Die Assoziation der Vimentin-Proteinexpression mit dem Gesamtüberleben der Patienten ist 

in Tabelle 58 und Abbildung 47 dargestellt. Es deutet sich in den Resektaten ohne CTx ein 

negativer prognostischer Wert bei hoher Vimentin Expression an (pLog-Rank = 0,08; HR, 1,67, 

95% KI, 0,85 – 3,34, p = 0,14). 

Außerdem wurde die Vimentin-Expression als negativer unabhängiger prognostischer Faktor 

für das Gesamtüberleben in die multivariate Analyse aufgenommen (HR, 2,31, 

95% KI, 1,19 - 4,46, p = 0,01; Tabelle 59). 

 
Abbildung 47:  Assoziation der Vimentin-Expression mit dem Gesamtüberleben in Resektaten a) ohne und  b) 

nach neoadjuvanter Chemotherapie 
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Tabelle 58:  Assoziation der Vimentin-Proteinexpression mit dem Gesamtüberleben in den Patienten-

kollektiven 

Kollektiv Vimentin n Ereignis 5-JÜ Medianes Überleben [mo] 
(95% KI) p* HR  

(95% KI) p† 

Resektate ohne  
neoadjuvante CTx 

0% 251 112 49,9 54,8 (24,5 – 85,1) 
0,08 Ref. 

0,14 < 50%/> 50% 18 10 38,9 13,4 (0,1 – 30,3) 1,67 (0,85 - 3,34) 

Resektate nach  
neoadjuvanter CTx 

0% 271 139 38,1 31,1 (24,3 – 37,9) 
0,42 Ref. 

0,42 < 50%/> 50% 24 10 41,3 58,2 (9,0 – 107,4) 0,77 (0,40 - 1,46) 
*p-Wert: Log-Rank Test; †p-Wert: Cox-Regression 

Tabelle 59:  Multivariate Cox Regression der Vimentin-Proteinexpression und pTNM, R 
Kollektiv Variablen in der Gleichung HR 95% KI p* 

Resektate ohne  
neoadjuvante CTx 

N-Status (Ref. N0) 3,52 2,18 – 5,70 < 0,01 

M-Status (Ref. M0) 2,20 1,15 – 4,20 0,02 

Vimentin Proteinexpression (Ref. 0%) 2,31 1,19 – 4,46 0,01 

R-Status (Ref. R0) 1,68 1,08 – 2,60 0,02 

Resektate nach  
neoadjuvanter CTx 

R-Status (Ref. R0) 2,27 1,57 – 3,26 < 0,01 

N-Status (Ref. N0) 2,79 1,75 – 4,45 < 0,01 

M-Status (Ref. M0) 1,71 1,18 – 2,29 < 0,01 
*p-Wert: Cox-Regression 

4.4.9.3. ZEB1 
Die Assoziation der ZEB1-Proteinexpression mit dem Überleben ist in Abbildung 48 und Ta-

belle 60 dargestellt und zeigte keine Auffälligkeiten. Die Aussagekraft ist aufgrund der gerin-

gen Anzahl an Fällen mit einer positiven Expression begrenzt. 

 
Abbildung 48:  Assoziation der ZEB1- Expression mit dem Gesamtüberleben in Resektaten a) ohne und  b) 

nach neoadjuvanter Chemotherapie 

Tabelle 60:  Assoziation der ZEB1-Proteinexpression mit dem Gesamtüberleben in den Patientenkol-
lektiven 

 ZEB1 n Ereignis 5-JÜ Medianes Überleben [mo] 
(95% KI) p* HR  

(95% KI) p† 

Resektate ohne  
neoadjuvante CTx 

0% 260 120 48,0 50,0 (19,2 – 80,8) 
0,23 Ref. 

0,14 
>0% 9 2 77,8 nicht erreicht 0,22 (0,03 - 1,61) 

Resektate nach  
neoadjuvanter CTx 

0% 287 145 38,4 32,2 (21,7 – 42,7) 
0,94 Ref. 

0,43 
>0% 8 4 42,9 23,1 (5,9 - 40,3) 1,49 (0,56 - 4,05) 

*p-Wert: Log-Rank Test; †p-Wert: Cox-Regression 
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4.5. ACRG-Klassifikation 
Die Tumoren wurden nun, wie in Abbildung 49 dargestellt, analog der ACRG-Klassifikation 

eingeteilt. Als erste Gruppe wurden die Fälle mit Mikrosatelliteninstabilität identifiziert. Die 

EMT-Gruppe wurde zum einen mittels qPCR auf mRNA-Ebene an 250 Resektaten und 23 

prätherapeutischen Biopsien wie unter Punkt 4.3.3. bestimmt. Zum anderen wurde die E-

Cadherin Immunhistochemie als Surrogat für den EMT-Subtyp unter Punkt 4.5.2. an 532 

Resektaten verwendet. 

Die weiteren Tumoren wurden in Abhängigkeit von der p53-Proteinexpression eingeteilt. Un-

terschieden wurden Fälle mit p53-Wildtyp-Expression und damit erhaltener p53-Aktivität 

(TP53+) und jene mit einer Überexpression oder komplettem Expressionsverlust entspre-

chend einem p53-Funktionsverlust (TP53-).  

Nach beiden Einteilungen stellten Tumoren mit aberranter p53-Expression den häufigsten 

Subtyp dar, gefolgt von jenen mit p53-Wildtypexpression. Im Unterschied zur Klassifikation 

auf mRNA-Ebene zeigte sich nach der proteinbasierten Klassifikation ein geringerer Anteil an 

EMT-Tumoren und ein größerer Anteil an Tumoren mit aberranter p53-Expression. 

Die ACRG-Klassifikation mittels mRNA-basierter Genexpressionsanalysen konnte im Kollek-

tiv der prätherapeutischen Biopsien vor CTx (n=50) ausschließlich an 23 Fällen vorgenom-

men werden, da nur in diesen Fällen immunhistochemische Analysen zur Bestimmung des 

p53-Status aufgrund der begrenzten Verfügbarkeit bioptischen Gewebes möglich waren.  
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Abbildung 49:  Vergleich der Häufigkeiten der Subgruppen der molekularen ACRG-Klassifikation nach Cristes-

cu et al. (2015) mit den in der vorliegenden Arbeit angewandten Klassifikationsschemata 

4.5.1. Einteilung der EMT-Typen auf mRNA-Ebene  
Wie unter Punkt 4.3.3. bereits beschrieben, wurden die Tumoren auf mRNA-Ebene nach 

dem 75%-Quantil der CDH1/ZEB1-Expression eingeteilt. 

4.5.1.1. Verteilung und Häufigkeit der Subtypen 
In Tabelle 61 sind die Häufigkeiten und Verteilungen der Subtypen der ACRG-Klassifikation 

bei Einteilung der EMT-Subgruppe auf mRNA-Ebene getrennt in Resektaten ohne und nach 

neoadjuvanter Chemotherapie und in den prätherapeutischen Biopsien vor CTx dargestellt.  
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Tabelle 61:  ACRG-Klassifikation: Fallzahlen in den einzelnen Kollektiven bei Einordnung der EMT-
Tumoren hinsichtlich des 75%-Quantils der CDH1/ZEB1-Expression 

  Anzahl Tumoren n (%) 
Subtypen Biopsien vor CTx Resektate ohne neoadjuvante CTx Resektate nach neoadjuvanter CTx 
MSI 3 (13,0) 9 (9,7) 11 (7,0) 
EMT 2 (8,7) 21 (22,6) 37 (23,6) 
TP53+ (wt) 4 (17,4) 32 (34,4) 43 (21,7) 
TP53- (mut) 14 (60,9) 31 (33,3) 66 (42,0) 
gesamt 23 (100) 93 (100) 157 (100) 
NA 17 (34,0) 2 (2) 4 (2,5) 

 

4.5.1.2. Assoziation der ACRG-Klassifikation mit dem Überleben 
In Tabelle 62 und Abbildung 50 ist die Assoziation der ACRG-Klassifikation auf mRNA-

Ebene mit dem Überleben dargestellt. Es zeigte sich in beiden Kollektiven eine deutliche 

Trennung der Überlebenskurven. In der Resektatgruppe ohne CTx überlebten Patienten mit 

MSI-Tumoren  (HR, 0,71, 95% KI, 0,17 – 3,02, p = 0,65) und p53-Wildtyp-Expression (HR, 

42, 95% KI, 0,16 – 1,10, p = 0,08) am längsten und erreichten das mediane Überleben nicht. 

Tumoren mit aberranter p53-Expression mit einem medianen Überleben von 35,3 Monaten 

(HR, 1,14, 95% KI, 0,94 – 1,38, p=0,19), gefolgt von Tumoren der EMT-Subgruppe mit 34,3 

Monaten (HR, 1,25, 95% KI, 0,81 – 1,92, p = 0,32) wiesen das kürzeste Überleben auf. 

Im Kollektiv der Resektate nach CTx konnten ähnliche Ergebnisse beobachtet werden. So 

wiesen Patienten mit MSI-Tumoren (HR, 0,51, 95% KI, 0,19 – 1,38, p = 0,10) das längste 

Überleben auf, gefolgt von Patienten mit p53-Wildtyp-Karzinomen mit 35,6 Monaten 

(HR, 0,75, 95% KI, 0,44 – 1,27, p = 0,28), jenen mit p53-Verlust mit 26,7 Monaten (HR, 1,19, 

95% KI, 0,77 – 1,84, p = 0,43) und jenen mit EMT-Tumoren mit 19,7 Monaten (HR, 1,34, 

95% KI, 0,82 – 2,18, p = 0,25). In die multivariate Analyse wurde die ACRG-Klassifikation 

nicht aufgenommen (Tabelle 63). 

Aufgrund des ähnlichen Überlebens der MSI+- und TP53+-Gruppe sowie des TP53-- und 

EMT-Subtyps wurden die Gruppen in Abbildung 51 zusammengefasst (pLog-Rank = 0,04; 

pLog-Rank = 0,07). 

Die Überlebensanalysen im Kollektiv der prätherapeutischen Biopsien vor CTx zeigten kei-

nen signifikanten Unterschied (pLog-Rank = 0,76). Aufgrund der geringen Fallzahlen in den 

Subgruppen ist eine Aussage jedoch nur sehr eingeschränkt möglich. 
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Abbildung 50:  Assoziation der ACRG-Klassifikation auf mRNA-Ebene mit dem Überleben in Resektaten 

a) ohne  und  b) nach neoadjuvanter Chemotherapie 

 
Abbildung 51:  Assoziation der ACRG-Klassifikation auf mRNA-Ebene mit dem Überleben in Resektaten 

a) ohne und  b) nach neoadjuvanter Chemotherapie 

Tabelle 62:  Assoziation der ACRG-Klassifikation mit der EMT-Subgruppe auf mRNA-Ebene mit dem 
Gesamtüberleben in den Patientenkollektiven 

Kollektiv Subtypen n Ereignis 5-JÜ Medianes Überleben [mo] 
(95% KI) p* HR  

(95% KI) p† 

Resektate ohne  
neoadjuvante CTx 

MSI 9 2 75,0 not reached 

0,23 

0,71 (0,17 - 3,02) 0,65 
EMT 21 7 45,7 34,3 (n.a.) 1,25 (0,81 - 1,92) 0,32 
TP53+ (wt) 32 5 74,8 not reached 1,14 (0,94 - 1,38) 0,19 
TP53- (mut) 31 12 49,6 35,3 (n.a.) 0,42 (0,16 - 1,10) 0,08 

Resektate nach  
neoadjuvanter CTx 

MSI 11 4 63,6 not reached 

0,27 

0,51 (0,19 - 1,38) 0,18 
EMT 37 22 36,6 19,7 (1,1 – 53,5) 1,34 (0,82 - 2,18) 0,25 
TP53+ (wt) 43 17 46,6 35,6 (n.a.) 1,19 (0,77 - 1,84) 0,43 
TP53- (mut) 66 39 30,5 26,7 ( 19,3 – 34,1) 0,75 (0,44 - 1,27) 0,28 

*p-Wert: Log-Rank Test; †p-Wert: Cox-Regression 

Tabelle 63:  Multivariate Cox-Regression der ACRG-Subgruppen auf mRNA-Ebene und pTNM, R 
Kollektiv Variablen in der Gleichung HR 95% KI p* 

Resektate ohne neoadjuvante CTx R-Status (Ref. R0) 4,98 2,19 – 11,34 <0,01 

Resektate nach neoadjuvanter CTx 

N-Status (Ref. N0) 2,50 1,27 – 4,92 <0,01 

M-Status (Ref. M0) 2,78 1,69 – 4,55 <0,01 

R-Status (Ref. R0) 2,58 1,58 – 4,20 <0,01 
*p-Wert:  Cox-Regression 
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4.5.1.3. Assoziation der ACRG-Klassifikation mit Patientencharakteristika und dem 
Ansprechen auf eine neoadjuvante Chemotherapie 

Auffällige Assoziationen mit Patientencharakteristika zeigte die ACRG-Klassifikation auf 

mRNA-Ebene in beiden Kollektiven hinsichtlich der Tumorlokalisation, dem pT-Stadium und 

der Laurén-Klassifikation (Abbildung 52). 

Wie in Abbildung 52c) und d) zu sehen ist, fanden sich in der Resektatgruppe ohne 

(p < 0,01) und nach neoadjuvanter Chemotherapie (p = 0,05) in der Gruppe der MSI- und 

TP53--Tumoren vor allem intestinale Karzinome, während der EMT-Subtyp zum überwiegen-

den Anteil nicht-intestinale Tumoren beinhaltete. 

In Resektaten ohne CTx zeigte die Klassifikation eine auffällige Assoziation mit dem N- und 

M-Status (Abbildung 52g, h). So wiesen MSI- und TP53+-Tumoren in der Mehrheit keine 

Lymphknoten- (p = 0,02) und Fernmetastasen (p = 0,02) auf, wohingegen in der TP53-- und 

EMT-Subgruppe Entgegengesetztes zu beobachten war. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle A17 und A18 im Anhang zusammengefasst. 
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Abbildung 52:  Assoziation der ACRG-Subgruppen mit der Lokalisation, der Laurén-Klassifikation und dem T-

Stadium in Resektaten a), c), d) ohne und b), d), e) nach neoadjuvanter CTx; 
Assoziation mit dem g) Lymphknoten- und h) Metastasenstatus in Resektaten ohne CTx 

 

MSI EMT TP53- (mut) TP53+ (wt)
0

50

100

intestinal
nicht-intestinal

n=8

n=19

n=13

n=9

n=22

n=18

n=3n=1

p < 0,01

%
 T

um
or

en

MSI EMT TP53- (mut) TP53+ (wt)
0

50

100

n=12

p < 0,01

n=31

n=23

n=43n=25

n=12
n=3

n=8

%
 T

um
or

en

MSI EMT TP53- (mut) TP53+ (wt)
0

50

100

(y)pT1/2
(y)pT3/4

n=14

n=18
n=19

n=12

n=19

n=2

n=7

n=2

p < 0,01

%
 T

um
or

en

MSI EMT TP53- (mut) TP53+ (wt)
0

50

100

n=34

p < 0,01

n=9

n=60

n=6

n=35

n=2

n=8

n=3%
 T

um
or

en

MSI EMT TP53- (mut) TP53+ (wt)
0

50

100

pN0
pN1/2/3

n=11

p =0,02

n=21n=21

n=10

n=15

n=6

n=5

n=4

%
 T

um
or

en

MSI EMT TP53- (mut) TP53+ (wt)
0

50

100

M0
M1

p =0,02

n=9

n=2

n=30

n=9

n=22

n=7

n=14

n=0

%
 T

um
or

en

f)e)

d)c)

b)a)

MSI EMT TP53- (mut) TP53+ (wt)
0

50

100

proximal
nicht proximal

p < 0,01

n=3

n=30

n=1

n=18

n=12

n=18

n=3

n=6

%
 T

um
or

en

MSI EMT TP53- (mut) TP53+ (wt)
0

50

100 p = 0,01

n=4
n=19

n=24

n=15

n=51

n=13

n=24n=7

%
 T

um
or

en

g) f)



80 

Wie bereits unter Punkt 4.5. beschrieben, konnte die ACRG-Klassifikation auf mRNA-Ebene 

an 23 Fällen im Kollektiv der prätherapeutischen Biopsien vor CTx angewandt werden. Es 

zeigte sich, wie in Abbildung 53a) dargestellt, keine Assoziation mit dem Tumorregressions-

grad (p = 0,41). Es waren jedoch keine Responder in der EMT- und p53-Wildtyp-Subgruppe 

zu finden, wobei die Aussagekraft im Anbetracht der geringen Fallzahl sehr begrenzt ist. 

Hinsichtlich der Resektate nach CTx zeigte sich kein signifikanter (p = 0,12) Zusammenhang 

mit dem Tumorregressionsgrad. Es ließ sich jedoch erkennen, dass Patienten mit MSI-

Tumoren vor allem den Tumorregressionsgrad 3 aufwiesen und EMT-Patienten den Tumor-

regressionsgrad 2 (Abbildung 53b). 

 
Abbildung 53:  Assoziation der ACRG-Subgruppen mit dem Tumorregressionsgrad in a) prätherapeutischen 

Biopsien vor CTx und in b) Resektaten nach neoadjuvanter Chemotherapie 
 

4.5.2.   Einteilung der EMT Subgruppe nach der E-Cadherin Proteinex-

pression 

Die E-Cadherin-Proteinexpression wurde als Surrogat für die Einteilung in die EMT-Gruppe 

auf Proteinebene gewählt. Im Folgenden wurde die ACRG-Klassifikation am Gesamtkollektiv 

angewandt. Die Fallzahl aberranter Vimentin- und ZEB1-Expressionen war so gering, dass 

diese nicht mit in die Klassifikation des EMT-Subtyps aufgenommen wurden. 

4.5.2.1. Verteilung und Häufigkeit der Subtypen 
Im Folgenden finden sich die Häufigkeiten und Verteilungen (Tabelle 64) der ACRG-

Subtypen mit der EMT-Einordnung auf Proteinebene.  

In 237 Fällen lag die ACRG-Klassifikation auf mRNA- und Proteinebene vor. Auf mRNA-

Ebene wurden 53 Fälle, auf Proteinebene 22 dieser 237 Tumoren als EMT klassifiziert. In 

acht Fällen wurden die Tumoren von beiden Methoden als EMT eingeordnet.  

 

MSI EMT TP53- (mut) TP53+ (wt)
0

50

100

TRG1
TRG2/3

p = 0,41

n=1

n=4

n=0

n=9

n=5

n=2

n=0

n=2

%
 T

um
or

en

MSI EMT TP53- (mut) TP53+ (wt)
0

50

100

TRG2
TRG3

n=26

p = 0,12

n=17n=28

n=38

n=17
n=20

n=8

n=3%
 T

um
or

en

a) b)



81 

Tabelle 64:  Fallzahlen der ACRG-Klassifikation bei Einordnung der EMT-Tumoren auf Proteinebe-
ne in den Patientenkollektiven 

 Anzahl Resektate n (%)                                                                             
Subtypen Resektate ohne neoadjuvante CTx Resektate nach neoadjuvanter CTx 
MSI 35 (14,1) 24 (8,6) 
EMT 25 (10,0) 21 (7,6) 
TP53+ (wt) 89 (35,7) 98 (35,3) 
TP53- (mut) 100 (40,2) 135 (48,5) 
gesamt 249 (100) 278 (100) 
NA 41 (14,1) 48 (14,7) 

 

4.5.2.2. Assoziation der ACRG-Klassifikation mit dem Überleben 
Es zeigte sich in der Resektatgruppe ohne (p < 0,01) und nach neoadjuvanter CTx (p=0,02) 

eine Assoziation der ACRG-Klassifikation mit dem Gesamtüberleben der Patienten 

(Tabelle 65). In den Resektaten ohne CTx wiesen Patienten mit EMT-Tumoren mit einem 5-

Jahres-Überleben von 68%, gefolgt von jenen mit MSI-Tumoren mit 66%, den TP53+-Fällen 

mit 54% und den TP53--Patienten mit 36% das längste Überleben auf. Hinsichtlich der Re-

sektate nach CTx überlebten Patienten mit MSI-Tumoren mit einem 5-Jahres-Überleben von 

59% am längsten, vor den TP53-- mit 41%, den TP53+- mit 36% und den EMT-Tumoren mit 

24%. 

Tabelle 65:  Assoziation der ACRG-Klassifikation auf Proteinebene  mit dem Gesamtüberleben in den 
Patientenkollektiven 

Kollektiv Subtypen n Ereignis 5-JÜ Medianes Überleben [mo] 
(95% KI) p* HR  

(95% KI) p† 

Resektate ohne  
neoadjuvante CTx 

MSI 35 13 66,2 nicht erreicht 

<0,01 

0,71 (0,40 - 1,27) 0,25 
EMT 25 8 68,0 nicht erreicht 0,64 (0,31 - 1,32) 0,23 
TP53+ (wt) 89 32 53,9 102,7 (n.a.) 0,71 (0,47 - 1,07) 0,10 
TP53- (mut) 100 58 36,0 27,9 (13,5 – 42,3) 1,92 (1,32 - 2,78) <0,01 

Resektate nach  
neoadjuvanter CTx 

MSI 24 8 58,5 nicht erreicht 

0,02 

0,55 (0,27 - 1,13) 0,10 
EMT 21 14 23,7 13,5 (0,0 – 28,8) 2,17 (1,25 - 3,78) <0,01 
TP53+ (wt) 98 49 36,2 32,4 (24,7 – 40,1) 1,00 (0,71 - 1,42) 0,97 
TP53- (mut) 135 69 40,6 31,4 (16,4 – 46,4) 0,92 (0,66 - 1,28) 0,62 

*p-Wert: Log-Rank Test; †p-Wert: Cox-Regression 

 
Abbildung 54:  Assoziation der ACRG-Klassifikation auf Proteinebene mit dem Überleben in Resektaten 

a) ohne und b) nach neoadjuvanter CTx 
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4.6.  Modifizierte ACRG-Klassifikationen 

4.6.1. Verteilung und Häufigkeiten der Subgruppen nach den modifizierten ACRG-
Klassifikationen 

Mehrere Arbeitsgruppen entwickelten bereits Methoden zur Vereinfachung der ACRG-

Klassifikation, um sie in der Routinediagnostik anwenden zu können.  

Ahn et al. (2017) konnten die molekulare Klassifikation an primären Magenkarzinomen ohne 

CTx mit immunhistochemischen Analysen und in-situ Hybridisierung unter Hinzunahme des 

EBV+-Subtyps reproduzieren. Auch Setia et al. (2016) und Koh et al. (2019) wandten die 

ACRG-Klassifikation mit zusätzlichem EBV+-Subtyp an primären Karzinomen ohne CTx an. 

Analog zu diesen Arbeiten wurde eine modifizierte ACRG-Klassifikation mit zusätzlicher 

EBV+-Subgruppe analysiert. Außerdem wurde eine weitere Variante unter Hinzunahme des 

EBV+- und MSI-L-Subtyps betrachtet (Abbildung 55). Die Daten bezüglich der MSI-L-

Tumoren wurden bereits in der Arbeit Kohlruss, Grosser et al. (2019) veröffentlicht. 

Die Häufigkeiten der modifizierten ACRG-Klassifikationen sind in Tabelle 66 dargestellt.  

 

 
Abbildung 55:  Klassifikationsschema und Häufigkeiten der Subgruppen der modifizierten molekularen Klassifi-

kation nach ACRG mit zusätzlicher EBV+- und MSI-L-Subgruppe 
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Tabelle 66:  Häufigkeiten und Verteilung der Subgruppen der modifizierten ACRG-Klassifikationen 
 Anzahl Tumoren (%) 

Subgruppen Resektate ohne neoadjuvante CTx Resektate nach neoadjuvanter CTx 

EBV+ 7 (2,8)/7 (2,8)* 16 (5,7)/16 (5,7)* 

MSI-H 35 (14,0)/35 (13,8)* 24 (8,6)/24 (8,5)* 

MSI-L 0 (0)/14 (5,5)* 13 (4,6)* 

EMT 24 (9,6)/24 (9,5)* 19 (6,7)/18 (6,4)* 

TP53+ 85 (34,0)/83 (32,8)* 87 (31,1)/83 (29,5)* 

TP53- 99 (39,6)/90 (35,6)* 134 (47,9)/127 (45,2)* 

gesamt 250 (100)/253 (100)* 280 (100)/281 (100)* 

NA 40 (13,8)/37 (12,8)* 45 (13,8)/44 (13,5)* 

*Fallzahlen der ACRG-Klassifikation mit MSI-L-Subgruppe 

4.6.2. Assoziation der modifizierten ACRG-Klassifikationen mit dem Gesamtüberleben 
Die modifizierte ACRG-Klassifikation mit EBV+-Subgruppe zeigte in der Resektatgruppe oh-

ne (p = 0,02) und nach neoadjuvanter Chemotherapie (p = 0,04) auffällige Zusammenhänge 

mit dem Überleben der Patienten (Tabelle 67 und Abbildung 56). 

In Resektaten ohne CTx wiesen Patienten mit EBV+-Tumoren das längste 5-Jahres-

Überleben mit 83% auf (HR, 0,23, 95% KI, 0,03 - 1,68, p = 0,15), gefolgt von jenen mit EMT-

Tumoren (HR, 0,68, 95% KI, 0,33 - 1,40, p = 0,30), Patienten mit MSI- (HR, 0,71, 95% KI, 

0,40 - 1,27, p = 0,25), jenen mit TP53+-Tumoren (HR, 0,80, 95% KI, 0,53 - 1,21, p = 0,29) 

und den TP53--Patienten (HR, 1,87, 95% KI, 1,29 - 1,72, p < 0,01). 

In der Resektatgruppe nach CTx überlebten Patienten mit MSI-Tumoren mit einem 5-Jahres-

Überleben von 60% am längsten (HR, 0,55, 95% KI, 0,27 - 1,13, p = 0,10), gefolgt von jenen 

mit EBV+-Tumoren mit 50% (HR, 0,69, 95% KI, 0,30 - 1,56, p = 0,37), den TP53--Patienten 

mit 40% (HR, 0,93, 95% KI, 0,67 - 1,30, p = 0,68), jenen mit TP53+-Tumoren mit 34% (HR, 

1,09, 95% KI, 0,77 - 1,57, p = 0,61) und Patienten mit EMT-Tumoren mit 24% (HR, 2,11, 

95% KI, 1,19 - 3,74, p = 0,01). 

Die Klassifikation wurde in der multivariaten Analyse unter Einschluss des pTNM- und R-

Status nicht in das finale Modell integriert. 

Tabelle 67:  Assoziation der modifizierten ACRG-Klassifikation mit der EBV+-Subgruppe mit dem 
Gesamtüberleben in den Patientenkollektiven 

Kollektiv Subtypen n Ereignis 5-JÜ Medianes Überleben [mo] 
(95% KI) p* HR  

(95% KI) p† 

Resektate ohne  
neoadjuvante CTx 

EBV+ 7 1 83,3 nicht erreicht 

0,02 

0,23 (0,03 - 1,68) 0,15 
MSI 35 13 66,2 nicht erreicht 0,71 (0,40 - 1,27) 0,25 
EMT 24 8 66,5 nicht erreicht 0,68 (0,33 - 1,40) 0,30 
TP53+ (wt) 85 32 51,3 70,0 (15,2– 124,8) 0,80 (0,53 - 1,21) 0,29 
TP53- (mut) 99 57 36,4 27,9 (11,1 – 44,7) 1,87 (1,29 - 1,72) <0,01 

Resektate nach  
neoadjuvanter CTx 

EBV+ 16 6 47,9 nicht erreicht 

0,04 

0,69 (0,30 - 1,56) 0,37 
MSI 24 8 60,0 nicht erreicht 0,55 (0,27 - 1,13) 0,10 
EMT 19 13 24,0 13,5 (0,0 – 28,8) 2,11 (1,19 - 3,74) 0,01 
TP53+ (wt) 87 45 34,0 31,1 (23,4 – 38,8) 1,09 (0,77 - 1,57) 0,61 
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TP53- (mut) 134 69 40,3 31,4 (17,2 – 45,6) 0,93 (0,67 - 1,30) 0,68 

*p-Wert: Log-Rank Test; †p-Wert: Cox-Regression 

 
Abbildung 56:  Assoziation der modifizierten ACRG-Klassifikation mit der EBV+-Subgruppe mit dem Überleben 

in Resektaten a) ohne und b) nach neoadjuvanter CTx 
  
Die modifizierte Klassifikation mit zusätzlicher MSI-L-Gruppe zeigte in Resektaten ohne 

(pLog-Rank < 0,01) und nach CTx (pLog-Rank = 0,04) Assoziationen mit dem Überleben der Pati-

enten (Abbildung 57). 

In der Resektatgruppe ohne CTx wiesen Patienten mit MSI-L-Tumoren (HR, 2,12, 95% KI, 

1,16 - 3,86, p = 0,01) ein geringeres 5-Jahres-Überleben von 32,4% auf. Patienten mit MSI-L 

Tumoren nach neoadjuvanter CTx überlebten mit einem 5-Jahres-Überleben von 70,7% län-

ger (HR, 0,71, 95% KI, 0,26 - 1,92, p = 0,50). 

Tabelle 68:  Assoziation der modifizierten ACRG-Klassifikation mit zusätzlicher EBV+- und MSI-L 
Subgruppe 

Kollektiv Subtypen n Ereignis 5-JÜ Medianes Überleben [mo] 
(95% KI) p* HR  

(95% KI) p† 

Resektate ohne  
neoadjuvante CTx 

EBV+ 7 1 83,3 nicht erreicht 

0,01 

0,23 (0,03 - 1,68) 0,15 
MSI-H 35 13 66,2 nicht erreicht 0,71 (0,40 - 1,27) 0,25 
MSI-L 14 12 23,4 21,7 (1,0 – 42,4) 2,12 (1,16 - 3,86) 0,01 
EMT 24 8 66,5 not reached 0,67 (0,33 - 1,37) 0,27 
TP53+ (wt) 83 31 52,6 70,0 (8,2 – 131,8) 0,78 (0,52 - 1,18) 0,24 
TP53- (mut) 90 48 38,1 27,9 (8,1 – 47,7) 1,54 (1,06 - 2,24) 0,02 

Resektate nach  
neoadjuvanter CTx 

EBV+ 16 6 47,9 44,4 (n.a.) 

0,04 

0,69 (0,30 - 1,56) 0,37 
MSI-H 24 8 60,0 nicht erreicht 0,55 (0,27 - 1,13) 0,10 
MSI-L 13 4 70,7 62,4 (n.a.) 0,71 (0,26 - 1,92) 0,50 
EMT 18 12 17,9 13,5 (8,5 – 18,8) 2,35 (1,30 - 4,28) <0,01 
TP53+ (wt) 83 44 33,6 28,6 (21,1 - 36,1) 1,12 (0,79 - 1,60) 0,52 
TP53- (mut) 127 67 40,0 31,4 (17,3 - 45,5) 0,99 (0,71 - 1,37) 0,93 

*p-Wert: Log-Rank Test; †p-Wert: Cox-Regression 
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Abbildung 57:  Assoziation der modifizierten ACRG-Klassifikation mit  zusätzlicher EBV+- und MSI-L-

Subgruppe mit dem Überleben in Resektaten a) ohne und b) nach CTx 

4.6.3. Subgruppenanalysen nach Lokalisation und cT-Stadium 
Subgruppenanalysen und Assoziationen mit klinisch-pathologischen Patientencharakteristika 

wurden ausschließlich unter Betrachtung der modifizierten Variante der ACRG-Klassifikation 

mit zusätzlichem EBV+-Subtyp durchgeführt. 

Um die prognostische Relevanz der molekularen Subgruppen näher zu beleuchten, wurden 

Subgruppenanalysen nach der Lokalisation und dem cT-Stadium vorgenommen 

(Abbildung 58).   

In der Resektatgruppe nach CTx zeigte sich der negative prognostische Effekt der EMT-

Subgruppe vor allem in proximalen Magenkarzinomen (Abbildung 58a). In Resektaten ohne 

CTx und hinsichtlich des cT-Stadiums waren keine Auffälligkeiten erkennbar. 

 
Abbildung 58: Getrennte Betrachtung in Resektaten nach CTx und nach der Lokalisation: Assoziation der modi-

fizierten ACRG-Klassifikation mit  zusätzlicher EBV+-Subgruppe mit dem Überleben a) in proxima-
len und b) nicht proximalen Tumoren 

4.6.4.  Assoziation der modifizierten ACRG-Klassifikation mit Patientencharakteristika 
und dem Ansprechen auf eine neoadjuvante Chemotherapie 

Die modifizierte ACRG-Klassifikation mit zusätzlicher EBV+-Subgruppe zeigte eine auffällige 

Assoziation mit der Lokalisation. Tumoren mit aberranter p53-Expression befanden sich hier 

vermehrt in den proximalen Karzinomen (Abbildung 59). 
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Hinsichtlich der Laurén-Klassifikation konnte ebenfalls ein signifikanter Zusammenhang beo-

bachtet werden, wobei intestinale Tumoren mit dem MSI-, EBV+- und p53--Subtyp einhergin-

gen. In der EMT-Gruppe fanden sich in der Mehrheit nicht-intestinale Karzinome 

(Abbildung 60a, b). 

Die Assoziation der ACRG-Klassifikation auf Proteinebene zeigte Auffälligkeiten hinsichtlich 

des Alters in beiden Kollektiven. Patienten mit EBV+- und EMT-Tumoren waren eher jünger, 

während Patienten mit MSI-Tumoren in der Mehrheit älter waren (Abbildung 60c, d). 

Außerdem bestand in beiden Kollektiven eine Assoziation mit dem pT-Stadium mit dem ge-

ringsten Anteil an pT1/2-Tumoren in der EMT-Gruppe. 

Alle Ergebnisse sind im Anhang in Tabelle A19 und A20 zusammengefasst. 

 
Abbildung 59:  Assoziation der modifizierten ACRG-Subgruppen mit der Lokalisation in Resektaten a) ohne 

und b) nach neoadjuvanter Chemotherapie 

 
Abbildung 60:  Assoziation der modifizierten ACRG-Klassifikation mit der Laurén-Klassifikation und dem Alter 

der Patienten in Resektaten a) ohne, b) nach neoadjuvanter CTx, c) ohne und d) nach CTx 
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Die ACRG-Klassifikation auf Proteinebene konnte nicht an den prätherapeutischen Biopsien 

vor neoadjuvanter CTx angewandt werden, da keine E-Cadherin-Immunhistochemie durch-

geführt wurde. 

Mit dem Tumorregressionsgrad (TRG2/3) zeigte die Klassifikation einen signifikanten Zu-

sammenhang (p = 0,02) in der Resektatgruppe nach CTx. In der MSI- und EMT-Subgruppe 

fanden sich in der Mehrheit Tumoren mit TRG3 (Abbildung 61). 

 
Abbildung 61:  Assoziation der modifizierten ACRG-Klassifikation mit dem Tumorregressionsgrad in Resekta-

ten nach neoadjuvanter Chemotherapie 

4.7. p53 und MSI 

Im Folgenden wurde die prognostische Relevanz des p53 und dessen Assoziation mit dem 

MSI-Status näher untersucht. In Tabelle 69 sind die Häufigkeiten der MSI-H und MSS/EBV--

Tumoren in Biopsien vor CTx und Resektaten getrennt nach dem Vorhandensein einer aber-

ranten p53-Proteinexpression dargestellt.  

Tabelle 69:  Häufigkeit bzw. Verteilung der MSI-H- und MSS/EBV--Subgruppen in den Patientenkol-
lektiven in Abhängigkeit des p53-Status 

 
Subtypen 

Biopsien vor CTx Resektate 

 Anzahl Tumoren n (%) Anzahl Tumoren n (%) 

p53-Wildtypexpression 

MSI-H 6 (13) 48 (20,1) 

MSS/EBV- 39 (87) 191 (79,9) 

gesamt  45 (100) 239 (100) 

Aberrante p53-Expression 

MSI-H 6 (13,0) 5 (2,1) 

MSS/EBV- 40 (87,0) 234 (97,9) 

gesamt 46 (100) 239 (100) 

4.7.1.  p53 und Assoziation mit dem MSI- und EBV+-Status  
In Tabelle 70 sind die Häufigkeiten der Subgruppen EBV+, MSI-L, MSI-H und MSS/EBV- in 

den Patientenkollektiven dargestellt. 

In Abbildung 62 wurden die Assoziationen der Subgruppen mit der p53-Proteinexpression 

veranschaulicht. Die Ergebnisse sind im Anhang in Tabelle A21 zusammengefasst. 

Sowohl in den Biopsien vor CTx (p = 0,02) als auch in allen Resektaten (p < 0,01) fand sich 

in den EBV+-Subtypen in der Mehrheit eine p53-Wildtypexpression. Umgekehrt verhielt es 
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sich mit MSI-L-Tumoren. Diese wiesen in allen Kollektiven in der Mehrheit eine aberrante 

p53-Expression auf. In allen Resektaten waren in den MSI-H-Fällen vor allem Tumoren mit 

p53-Wildtypexpression zu finden (p < 0,01). Dies ließ sich im Kollektiv der Biopsien vor CTx 

nicht erkennen. 

Tabelle 70:  Häufigkeit bzw. Verteilung der MSI-L-, MSI-H- und EBV+-Subgruppen in den Patientenkol-
lektiven 

Subtypen Biopsien vor CTx Resektate 

 Anzahl Tumoren n(%) Anzahl Tumoren n(%) 

EBV+ 5 (5) 20 (4) 

MSI-L 4 (4) 23 (4) 

MSI-H 12 (12) 53 (10) 

MSS/EBV- 79 (79) 425 (82) 

gesamt 100 (100) 521 (100) 

 
Abbildung 62:  Assoziation der p53-Proteinexpression mit den Subgruppen MSI-L, MSI-H und EBV+ in a) 

prätherapeutischen Biopsien vor CTx,  b) allen Resektaten und Resektaten c) ohne und d) nach 
neoadjuvanter CTx 
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4.7.2. Überleben der Patienten in Abhängigkeit des MSI- und p53-Status 
Die Assoziation der Mikrosatelliteninstabilität in Abhängigkeit des p53-Status mit dem Über-

leben der Patienten zeigt Tabelle 71. In Abbildung 63 sind die vier Subgruppen gemeinsam 

in den Kollektiven dargestellt. 

In der Resektatgruppe ohne CTx wiesen Patienten mit MSI-H-Tumoren mit veränderter p53- 

Expression das längste 5-Jahres-Überleben mit 100% (HR, 0,05, 95% KI, 0,00 - 671,1, 

p = 0,53) auf, gefolgt von jenen mit MSI-H mit p53 Wildtypexpression mit 68% (HR, 0,72, 

95% KI, 0,38 - 1,35, p = 0,31), den MSS-Patienten mit p53-Wildtypexpression mit 56% (HR, 

0,71, 95% KI, 0,47 - 1,08, p = 0,11) und den MSS-Fällen mit aberranter p53-Expression mit 

40% (HR, 1,67, 95% KI 1,12 - 2,49, p = 0,01). 

In der Resektatgruppe nach CTx überlebten ebenfalls Patienten mit MSI-H-Tumoren mit ab-

erranter p53-Expression mit einem 5-Jahres-Überleben von 75% am längsten (HR, 0,35, 

95% KI 0,05 - 2,52, p = 0,30). Darauf folgten wie in der Resektatgruppe ohne CTx Patienten 

mit MSI-H-Tumoren mit p53-Wildtypexpression mit 56% 5-Jahres-Überleben (HR, 0,64, 95% 

KI 0,30 - 1,37, p = 0,25), jene mit MSS-Tumoren mit veränderter p53-Expression mit 39% 

(HR, 1,01, 95% KI 0,72 - 1,43, p = 0,95) und jene mit MSS-Tumoren mit p53-

Wildtypexpression mit 32% (HR, 1,18, 95% KI 0,83 - 1,68, p = 0,35). 

Im Kollektiv der prätherapeutischen Biopsien vor CTx wiesen die Patienten mit MSI-H-

Tumoren und p53-Wildtypexpression mit 67% das längste 5-Jahres-Überleben auf (HR, 

0,43, 95% KI, 0,10 - 1,78, p = 0,24), gefolgt von jenen mit MSS-Tumoren mit p53-

Wildtypexpression mit 45% (HR, 0,85, 95% KI, 0,47 - 1,51, p = 0,57), jenen mit MSS-

Tumoren mit aberranter p53-Expression mit 40% (HR, 1,29, 95% KI 0,73 - 2,28, p = 0,37) 

und Patienten mit MSI-H-Tumoren mit veränderter p53-Expression mit 27% (HR, 1,80, 95% 

KI 0,55 - 5,83, p = 0,33). 

Tabelle 71:  Assoziation der MSI-H- und MSS/EBV-Subgruppen in Abhängigkeit des p53-Status mit 
dem Gesamtüberleben 

 
Kollektiv Subtypen n Ereignis 5-JÜ 

Medianes Überle-
ben [mo] 
(95% KI) 

p* HR  
(95% KI) p† 

p53 Wildtyp 

Expression 

Biopsien vor 
neoadjuvanter 
CTx 

MSI-H  6 2 66,7 nicht erreicht 
0,30 

0,43  
(0,10 - 1,78) 0,24 

MSS/EBV-  44 22 44,7 44,6  
(21,1-68,1) 

0,85  
(0,47 - 1,51) 0,57 

Resektate 
ohne  
neoadjuvante 
CTx 

MSI-H  29 11 67,8 nicht erreicht 
0,81 

0,72 
(0,38 - 1,35) 0,31 

MSS/EBV-  103 35 55,9 102,7  
(n.a.) 

0,71 
(0,47 - 1,08) 0,11 

Resektate 
nach  
neoadjuvanter 
CTx 

MSI-H  19 7 55,6 nicht erreicht 
0,18 

0,64  
(0,30 - 1,37) 0,25 

MSS/EBV-  104 54 32,0 28,5  
(22,3-34,7) 

1,18  
(0,83 - 1,68) 0,35 

Aberrante 

p53 

Expression 

Biopsien vor 
neoadjuvanter 
CTx 

MSI-H  6 3 26,7 23,4  
(7,7-39,1) 0,48 

1,80  
(0,55 - 5,83) 0,33 

MSS/EBV-  40 24 39,5 36,6  
(23,9-68,3) 

1,29  
(0,73 - 2,28) 0,37 

Resektate 
ohne  
neoadjuvante 
CTx 

MSI-H  1 0 100 
alle Fälle zensiert 0,30 

0,05  
(0,0 - 671,1) 0,53 

MSS/EBV-  100 53 40,1 1,67  
(1,12 - 2,49) 0,01 

Resektate MSI-H  4 1 75,0 nicht erreicht 0,29 0,35  0,30 
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nach  
neoadjuvanter 
CTx 

(0,05 - 2,52) 

MSS/EBV-  138 79 38,5 30,9  
(21,2-40,6) 

1,01  
(0,72 - 1,43) 0,95 

*p-Wert: Log-Rank Test; †p-Wert: Cox-Regression 

 

 
Abbildung 63:  Assoziation der Subgruppen MSI-H und MSS/EBV- in Abhängigkeit des p53-Status in a) präthe-

rapeutischen Biopsien vor CTx,  in Resektaten b) ohne und c) nach neoadjuvanter CTx mit dem 
Überleben der Patienten 
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5. Diskussion 
Das Gesamtüberleben der Patienten mit Magenkarzinom ist trotz der Identifikation spezifi-

scher Risikofaktoren und verbesserter Vorsorgemaßnahmen limitiert. Dies verdeutlicht die 

Notwendigkeit molekularer Klassifikationen zur Identifikation neuer therapeutischer Zielstruk-

turen in den unterschiedlichen Patientengruppen. Unter Einbezug molekularer Technologien 

und Analysen wurden in der vergangenen Zeit epigenetische und genetische Klassifikationen 

für das Magenkarzinom erarbeitet. Zwei davon sind die TCGA- und die ACRG-Klassifikation 

(Bass et al., 2014; Cristescu et al., 2015). 

In der vorliegenden Arbeit sollte die klinische, prognostische und prädiktive Relevanz der 

ACRG-Klassifikation, vor allem im Rahmen neoadjuvanter Chemotherapie, in einem westli-

chen Kollektiv an Magenkarzinomen bestimmt werden. In einem weiteren Schritt sollte die 

Anwendbarkeit der ACRG-Klassifikation auf routinemäßig verfügbare Methoden übertragen 

und deren klinische Relevanz analysiert werden.  

Um dies zu erreichen, wurden die molekularen Gruppen der ACRG-Klassifikation mRNA- 

und proteinbasiert auf ein heterogenes Kollektiv an insgesamt 758 Magenkarzinomen ange-

wandt. Dieses setzte sich zum einen aus Resektaten ohne und nach neoadjuvanter Chemo-

therapie und zum anderen aus prätherapeutischen Biopsien vor neoadjuvanter Chemothera-

pie zusammen und beinhaltete Adenokarzinome des Magens und AEGII/III Tumoren aus 

zwei verschiedenen unabhängigen Zentren.  

5.1.  Prognostische und klinische Relevanz der ACRG-Klassifikation 

In der vorliegenden Arbeit erfolgte erstmalig die Analyse der klinischen Relevanz der  ACRG-

Klassifikation sowie modifizierter Varianten im Kontext perioperativer, Platin/5-FU-basierter 

Chemotherapie. 

Da die ursprüngliche ACRG-Klassifikation von Cristescu et al. (2015) an Genexpressionsda-

ten identifiziert wurde, sollte die Klassifikation zunächst mRNA-basiert angewandt werden. 

Die Häufigkeiten der Subgruppen nach Anwendung der mRNA-basierten Klassifikation wa-

ren mit jenen in der Arbeit von Cristescu et al. (2015) vergleichbar, wobei ein geringerer An-

teil an MSI- (10% vs. 23%) und ein größerer Anteil an EMT- und MSS/TP53+-Tumoren vor-

lag. 

Um die Klassifikation nun auf ein größeres Kollektiv übertragen zu können, wurde die E-

Cadherin-Proteinexpression als Surrogat für den EMT-Subtyp verwendet. In Anlehnung an 

die Arbeiten von Setia et al. (2016), Ahn et al. (2017) und Koh et al. (2019) wurden EBV+-

Tumoren als zusätzliche Subgruppe miteingeschlossen und die Einteilung als modifizierte 

ACRG-Klassifikation bezeichnet. In beiden Einteilungen stellten Tumoren mit aberranter p53-

Expression den häufigsten Subtyp dar, gefolgt von jenen mit p53-Wildtypexpression. Im Ver-

gleich zur Klassifikation auf mRNA-Ebene zeigte sich nach der proteinbasierten Klassifikati-

on ein geringerer Anteil an EMT-Tumoren und ein größerer Anteil an Tumoren mit aberranter 
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p53-Expression. Die Häufigkeiten bewegten sich jedoch in ähnlichen Größenordnungen wie 

in den bereits veröffentlichten Arbeiten, womit beide Ansätze zur Reproduktion der Subgrup-

pen der ACRG-Klassifikation als geeignet erscheinen.  

 

Die molekularen Subtypen der Klassifikation waren mit bestimmten klinisch-pathologischen 

Charakteristika assoziiert. In der Resektatgruppe ohne und nach Chemotherapie waren Tu-

moren mit aberranter p53-Expression eher proximal lokalisiert und gingen wie MSI-Tumoren 

mit intestinalem histopathologischem Typ einher. EMT-Tumoren waren vor allem mit nicht-

intestinalen Karzinomen assoziiert. Patienten mit MSI-Tumoren waren eher älter, jene mit 

EMT-Tumoren eher jünger. Diese Ergebnisse stimmen mit vorherigen Arbeiten (Cristescu et 

al., 2015; Setia et al., 2016; Ahn et al., 2017) überein, was zudem die Plausibilität der Eintei-

lung in der vorliegenden Arbeit bestätigt. Cristescu et al. (2015) fanden zusätzlich eine Asso-

ziation zwischen MSI-Tumoren, antraler Lokalisation und frühen Tumorstadien. EMT-

Tumoren gingen mit fortgeschrittenem T-Stadium, Rezidiven und peritonealer Metastasie-

rung einher. Ahn et al. (2017) zeigten zudem, dass EBV+-Tumoren vor allem bei männlichen 

Patienten und im Corpus auftraten. 

 

Bei Betrachtung des Gesamtüberlebens der Patienten ließ sich, sowohl bei Anwendung der 

Klassifikation auf mRNA- als auch auf Proteinebene ein deutlicher prognostischer Unter-

schied der molekularen Subgruppen in der Resektatgruppe ohne und nach neoadjuvanter 

Chemotherapie erkennen. Die beste Prognose wiesen Patienten mit EBV+-, mikrosatelliten-

instabilen Magenkarzinomen und einer p53-Wildtypexpression auf. Jene mit aberranter p53-

Expression und epithelialer-mesenchymaler Transition zeigten ein kürzeres Gesamtüberle-

ben. Somit konnte die prognostische Relevanz der ACRG-Klassifikation unter Verwendung 

beider methodischer Ansätze und in einem westlichen Patientenkollektiv gezeigt werden.  

Bereits in der ursprünglichen Arbeit von Cristescu et al. (2015), welche die ACRG-

Klassifikation zum ersten Mal beschrieb, konnte die prognostische Relevanz der Einteilung 

an primär resezierten Magenkarzinomen ohne Chemotherapie gezeigt werden. Im Verlauf 

wurden weitere Studien zur Evaluation der ACRG-Klassifikation veröffentlicht, welche die 

klinische und prognostische Relevanz der molekularen Subgruppen der ACRG-Klassifikation 

mit zusätzlichem EBV+-Subtyp bestätigten (Setia et al., 2016; Ahn et al., 2017; Díaz del Arco 

et al., 2018; Koh et al., 2019). 

In allen oben genannten Studien (Setia et al., 2016; Ahn et al., 2017; Díaz del Arco et al., 

2018; Koh et al., 2019) wurden immunhistochemische Analysen zur Identifikation des EMT- 

und p53-Status verwendet und im Unterschied zu der vorliegenden Arbeit ausschließlich 

Magenkarzinome ohne neoadjuvante Chemotherapie analysiert. In der vorliegenden Arbeit 

wurde demnach zum ersten Mal die prognostische Bedeutung der modifizierten ACRG-
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Klassifikation im Magenkarzinom im Kontext neoadjuvanter 5FU/Platinbasierter Chemothe-

rapie gezeigt. 

 

Im Unterschied zur Klassifikation auf mRNA-Ebene wiesen Patienten ohne Chemotherapie 

mit EMT-Tumoren bei Anwendung der proteinbasierten Klassifikation interessanterweise 

eine positive prognostische Relevanz auf mit einem ähnlichen Gesamtüberleben, wie es Pa-

tienten mit mikrosatelliteninstabilen Tumoren zeigten. 

Dies wurde auch in einer Arbeit von Díaz del Arco et al. (2018) in Resektaten ohne Chemo-

therapie beobachtet. In deren Arbeit lag der Anteil der EMT-Tumoren bei 6% im Vergleich zu 

11% in der vorliegenden Arbeit.  

Die positive prognostische Relevanz des EMT-Subtyps ist jedoch nicht in Übereinstimmung 

mit den Studien von Setia et al. (2016), Ahn et al. (2017) und Koh et al. (2019). Hier lagen 

die Häufigkeiten der EMT-Gruppe bei 15-38%. Die Diskrepanz hinsichtlich der Häufigkeiten 

und der Prognose des EMT-Subtyps kann in unterscheidlichen E-Cadherin-Antikörpern für 

die immunhistochemischen Analysen und deren Evaluation begründet sein. In der vorliegen-

den Arbeit wurde ausschließlich der prozentuale Anteil membranärer Färbung, wie von 

Bronsert et al. (2014) im Pankreaskarzinom beschrieben, in die Auswertung der E-Cadherin-

Proteinexpression miteinbezogen. In den anderen genannten Arbeiten wurde eine Kombina-

tion mit der Färbeintestität und der Homogenität des Färbemusters oder auch zytoplasmati-

scher Färbung verwendet. Die größte Vergleichbarkeit besteht somit in der Gruppe mit kom-

pletem Verlust der E-Cadherin-Expression, was auch an den prozentualen Fallzahlen (7% in 

der vorliegenden Arbeit im Vergleich zu 8% in der Arbeit von Setia et al. (2016)) ersichtlich 

ist. Die Gruppe mit 0% E-Cadherin-Expression zeigt in den Resektaten ohne CTx jedoch 

sogar ein längeres Gesamtüberleben als bei kombinierter Betrachtung mit Fällen mit weniger 

als 50% Expression. Auch in der Resektatgruppe nach CTx weisen Fälle mit komplettem 

Verlust der E-Cadherin-Expression ein längeres Überleben im Vergleich zu jenen mit weni-

ger als 50% Expression auf. Eine negative prognostische Wertigkeit intakter membranärer E-

Cadherin-Expression konnte in einer Arbeit von Gillett et al. (2001) im Mammakarzinom beo-

bachtet werden. Die Autoren sehen eine mögliche Begründung in der Notwedigkeit einer 

intakten E-Cadherin Funktion für die Ausbildung von Metastasen (Gillett et al., 2001). 

Außerdem ist die Vergleichbarkeit der Arbeiten miteinander durch die unterschiedliche Zu-

sammensetzung der Patientenkollektive limitiert. So beinhalten die Kollektive der Arbeiten 

von Koh et al. (2019) und Ahn et al. (2017) ausschließlich asiatische Patienten, die einzige 

Studie mit einem westlichen Kollektiv von Setia et al. (2016) ist aufgrund ihrer geringen Fall-

zahl (n=146) in der Aussagekraft limitiert. Außerdem scheint eine proximale Lokalisation des 

Tumors einen negativen Einfluss auf die Prognose der Patienten zu haben, wie in der vorlie-

genden Arbeit in beiden Resektatgruppen gezeigt. Dies trägt weiterhin zur eingeschränkten 

Vergleichbarkeit, zum einen der Resektatgruppen innerhalb der vorliegenden Arbeit mit ei-
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nem deutlich größeren Anteil an proximalen Tumoren im Kollektiv nach CTx und zum ande-

ren mit den bereits beschriebenen Arbeiten bei. Zudem kann einen weiteren Grund für die 

prognostische Diskrepanz die relativ kleine Fallzahl der EMT-Subgruppe darstellen. 

 

In der vorliegenden Arbeit konnte durch die Analyse der Resektate nach neoadjuvanter CTx 

zum ersten Mal eine Assoziation der Subtypen mit dem Tumorregressionsgrad nach CTx 

gezeigt werden. Aufgrund der fehlenden Tumoren mit TRG1 lässt sich zwar keine direkte 

Aussage bezüglich des Chemotherapieansprechens treffen, es zeigte sich jedoch eine 

Prädominanz des Tumorregressionsgrads 3 in MSI- und EMT-Tumoren. Dies unterstreicht 

die positive prognostische Bedeutung des MSI-Subtyps, der das längste Überleben trotz 

fehlendem Chemotherapieansprechen entsprechend der histopathologischen Evaluation 

nach Becker (2011) aufwies. Hinsichtlich des EMT-Typs verdeutlicht es die Notwendigkeit 

alternativer Therapieoptionen aufgrund der Kombination aus fehlendem Therapieansprechen 

und der gleichzeitig schlechtesten Prognose bei Patienten nach neoadjuvanter Chemothera-

pie.  

Häufige Veränderungen innerhalb der EMT-Subgruppe sind CDH1- und RHO-A-Mutationen. 

Diese sind zwar aktuell nicht direkt als therapeutische Zielstrukturen nutzbar, jedoch zeigen 

Patienten mit Tumoren dieses Subtyps ein längeres Überleben bei Verwendung einer Che-

motherapie aus Cisplatin plus S1 im Vergleich zu Cisplatin plus 5-FU (Ajani et al., 2010; 

Sunakawa & Lenz, 2015; Tirino et al., 2018). Für den IGF-Rezeptor 1 Inhibitor Linsitibin wur-

de im Mausmodell Wirksamkeit bei mesenchymal differenzierten Magenkarzinomzelllinien 

nachgewiesen (Oh et al., 2018). 

Hinsichtlich der anderen Subtypen der molekularen Klassifikation sind bereits therapeutische 

Strukturen bekannt. So weisen EBV+-Tumoren häufig PDL-1-, PDL-2- oder PIK3CA-

Überexpressionen auf. MSI-Subtypen zeigen eine hohe Mutationslast und sind wie EBV+-

Tumoren einer Immuntherapie aufgrund ihrer hohen Expression an PDL-1 und tumorinfiltrie-

render Immunzellen zugänglich (Janku et al., 2011; Sukawa et al., 2012; Bass et al., 2014; 

Desrichard et al., 2016; Fontana & Smyth, 2016). Tumoren mit TP53-Mutation weisen häufig 

auch Amplifikationen von HER2 und VEGFR-2 auf, die als therapeutische Zielstrukturen 

verwendet werden können und mit Trastuzumab bereits genutzt werden (Bang et al., 2010; 

Bass et al., 2014; Wilke et al., 2014).  

Als weiterer Subtyp wurden MSI-L-Tumoren mit in die Klassifikation aufgenommen. Diese 

wiesen, wie in der publizierten Studie von Kohlruss, Grosser et al. (2019) bereits beschrie-

ben, bei Patienten ohne CTx das kürzeste und in neoadjuvant chemotherapierten Patienten 

das längste Überleben auf. Dies verdeutlicht vermutlich die Notwendigkeit einer neoadjuvan-

ten Chemotherapie bei MSI-L-Tumoren. Zusammenfassend kann durch die modifizierte 

ACRG-Klassifikation und deren Anwendbarkeit in der Routinediagnostik eine bessere Prog-

noseabschätzung und indivualisierte Therapie im Magenkarzinom ermöglicht werden.  
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5.1.1.  EMT-Subgruppe und deren klinische Relevanz 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Gruppe mit epithelialer-mesenchymaler Transition, wie 

unter Punkt 5.1. beschrieben, zum einen auf mRNA-Ebene mittels Genexpressionsanalysen 

durch qPCR und zum anderen durch immunhistochemische Analyse der E-Cadherin-

Proteinexpression ermittelt.  

Cristescu et al. (2015) bildeten die EMT-Gruppe durch Berechnung eines Scores, indem sie 

das geometrische Mittel der Expression der EMT-assoziierten Gene verwendeten. Hinsicht-

lich der EMT-Gene verweisen sie auf die Arbeit von Loboda et al. (2011). In dieser wurde die 

EMT-Signatur in 92 Lungenkarzinomzelllinien, die mittels CDH1- und VIM-Expression als 

epithelial oder mesenchymal klassifiziert wurden, bestimmt. Diese beiden Gruppen wurden 

dazu verwendet, etwa 300 Gene zu identifizieren, die mit dem mesenchymalen Typ assozi-

iert sind. Die Kombination dieser Gene nannten sie EMT-Signatur.  

Um die Bestimmung des EMT-Subtyps auf routineverfügbare Methoden zu übertragen, wur-

den drei verschiedene Ansätze evaluiert. Zum einen wurde der Quotient aus der CDH1/VIM- 

oder CDH1/ZEB1-Expression bestimmt, zum anderen ein gewichteter Mittelwert, mit dem die 

Expression aller drei Gene gleichzeitig berücksichtigt werden kann. Zudem wurde eine Ein-

teilung anhand des 75%-Quantils der CDH1/VIM- oder CDH1/ZEB1-Expression vorgenom-

men. Das 75%-Quantil der CDH1/ZEB1-Expression führte zur erwarteten Einteilung der 

Laurén- und MSI-Subtypen und es konnten alle mesenchymalen Magenkarzinomzelllinien 

nach dieser Variante in die EMT-Gruppe eingeteilt werden. 

Im mesenchymalen Subtyp fanden sich in der Resektatgruppe ohne Chemotherapie 86% 

und bei Patienten nach neoadjuvanter Chemotherapie 68% nicht-intestinale Tumoren nach 

Laurén. Dies zeigt, dass das 75%-Quantil der CDH1/ZEB1-Expression zur Identifikation des 

EMT-Subtyps auf mRNA-Ebene geeignet erscheint (Loboda et al., 2011).  

Patienten mit mesenchymalen Tumoren wiesen im Vergleich zu jenen mit epithelialen Tumo-

ren ein schlechteres Gesamtüberleben sowohl in der Resektatgruppe ohne Chemotherapie 

(62,3 vs. 45,7 5-JÜ) als auch nach neoadjuvanter Chemotherapie (52,2 vs. 36,6 5-JÜ) auf. 

Dieses Ergebnis ist übereinstimmend mit verschiedenen Studien, in denen die klinische Re-

levanz epithelialer-mesenchymaler Transition evaluiert wurde (Rosivatz et al., 2002; Alves et 

al., 2007). Mehrere EMT-assoziierte Gene korrelierten signifikant mit dem Gesamtüberleben. 

In der Arbeit von Zhong et al. (2008) stellte die Cripto-1- und E-Cadherin-Expression einen 

unabhängigen prognostischen Marker im Magenkarzinom dar. Kim et al. (2009) konnten zei-

gen, dass der Verlust epithelialer und die Akquisition mesenchymaler Proteine mit schlecht 

differenzierten Tumoren, fortgeschrittenem T-Stadium und kürzerem Überleben assoziiert ist. 

In einer anderen Studie stellt EMT einen unabhängigen prognostischen Faktor auf das Über-

leben dar (Murai et al., 2014).  

Außerdem war der mesenchymale Typ in den prätherapeutischen Biopsien vor CTx in der 

vorliegenden Arbeit negativ prädiktiv hinsichtlich des Chemotherapieansprechens mit 100% 
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Non-Respondern. Auch der EMT-Subtyp der modifizierten ACRG-Klassifikation auf Protein-

ebene unter Punkt 5.1. zeigt eine Assoziation mit dem Tumorregressionsgrad 3.  

Ein besseres Ansprechen von Tumoren mit erhaltener E-Cadherin-Funktion auf eine Thera-

pie mit Cetuximab (Nakamoto et al., 2013) und EGFR-Inhibitoren (Geißler et al., 2017) konn-

te bereits im kolorektalen Karzinom gezeigt werden. Auch im Ovarialkarzinom gehen Tumo-

ren mit erhaltener E-Cadherin-Funktion mit einem Ansprechen auf eine Platin-basierte Che-

motherapie einher (Miše et al., 2015). H. Gao et al. (2017) zeigten im Magenkarzinom eine 

erhöhte Oxaliplatinresistenz bei Verlust der E-Cadherin-Funktion. 

In mehreren Studien konnte außerdem in verschiedenen Tumorentitäten beobachtet werden, 

dass EMT Chemoresistenz induziert (Fischer et al., 2015; Zheng et al., 2015; Nieto et al., 

2016). So wird angenommen, dass Snail den Zellzyklus blockiert und den Zelltod verhindert 

(Vega et al., 2004). Auch in Kolonkarzinomzelllinien wurde nachgewiesen, dass EMT zu 

verminderter Chemotherapie-Effektivität führt (A. D. Yang et al., 2006). 

 

Auf Proteinebene wurde die immunhistochemische Analyse von E-Cadherin als Surrogat für 

den EMT-Subtyp verwendet. Der Vergleich zwischen der Genexpression auf mRNA-Ebene 

und der E-Cadherin-Proteinexpression zeigte eine starke Korrelation. Auch die NGS-

basierten Mutationsanalysen in 42 Fällen konnten eine Konkordanz zwischen CDH1-

Mutation und aberranter E-Cadherin-Proteinexpression von 90% zeigen. Es wurden jedoch 

nur 36% der EMT-Tumoren auf Proteinebene auch auf mRNA-Ebene als EMT eingeteilt. 

Dies zeigt, dass die Übertragung der EMT-Subgruppe von der mRNA-Ebene, wie durch Cris-

tescu et al. (2015) publiziert, auf die Proteinebene eine Herausforderung darstellt und dies in 

weiteren Studien näher beleuchtet werden sollte. Außerdem ist die E-Cadherin-

Proteinexpression wahrscheinlich zur Identifikation des EMT-Subtyps alleine nicht ausrei-

chend. Hier liefern Koh et al. (2019) einen interessanten Ansatzpunkt, indem sie mesen-

chymale morphologische Kriterien neben der E-Cadherin-Proteinexpression verwenden.  

5.1.1.1. E-Cadherin 
Wie unter Punkt 5.1.1. beschrieben, wurde zur Identifikation der EMT-Subgruppe die Ex-

pression des epithelialen Markers CDH1/E-Cadherin und der mesenchymalen Marker 

VIM/Vimentin und ZEB1 auf mRNA-Ebene mittels qPCR und immunhistochemisch analy-

siert. Immunhistochemisch wurden in der vorliegenden Arbeit 10% der Tumoren mit aberran-

ter E-Cadherin-Expression identifiziert. Im Magenkarzinomkollektiv der vom TCGA-Projekt 

veröffentlichten Daten (Bass et al., 2014) finden sich 11% CDH1-Mutationen, wobei die Ver-

gleichbarkeit der E-Cadherin Gen- und Proteinexpression limitiert ist. 

Bei Betrachtung der einzelnen Gene war eine hohe CDH1-Expression in der Resektatgruppe 

nach neoadjuvanter Chemotherapie mit einem signifikant längerem Überleben der Patienten 

assoziiert und erwies sich als unabhängiger prognostischer Faktor für das Gesamtüberleben. 

Auch auf Proteinebene stellte eine hohe E-Cadherin-Expression einen positiven unabhängi-



97 

gen prognostischen Faktor für das Gesamtüberleben dar. In den Subgruppenanalysen zeigte 

sich der prognostische Effekt bei Patienten nach CTx unabhängig vom Laurén-Typ, jedoch 

vor allem in fortgeschrittenen und proximal lokalisierten Tumoren. 

Seiner Funktion als Zelladhäsionsprotein entsprechend liegt es nahe, dass Veränderungen 

des E-Cadherin oder seines codierenden Gens CDH1 zu einem invasiver wachsenden, me-

tastasierenden Tumor führen. Dies konnte bereits in anderen Karzinomen wie Mamma- 

(Rakha et al., 2005; Tang et al., 2012) und kolorektalen Karzinomen (S. Lee et al., 2013) 

gezeigt werden. Eine niedrige CDH1- oder veränderte E-Cadherin-Expression war außerdem 

wie in der vorliegenden Arbeit in Tumoren ohne und nach CTx mit nicht-intestinalen, entdiffe-

renzierten Karzinomen und höheren pT-Stadien und Lymphknoten- und Fernmetastasierung 

assoziiert (T. Li et al., 2014; H. Gao et al., 2017). 

Graziano et al. (2004) zeigten zwar eine unabhängige prognostische Relevanz des E-

Cadherin bezüglich des Gesamtüberlebens bei fortgeschrittenen palliativ chemotherapierten 

Magenkarzinompatienten. Neu in der vorliegenden Arbeit ist jedoch der alleinige Nachweis 

einer unabhängigen prognostischen Relevanz der E-Cadherin-Expression in neoadjuvant 

chemotherapierten Magenkarzinomen mit kurativer Therapieintention.  

Sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene zeigte sich kein Überlebensunterschied 

hinsichtlich der E-Cadherin-Expression in Resektaten von Patienten, die nicht chemothera-

piert wurden. Auf Proteinebene deutete sich sogar eine positive prognostische Relevanz bei 

aberranter E-Cadherin-Expression an. Dies wurde bereits in einer Arbeit im Mammakarzinom 

beobachtet (Gillett et al., 2001). In mehreren Studien konnte jedoch ein signifikant kürzeres 

Überleben bei aberrantem CDH1 oder E-Cadherin im Magenkarzinom für nicht chemothera-

pierte Patienten nachgewiesen werden (Corso et al., 2013; T. Li et al., 2014; H. Gao et 

al., 2017). So zeigte eine Metaanalyse von T. Li et al. (2014) an 2783 asiatischen Magenkar-

zinomen die negative prognostische Relevanz veränderter E-Cadherin-Expression (HR 1,5). 

Es findet sich eine Arbeit, in der keine prognostische Relevanz von E-Cadherin in Resekta-

ten von Patienten ohne CTx gefunden wurde (Schizas et al., 2017). 

Dies lässt zwei Hypothesen zu. Zum einen kann die unterschiedliche prognostische Rele-

vanz in Effekten begründet sein, die durch Chemotherapie-assoziierte Effekte induziert wer-

den. Zum anderen wäre es möglich, dass durch die Chemotherapie Tumoren selektioniert 

werden, die ein verändertes E-Cadherin aufweisen. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch 

bei Vergleich zwischen prätherapeutischer Biopsie vor CTx und korrespondierendem Resek-

tat nach CTx keine CDH1-Expressionsveränderung beobachtet werden.  

5.1.1.2. Vimentin und ZEB1 
Die VIM- und ZEB1-Expressionen zeigten auf mRNA-Ebene keine prognostische Relevanz.  

Auf Proteinebene konnten 3,5% der Fälle mit aberranter Vimentin- bzw. 3% der Fälle mit 

aberranter ZEB1-Expression identifiziert werden. Ähnliche Ergebnisse finden sich im Magen-
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karzinomkollektiv der vom TCGA-Projekt veröffentlichten Daten mit 4% VIM- und 7% ZEB1-

Mutationen (Bass et al., 2014).  

Es deutete sich ein negativer prognostischer Effekt einer hohen Vimentin-Proteinexpression 

in Resektaten von Patienten ohne CTx an (p = 0,08) und diese stellte in der multivariaten 

Cox-Regression einen unabhängig prognostischen Faktor dar (p = 0,01). 

Die prognostische Relevanz von Vimentin wird in der Literatur kontrovers diskutiert. So konn-

te in mehreren Studien ein negativer prognostischer Effekt hoher Vimentin-Expression im 

Kolon- (Lazarova & Bordonaro, 2016), Lungen- (Kidd et al., 2014) und im Magenkarzinom 

(Ryu et al., 2012; Z. Liu et al., 2014; Yin et al., 2018) gezeigt werden. Andere wiesen keine 

prognostische Relevanz für Vimentin im Magenkarzinom nach (Hou et al., 2012). 

Die ZEB1-Expression zeigte auf mRNA- und Proteinebene keine Assoziation mit dem Über-

leben. Okugawa et al. (2012) konnten die ZEB1-mRNA-Expression in Resektaten von Pati-

enten ohne CTx als unabhängigen negativen Prognosefaktor identifizieren. Eine Metaanaly-

se von Chen et al. (2019) zeigte, dass eine Überexpression von ZEB1 im kolorektalen, Pan-

kreas-, hepatozellulären und Magenkarzinom mit einem signifikant kürzeren Überleben ein-

hergeht. Der fehlende Nachweis einer prognostischen Relevanz von ZEB1 in der vorliegen-

den Arbeit liegt vermutlich in der limitierten Fallzahl aberranter Proteinexpression (3%) be-

gründet.  

Es fanden sich in intestinalen Karzinomen eine niedrige VIM- und ZEB1-Expression 

(p < 0,01). Hohe ZEB1-Expression war mit fortgeschrittenem pT-Stadium und in Resektaten 

ohne CTx mit positivem M- und N-Status assoziiert (je p < 0,05), was seinem mesenchyma-

len Charakter entspricht und bereits durch Okugawa et al. (2012) und Jia et al. (2012) ge-

zeigt werden konnte. Die Vimentin-Proteinexpression ist ebenfalls mit fortgeschrittenem 

TNM-Stadium und Entdifferenzierung assoziiert (Yin et al., 2018). Auch in anderen epithelia-

len Tumoren wurden Vimentin und ZEB1 als wichtige Proteine epithelialer-mesenchymaler 

Transition mit fortgeschrittenen T-Stadien und Fernmetastasierung in Verbindung gebracht 

(Spoelstra et al., 2006; Graham et al., 2008; Singh et al., 2008; G. Zhang et al., 2013). Die 

Daten unterstützen demnach die Bedeutung von Vimentin und ZEB1 als negative prognosti-

sche Marker und die Assoziation mit negativen klinischen Faktoren, auch wenn die Aussa-

gekraft aufgrund der geringen Fallzahlen eher begrenzt ist. 

5.1.2.  p53-Status 
Die p53-Proteinexpression wurde in Resektaten ohne und nach neoadjuvanter Chemothera-

pie immunhistochemisch unter Verwendung von TMAs und in prätherapeutischen Biopsien 

vor Chemotherapie an ganzen Schnitten bestimmt.  

In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal im Magenkarzinom die immunhistochemi-

sche Evaluation des aberranten p53 unter Berücksichtigung von komplettem Verlust und 

Überexpression vorgenommen, was bereits von Darb-Esfahani et al. (2016) im Mammakar-

zinom und Köbel et al. (2016) im Ovarialkarzinom publiziert wurde. Bisherige Arbeiten be-
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trachteten ausschließlich die Überexpression als verändertes p53-Expressionsmuster und 

somit wurde ein kompletter Expressionverlust als Wildtyp-p53 gewertet. Die verbesserte 

Auswertung nach Esfahani et al. (2016) und Köbel et al. (2016) scheint den tatsächlichen 

TP53-Status besser widerzuspiegeln. Dies wurde durch NGS-basierte Mutationsanalysen 

des TP53 in 42 Fällen mit einer Übereinstimmung von 90% mit dem immunhistochemisch 

bestimmten p53-Status bestätigt. Andere Studien wiesen eine TP53-Mutation in etwa 50% 

im Magenkarzinom nach (J. Gao et al., 2013; Bass et al., 2014). Eine aberrante p53-

Proteinexpression zeigte sich in der vorliegenden Arbeit in allen untersuchten Patientenkol-

lektiven in 49% und befindet sich damit im Bereich zu erwartender Werte. Zudem ließ sich 

keine Diskrepanz zwischen prätherapeutischer Biopsie und korrespondierendem Resektat 

beobachten. In der vorliegenden Arbeit kann die immunhistochemische Analyse des p53 

somit als valide Methode zur Bestimmung des TP53-Status angesehen werden. 

Die p53-Proteinexpression war bei Patienten ohne Chemotherapie mit dem Gesamtüberle-

ben der Patienten assoziiert und stellte einen unabhängig prognostischen Faktor dar. Patien-

ten mit Tumoren mit p53-Wildtypexpression wiesen ein deutlich längeres Überleben im Ver-

gleich zu jenen mit aberranter p53-Expression auf (35,8 vs. 60,5% 5-JÜ). Auch in präthera-

peutischen Biopsien vor CTx deutete sich ein Überlebensvorteil bei p53-Wildtypexpression 

an. Dies wurde bereits in mehreren Studien beobachtet und ist in Übereinstimmung mit der 

Funktion von TP53 als Tumorsuppressor mit Einfluss auf Apoptose, Zell-Seneszenz, DNA-

Reparatur, Zellmetabolismus, Zellzyklus-Kontrolle und Differenzierungsgrad (Aubrey et al., 

2016; Wasylishen & Lozano, 2016). So konnte in einer Metaanalyse von Yildirim et al. (2015) 

an 4330 Magenkarzinomen ohne neoadjuvante Chemotherapie die negative prognostische 

Relevanz einer p53-Überexpression beobachtet werden. Auch Tahara et al. (2016) konnten 

zeigen, dass TP53-Hotspot-Mutationen (R175, G245, R248, R273, R282) negativ prognos-

tisch im Magenkarzinom sind.  

Die prognostische Bedeutung der p53-Proteinexpression wird jedoch auch kontrovers disku-

tiert (Yıldırım et al., 2015). X. Liu et al. (2014) analysierten die p53-Proteinexpression in 501 

Magenkarzinomen ohne CTx immunhistochemisch und konnten keine prognostische Rele-

vanz nachweisen.  

 

Neu in dieser Arbeit ist die Abhängigkeit der prognostischen Relevanz der p53-Expression 

von der Tumorlokalisation. So zeigte sich der Überlebensunterschied nur in distalen Magen-

karzinomen in Patienten ohne CTx und prätherapeutischen Biopsien vor CTx. In proximal 

lokalisierten Tumoren ließ sich kein Überlebensvorteil bei p53-Wildtypexpression erkennen. 

Neben unterschiedlichen immunhistochemischen Antikörpern und Evaluationsmethoden wä-

ren heterogene Patientenkollektive demnach ein Erklärungsansatz für die widersprüchliche 

prognostische Relevanz in den genannten Arbeiten (X. Liu et al., 2014; Yıldırım et al., 2015; 

Tahara et al., 2016). Verändertes p53 fand sich in allen Resektaten vor allem in proximalen 
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und intestinalen Magenkarzinomen und ging mit fortgeschrittenem pT-Stadium einher. Dies 

bestätigt die Erkenntnisse aus bereits publizierten Arbeiten (Tahara et al., 2016; Busuttil et 

al., 2014).  

Die prognostische Relevanz der p53-Proteinexpression konnte jedoch nicht wie in der Arbeit 

von Xu et al. (2014) in Resektaten nach CTx nachgewiesen werden. Außerdem ließ sich 

keine prädiktive Wertigkeit des p53 in prätherapeutischen Biopsien vor CTx beobachten. In 

anderen Studien erwies sich p53 auch als prädiktiver Marker für das Ansprechen auf eine 

Platin-basierte Chemotherapie in verschiedenen Tumorentitäten, auch dem Magenkarzinom 

(X. Liu et al., 2012; He et al., 2017). Bei Patienten nach CTx lag jedoch eine Assoziation mit 

dem Tumorregressionsgrad vor mit einer Prädominanz von TRG3 in Fällen mit aberranter 

p53-Expression. Dies kann in den unterschiedlichen Effekten von TP53-Mutationen begrün-

det sein. 

Die Mechanismen von Chemotherapieresistenz sind vielfältig und reichen von der Aktivie-

rung von Effluxpumpen und Überlebenssignalen über Apoptoseresistenz und die Erlangung 

von Stammzelleigenschaften bis hin zur Hochregulation der DNA-Reparatur (He et 

al., 2017). So konnte im Mammakarzinom beobachtet werden, dass eine TP53-Mutation zur 

vermehrten Expression von BRCA1 führt und somit Resistenz gegen Cisplatin induziert (J. Li 

et al., 2014). Des Weiteren zeigte sich in der Zellkultur, dass eine durch Gentherapie indu-

zierte Verminderung der p53-Expression zu erhöhter Sensitivität für eine Radio- und Chemo-

therapie führt (Y. Liu et al., 2013). Mechanismen wie die Inhibition von HSP90 mit konsekuti-

ver Destabilisierung des mutierten TP53 (D. Li et al., 2011), die Reaktivierung des Wildtyp-

TP53 oder die Inhibition von Molekülen im TP53-Netzwerk könnten bei vorliegender TP53-

Mutation als therapeutische Strategien genutzt werden, um ein verbessertes Chemothera-

pieansprechen zu erreichen (He et al., 2017). 

5.1.2.1. MSI und p53 
Es zeigte sich eine Korrelation der p53-Proteinexpression in allen Resektaten (p < 0,01) und 

prätherapeutischen Biopsien vor CTx (p = 0,03) mit dem EBV-, MSI-H-, und MSI-L-Status. 

Fälle mit p53 -Wildtypexpression gingen mit dem  EBV- und MSI-H-Subtyp einher. Veränder-

te p53-Expression häufte sich in MSI-L-Tumoren. Dies verdeutlicht, dass MSI-H-, MSI-L- und 

MSS-Tumoren als eigene Subgruppen betrachtet werden sollten. Mehrere Studien konnten 

zeigen, dass MSI-H-Tumoren auf eine Therapie mit PD1-Inhibitoren ansprechen (Le et al., 

2015; Le et al., 2017; S. T. Kim et al., 2018). Hypothetisch geht man davon aus, dass dies in 

Defekten der Mismatch-Reparatur und der damit einhergehenden Zunahme der mutational 

burden, der mutation-associated-neoantigens (MANANs) und in dem konsekutiv hohen Maß 

an tumorinfiltrierenden Immunzellen begründet ist (Le et al., 2015). Eine PD-1-Blockade führt 

dann zur Aufhebung der Resistenz der adaptiven Immunantwort (Tumeh et al., 2014). Doch 

nicht jeder MSI-Tumor zeigt ein Ansprechen auf Immuncheckpointinhibitoren, was nochmals 

die große Diversität innerhalb dieser Subgruppe widerspiegelt (Mandal et al., 2019). Deshalb 
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sind ein weitergehendes Verständnis und eine Subdifferenzierung der MSI-Tumoren wichtig. 

So stellen MSI-L-Tumoren eine Gruppe mit ungeklärter biologischer und klinischer Relevanz 

dar und werden häufig mit den MSS-Tumoren zusammen analysiert (An et al., 2012; S. Y. 

Kim et al., 2015). Man geht davon aus, dass MSI-L auf erhöhte Mutationsraten an bestimm-

ten Mikrosatellitensequenzen zurückzuführen ist, spezifische Defekte der DNA-Reparatur 

widerspiegelt oder durch DNA-Schäden verursacht wird (Hile et al., 2013). In einer bereits 

veröffentlichten Arbeit konnten wir zeigen, dass Patienten mit MSI-L-Tumoren ohne CTx eine 

schlechte, jene nach neoadjuvanter Chemotherapie jedoch eine sehr gute Prognose aufwie-

sen (Kohlruss, Grosser et al., 2019). Die Tatsache, dass sich in den MSI-L-Tumoren ver-

mehrt Fälle mit aberranter p53-Expression fanden und diese in Resektaten negativ prognos-

tisch war, unterstreicht vermutlich die Notwendigkeit einer neoadjuvanten Chemotherapie in 

dieser Subgruppe. 

Die MSI-Tumoren gehen im Magenkarzinom mit einer besseren Prognose einher, wobei wi-

dersprüchliche Ergebnisse hinsichtlich der prognostischen Relevanz bei Chemotherapie vor-

liegen (Boland & Goel, 2010; An et al., 2012; Choi et al., 2014; S. Y. Kim et al., 2015; Smyth 

et al., 2017; Mereiter et al., 2018; Haag et al., 2019). So fanden Smyth et al. (2017) eine ne-

gative prognostische Relevanz von MSI bei Patienten nach neoadjuvanter Chemotherapie. 

Dies wurde in der vorliegenden Arbeit nicht bestätigt. Der MSI-H-Status zeigte jedoch eine 

unterschiedliche prognostische Relevanz in Abhängigkeit des p53-Status.  

5.1.2.2. CDKN1A und MDM2 
CDKN1A gilt als eines der wichtigsten Effektormoleküle des p53-Signalwegs und führt in 

Abhängigkeit bestimmter Signale zum G1-Zellzyklusarrest.104 MDM2 ist ein wesentlicher ne-

gativer Regulator der p53-Aktivität während der Entwicklung, normaler Gewebehomeostase 

und DNA-Reparatur (Momand et al., 2000). 

Deshalb wurde die CDKN1A- und MDM2-Expression auf mRNA-Ebene in den Patientenkol-

lektiven analysiert, um den TP53-Status wie in der Arbeit von Cristescu et al. (2015) zu be-

stimmen. Letztendlich wurde dieser nur auf Proteinebene immunhistochemisch erfasst, so-

dass die Gene hinsichtlich ihrer klinischen Relevanz einzeln ausgewertet wurden. 

Eine hohe MDM2-Expression war bei Patienten ohne CTx mit kürzerem Überleben assoziiert 

und ging mit fortgeschrittenen Tumorstadien einher. Diese Ergebnisse unterstreichen die 

bereits in der Literatur bekannten Ergebnisse, auch wenn hier vor allem immunhistochemi-

sche Analysen vorliegen. So identifizierten Ye et al. (2013) eine hohe MDM2-

Proteinexpression in primär resezierten Magenkarzinomen als unabhängig negativen prog-

nostischen Faktor. Außerdem war eine hohe MDM2-Expression mit fortgeschrittenem T-

Stadium, Lymphknoten- und Fernmetastasierung verbunden. Sepideh et al. (2012) beobach-

teten im Magen- und Kolonkarzinom eine Assoziation der MDM2-Proteinexpression mit fort-

geschrittenem T- und N-Stadium. MDM2-Expression war mit Lymphknoten- und Fernmetas-

tasierung in intestinalen Karzinomen assoziiert (Aboushousha et al., 2018). Da MDM2 TP53 
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ubiquitinyliert und so für die Degradation durch das Proteasom markiert, ist die negative 

prognostische Relevanz einer hohen MDM2-Expression sehr wahrscheinlich und verdeutlicht 

somit dessen wichtige Rolle während der Karzinogenese, Invasion und Metastasierung (J. 

Yang et al., 2006; Aubrey et al., 2016; Wasylishen & Lozano, 2016). Es wurden auch Studien 

veröffentlicht, die keine Korrelation zwischen MDM2 und dem Gesamtüberleben oder klini-

schen Charakteristika sehen (Kasper et al., 1999; Abdel-Fattah et al., 2000). 

Außerdem wurde beobachtet, dass eine hohe MDM2-Proteinexpression prädiktive Wertigkeit 

für ein Chemotherapieansprechen besitzt (Y. Ye et al., 2013). In der vorliegenden Arbeit ließ 

sich keine prädiktive Relevanz der MDM2-Expression erkennen. 

Die CDKN1A-Expression zeigte keine Assoziation mit dem Überleben der Patienten. Es fin-

det sich eine Studie von Lin et al. (2017) zur p21-Proteinexpression in Magenkarzinomen 

ohne CTx. Eine niedrige Expression war hier mit Lymphknoten- und Fernmetastasierung 

assoziiert und außerdem ein unabhängiger negativer prognostischer Marker. Dies wäre 

durch die Funktion von CDKN1A als wichtiger Regulator des Zellzyklus und die Inhibition der 

Tumorentstehung und dessen Wachstum begründet (Park et al., 2014; Andries et al., 2015). 

Lin et al. (2017) fanden keine prädiktive Wertigkeit von p21 in Bezug auf ein Chemotherapie-

ansprechen und keine Assoziation hinsichtlich der Tumorlokalisation. In der vorliegenden 

Arbeit war die CDKN1A-Expression in prätherapeutischen Biopsien und Resektaten nach 

CTx mit der Tumorlokalisation assoziiert. In prätherapeutischen Biopsien mit proximaler Tu-

morlokalisation war eine niedrige CDKN1A-Expression zu sehen. In Resektaten nach CTx 

zeigte sich eine hohe Expression. Dies lässt die Hypothese zu, dass eine niedrige CDKN1A-

Expression in proximalen Magenkarzinomen zu einem verbesserten Therapieansprechen 

führt und unterstreicht die Diversität der Magenkarzinome vor allem hinsichtlich ihrer Lokali-

sation. 

5.1.3.  Limitationen 
Limitationen der Arbeit liegen allgemein in ihrem retrospektiven und explorativen Charakter, 

sodass ein möglicher Selektionsbias  nicht ausgeschlossen werden kann. Zur Validierung 

der Ergebnisse sind prospektive, randomisierte und kontrollierte Studien an größeren Patien-

tenkollektiven notwendig. 

Weitere Limitationen der Arbeit waren die Verwendung von TMAs, wodurch die Intratu-

morheterogenität nicht berücksichtigt werden konnte. Außerdem ist die prädiktive Relevanz 

der molekularen Klassifikationen weitgehend unklar und sie sollte an einem größeren Kollek-

tiv mit prätherapeutischen Biopsien vor CTx untersucht werden. Zudem wären funktionelle 

in-vitro Analysen sinnvoll, um die EMT-Subgruppe besser zu charakterisieren und die Asso-

ziation zwischen dem p53-, MSI-Status und den Einfluss auf eine neoadjuvante Chemothe-

rapie näher zu beleuchten. 
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5.2.  Fazit und Ausblick 

Ein wesentliches Ergebnis der hier vorliegenden Arbeit ist die Identifikation der klinischen 

und  prognostischen Relevanz der ACRG-Klassifikation und modifizierter Varianten auf 

mRNA- und Proteinebene im Kontext perioperativer Chemotherapie. Dies stellt neue Mög-

lichkeiten für die individualisierte Therapie der molekularen Subtypen dar, die mit bestimmten 

genetischen Veränderungen und klinisch-pathologischen Charakteristika einhergehen. Vor 

allem die schlechte Prognose des EMT-Subtyps könnte durch neue therapeutische Ansätze 

verbessert werden. Die Bestimmung des EMT-Subtyps auf Proteinebene sollte nicht allein 

basierend auf der E-Cadherin-Proteinexpression durchgeführt werden, sondern auch mor-

phologische, mesenchymale Tumoreigenschaften berücksichtigen. Dies würde dazu beitra-

gen, die inverse prognostische Relevanz in Resektaten ohne CTx näher zu beleuchten.  

 

Eine Validierung der prognostischen Wertigkeit der ACRG-Klassifikation an weiteren unab-

hängigen Patientenkollektiven ohne und nach neoadjuvanter Chemotherapie könnte zur kli-

nischen Anwendung der Klassifikation führen und so Therapieentscheidungen unterstützen 

und individualisieren. Hierfür sollte zudem die prädiktive Relevanz der Klassifikation in 

prätherapeutischen Biopsien vor neoadjuvanter Chemotherapie analysiert werden. 

 

Eine weitere wichtige Erkenntnis der Arbeit ist die Bestätigung der Validität der p53-

Proteinexpression zur Bestimmung des TP53-Mutationsstatus im Magenkarzinom. p53 be-

sitzt in der Resektatgruppe ohne CTx und in prätherapeutischen Biopsien vor CTx unabhän-

gige prognostische Relevanz in Abhängigkeit von der Tumorlokalisation. Zusammen mit der 

Prädominanz im MSI-L-Subtyp könnte dies für eine Therapieempfehlung zur Durchführung 

einer neoadjuvanten Chemotherapie sprechen. 

 

Auffällig waren die Assoziationen unter anderem der ACRG-Klassifikation, der p53-, CDH1- 

und CDKN1A-Expression mit der Tumorlokalisation. Dies verdeutlicht die Heterogenität in-

nerhalb der Magenkarzinome und die Notwendigkeit einer differenzierten Betrachtung.
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V 

Anhang 
Tabelle A1:  Assoziation der EMT-assoziierten Gene mit klinischen Charakteristika in Resektaten 

ohne CTx 

Patienten- 
charakteristika 

Gesamtzahl der 
Patienten n (%) 

CDH1 
Expression 

VIM 
Expression 

ZEB1 
Expression 

< Median ³  < Median ³  < Median ³  
n n p n n p n n p 

Total 95 (100) 47 48  47 48  47 48  
Alter, in Jahren 
Median 70,3 (37,9 – 90,9) 

48 (50,5) 
47 (49,5) 

23 
24 

25 
23 0,76 20 

27 
28 
20 0,12 20 

17 
28 
20 0,12 

Geschlecht 
weiblich 
männlich 

 
35 (36,8) 
60 (63,2 

 
21 
26 

 
14 
34 

0,12 
 

17 
30 

 
18 
30 

0,90 
 

16 
31 

 
19 
29 

0,58 

Lokalisation 
Proximal 
Medial 
Distal 
Linitis 

 
22 (23,2) 
34 (35,8) 
32 (33,7) 
7 (7,4) 

 
12 
17 
12 
6 

 
10 
17 
20 
1 

0,13 

 
14 
19 
12 
2 

 
8 

15 
20 
5 

0,15 

 
10 
20 
16 
7 

 
12 
14 
16 
0 

< 0,05 

Laurén-Subtypen 
Intestinal 
Nicht-intestinal 

 
47 (49,5) 
48 (50,5) 

 
21 
26 

 
26 
22 

0,3 
 

30 
17 

 
17 
31 

< 0,01 
 

33 
14 

 
14 
34 

< 0,01 

Grading 
G1/2 
G3/4 

 
23 (24,2) 
72 (75,8) 

10 
37 

13 
35 0,55 19 

28 
4 

44 < 0,01 17 
30 

6 
42 < 0,01 

Resektionsstatus 
R0 
R1/2 

 
77 (81,1) 
18 (18,9) 

37 
10 

40 
8 0,57 38 

9 
39 
9 0,96 44 

3 
33 
15 < 0,01 

Metastasenstatus 
M0 
M1 

 
77 (81,1) 
18 (18,9) 

36 
11 

41 
7 0,27 40 

7 
7 

11 0,32 42 
5 

5 
13 < 0,05 

Tumorausdehnung 
(y) pT1 
(y) pT2 
(y) pT3 
(y) pT4 

 
23 (24,2) 
13 (13,7) 
26 (27,4) 
33 (34,7) 

 
5 
6 

17 
19 

 
18 
7 
9 

14 

 
< 0,05 

 
14 
6 

11 
16 

 
9 
7 

15 
17 

 
0,63 

 
17 
9 

13 
8 

 
6 
4 

13 
25 

 
< 0,01 

Lymphknotenstatus 
(y) pN0 
(y) pN1/2/3 

 
42 (44,2) 
53 (55,8) 

 
20 
27 

 
22 
26 

0,75 
 

23 
24 

 
19 
29 

0,36 
 

26 
21 

 
16 
32 

< 0,05 

 
Tabelle A2:  Assoziation der EMT-assoziierten Gene mit klinischen Charakteristika in Resektaten 

nach CTx 

Patienten- 
charakteristika 

Gesamtzahl der 
Patienten n (%) 

CDH1 
Expression 

VIM 
Expression 

ZEB1 
Expression 

< Median ³  < Median ³  < Median ³  
n n p n n p n n p 

Total 161 (100) 80 81  80 81  80 81  
Alter, in Jahren 
Median 61,7 (28,8 – 80,8) 

79 (49,1) 
82 (50,9) 

36 
44 

43 
38 0,31 33 

47 
46 
35 0,05 35 

45 
44 
37 0,18 

Geschlecht 
weiblich 
männlich 

 
36 (22,4) 

125 (77,6) 

 
17 
63 

 
19 
62 

 
0,74 

 
17 
63 

 
19 
62 

 
0,74 

 
13 
67 

 
23 
58 

 
0,06 

Lokalisation 
Proximal 
Medial 
Distal 
Linitis 

 
108 (67,1) 

29 (18) 
16 (9,9) 
8 (5,0) 

 
54 
12 
8 
6 

 
54 
17 
8 
2 

0,41 

 
52 
18 
8 
2 

 
56 
11 
8 
6 

0,85 

 
55 
15 
8 
2 

 
53 
14 
8 
6 

0,56 

Laurén-Subtypen 
Intestinal 
Nicht-intestinal 

 
95 (59) 
66 (41) 

 
39 
41 

 
56 
25 

< 0,01 
 

56 
24 

 
39 
42 

< 0,01 
 

59 
21 

 
36 
45 

< 0,01 

Grading 
G1/2 
G3/4 

 
29 (18) 

132 (82) 

 
13 
67 

 
16 
65 

0,56 
 

19 
61 

 
10 
71 

0,06 
 

17 
63 

 
12 
69 

0,29 

Resektionsstatus 
R0 
R1/2 

 
114 (70,8) 
47 (29,2) 

 
55 
25 

 
59 
22 

0,57 
 

55 
25 

 
59 
22 

0,57 
 

58 
22 

 
56 
25 

0,64 

Metastasenstatus 
M0 
M1 

 
126 (78,3) 
35 (21,7) 

 
59 
21 

 
67 
14 

0,17 
 

61 
19 

 
65 
16 

0,54 
 

64 
16 

 
62 
19 

0,60 

Tumorausdehnung 
(y) pT1 
(y) pT2 
(y) pT3 

7 (4,3) 
13 (8,1) 

86 (53,4) 
55 (34,2) 

2 
3 

38 
37 

5 
10 
48 
18 

< 0,01 

6 
6 

48 
21 

1 
7 

39 
34 

0,06 

7 
9 

45 
19 

0 
4 

41 
36 

< 0,01 



V 

(y) pT4 
Lymphknotenstatus 

(y) pN0 
(y) pN1/2/3 

 
40 (24,8) 

121 (75,2) 

 
15 
65 

 
25 
56 

 
0,08 

 
20 
60 

 
20 
61 

 
0,96 

 
23 
57 

 
17 
64 

 
0,25 

Regressionsgrad 
TRG2 
TRG3 

 
81 
80 

 
39 
41 

 
42 
39 

 
0,69 

 
33 
47 

 
48 
33 

 
0,02 

 
38 
42 

 
43 
38 

 
0,48 

 
Tabelle A3:  Assoziation der EMT-assoziierten Gene mit klinischen Charakteristika in prätherapeuti-

schen Biopsien vor CTx 

Patienten- 
charakteristika 

Gesamtzahl der 
Patienten n (%) 

CDH1 
Expression 

VIM 
Expression 

ZEB1 
Expression 

< Median ³  < Median ³  < Median ³  
n n p n n p n n p 

Total 50 (100) 25 25  25 25  25 25  
Alter, in Jahren 
Median 66,5 (44,1 – 79,0) 

25 (50) 
25 (50) 

12 
13 

13 
12 0,77 16 

9 
9 
16 < 0,05 19 

6 
6 
19 < 0,01 

Geschlecht 
weiblich 
männlich 

 
12 (24,0) 
38 (76,0 

 
6 

19 

 
6 

19 
1,00 

 
7 

18 

 
5 

20 
0,51 

 
7 

18 

 
5 
20 

0,51 

Lokalisation 
Proximal 
Medial 
Distal 
Linitis 

 
33 (66,0)  
6 (12,0) 
11 (22,0) 
0 (0) 

 
20 
3 
2 
0 

 
13 
3 
9 
0 

0,05 

 
19 
3 
3 
0 

 
14 
3 
8 
0 

0,22 

 
17 
3 
5 
0 

 
16 
3 
6 
0 

0,94 

Laurén-Subtypen 
Intestinal 
Nicht-intestinal 

 
32 (64,0) 
18 (36,0) 

 
16 
9 

 
16 
9 

1,00 
 

19 
6 

 
13 
12 

 0,08 
 

16 
9 

 
16 
9 

1,00 

Grading 
G1/2 
G3/4 
k.A. 

 
13 (26,0) 
36 (72,0) 
1 (2,0) 

5 
19 

8 
17 0,38 7 

17 
6 

19 0,68 4 
20 

9 
16 0,13 

Resektions-Status 
R0 
R1/2 
k.A. 

 
42 (84,0) 
7 (14,0) 
1 (2,0) 

20 
4 

22 
3 0,64 21 

4 
21 
3 0,73 21 

4 
21 
3 0,73 

Metastasen-Status 
M0 
M1 
k.A. 

 
34 (68,0) 
12 (24,0) 
4 (8,0) 

18 
7 

16 
5 

 
0,75 

17 
6 

17 
6 

 
1,00 

17 
6 

17 
6 

 
1,00 

Tumorausdehnung 
(y) pT0 
(y) pT1 
(y) pT2 
(y) pT3 
(y) pT4 

 
2 (4,0) 
6 (12,0) 
12 (24,0) 
17 (34,0) 
13 (26,0) 

 
2 
3 
6 
7 
7 

 
0 
3 
6 

10 
6 

0,63 

 
2 
4 
5 
6 
8 

 
0 
2 
7 

11 
5 

0,27 

 
2 
3 
6 
7 
7 

 
0 
3 
6 

10 
6 

0,63 

Lymphknotenstatus 
(y) pN0 
(y) pN1/2/3 

 
22 (44,0) 
28 (56,0) 
 

 
10 
15 

 
12 
13 

 
0,57 

 
10 
15 

 
12 
13 

 
0,57 

 
11 
14 

 
11 
14 

 
1,00 

Regressionsgrad 
TRG1 
TRG2 
TRG3 
k.A. 

 
10 (20,0) 
8 (16,0) 
31 (62,0) 
1 (2,0) 

3 
5 

16 

7 
3 

15 
0,35 

4 
2 

19 

6 
6 

12 
0,14 

6 
3 

16 

4 
5 

15 
0,63 

TRG1 
TRG2/3 

40 (80,0) 
10 (20,0) 

3 
22 

7 
18 0,16 4 

21 
6 

19 0,48 6 
19 

4 
21 0,48 

 
Tabelle A4:  Assoziation der TP53-assoziierten Gene mit klinischen Charakteristika in Resektaten 

ohne CTx 

Patienten- 
charakteristika 

Gesamtzahl der 
Patienten n (%) 

CDKN1A 
Expression 

MDM2 
Expression 

< Median ³  < Median ³  
n n p n n p 

Total 95 (100) 47 48  47 48  
Alter, in Jahren 
Median 70,3 (37,9 – 90,9) 

48 (50,5) 
47 (49,5) 

26 
21 

22 
26 0,36 23 

24 
25 
23 0,76 

Geschlecht 
weiblich 
männlich 

 
35 (36,8) 
60 (63,2 

 
19 
28 

 
16 
32 

 
0,47 

 
13 
34 

 
22 
26 

 
0,07 

Lokalisation 
Proximales Drittel 
Mittleres Drittel 
Distales Drittel 
Linitis 

 
22 (23,2) 
34 (35,8) 
32 (33,7) 

7 (7,4) 

 
11 
19 
15 
3 

 
11 
15 
17 
4 

0,82 

 
8 

19 
18 
1 

 
14 
15 
14 
6 

0,15 
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Laurén Klassifikation 
Intestinal 
Nicht-intestinal 

 
47 (49,5) 
48 (50,5) 

 
21 
26 

 
26 
22 

 
0,36 

 
26 
21 

 
21 
27 

 
0,26 

Grading 
G1/2 
G3/4 

 
23 (24,2) 
72 (75,8) 

 
10 
37 

 
13 
35 

 
0,55 

 
14 
33 

 
9 

39 

 
0,23 

Resektions-Status 
R0 
R1/2 

 
77 (81,1) 
18 (18,9) 

 
36 
11 

 
41 
7 

 
 

41 
6 

 
36 
12 

 

Metastasen-Status 
M0 
M1 

 
77 (81,1) 
18 (18,9) 

 
36 
11 

 
41 
7 

 
0,27 

 
40 
7 

 
37 
11 

 
0,32 

Tumorausdehnung 
(y) pT1 
(y) pT2 
(y) pT3 
(y) pT4 

23 (24,2) 
13 (13,7) 
26 (27,4) 
33 (34,7) 

11 
6 

10 
20 

12 
7 

16 
13 

0,41 

14 
8 

11 
14 

9 
5 

15 
19 

0,43 

Lymphknotenstatus 
(y) pN0 
(y) pN1/2/3 

 
42 (44,2) 
53 (55,8) 

 
19 
28 

 
23 
25 

 
0,46 

 
21 
26 

 
21 
27 

 
0,93 

 
Tabelle A5:  Assoziation der TP53-assoziierten Gene mit klinischen Charakteristika in Resektaten 

nach CTx 

Patienten- 
charakteristika 

Gesamtzahl der 
Patienten n (%) 

CDKN1A 
Expression 

MDM2 
Expression 

< Median ³  < Median ³  
n n p n n p 

Total 161 (100) 80 81     
Alter, in Jahren 
Median 61,7 (28,8 – 80,8) 

79 (49,1) 
82 (50,9) 

36 
44 

43 
38 0,31 41 

39 
38 
43 0,58 

Geschlecht 
weiblich 
männlich 

 
36 (22,4) 

125 (77,6) 

 
21 
59 

 
15 
66 

 
0,24 

 
15 
65 

 
21 
60 

 
0,28 

Lokalisation 
Proximales Drittel 
Mittleres Drittel 
Distales Drittel 
Linitis 

 
108 (67,1) 

29 (18) 
16 (9,9) 
8 (5,0) 

 
44 
19 
11 
6 

 
64 
10 
5 
2 

0,05 

 
56 
13 
7 
4 

 
52 
16 
9 
4 

0,87 

Laurén Klassifikation 
Intestinal 
Nicht-intestinal 

 
95 (59) 
66 (41) 

 
46 
34 

 
49 
32 

 
0,70 

 
44 
36 

 
51 
30 

 
0,30 

Grading 
G1/2 
G3/4 

 
29 (18) 

132 (82) 

 
15 
65 

 
14 
67 

 
0,81 

 
12 
68 

 
17 
64 

 
0,32 

Resektions-Status 
R0 
R1/2 

 
114 (70,8) 
47 (29,2) 

 
62 
18 

 
52 
29 

 
 

55 
25 

 
59 
22 

 

Metastasen-Status 
M0 
M1 

 
126 (78,3) 
35 (21,7) 

 
63 
17 

 
63 
18 

 
0,88 

 
60 
20 

 
66 
15 

 
0,32 

Tumorausdehnung 
(y) pT1 
(y) pT2 
(y) pT3 
(y) pT4 

 
7 (4,3) 

13 (8,1) 
86 (53,4) 
55 (34,2) 

 
6 
4 

46 
24 

 
1 
9 

40 
31 

 
0,08 

 
6 

10 
38 
16 

 
1 
3 

48 
29 

 
0,05 

Lymphknotenstatus 
(y) pN0 
(y) pN1/2/3 

 
40 (24,8) 

121 (75,2) 

 
20 
60 

 
20 
61 

 
0,96 

 
20 
60 

 
20 
61 

 
0,96 

 

Tabelle A6:  Assoziation der TP53-assoziierten Gene mit klinischen Charakteristika in prätherapeuti-
schen Biopsien vor CTx 

Patienten- 
charakteristika 

Gesamtzahl der 
Patienten n (%) 

CDKN1A 
Expression 

MDM2 
Expression 

< Median ³  < Median ³  
n n p n n p 

Total 50 (100) 25 25  25 25  
Alter, in Jahren 
Median 66,5 (44,1 – 79,0) 

25 (50) 
25 (50) 

15 
10 

10 
15 0,16 13 

12 
12 
13 0,78 

Geschlecht 
weiblich 
männlich 

 
12 (24,0) 
38 (76,0 

 
8 

17 

 
4 

21 

 
0,19 

 
19 
6 

 
19 
6 

1,00 

Lokalisation 
Proximal 

 
33 (66,0)  

 
21 

 
12 0,01  

20 
 

13 0,11 
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Medial 
Distal 
Linitis 

6 (12,0) 
11 (22,0) 
0 (0) 

0 
4 
0 

6 
7 
0 

2 
3 
0 

4 
8 
0 

Laurén Klassifikation 
Intestinal 
Nicht-intestinal 

 
32 (64,0) 
18 (36,0) 

 
15 
10 

 
17 
8 

0,56 
 

17 
8 
 

 
15 
10 

0,56 

Grading 
G1/2 
G3/4 
k.A. 

 
13 (26,0) 
36 (72,0) 
1 (2,0) 

 
5 

19 

 
8 

17 
0,38 

 
6 

18 

 
7 

18 
0,81 

Resektions-Status 
R0 
R1/2 
k.A. 

 
42 (84,0) 
7 (14,0) 
1 (2,0) 

 
20 
5 

 
22 
2 

0,24 
 

20 
4 

 
22 
3 

0,64 

Metastasen-Status 
M0 
M1 
k.A. 

 
34 (68,0) 
12 (24,0) 
4 (8,0) 

19 
5 

15 
7 0,40 18 

5 
16 
7 0,50 

Tumorausdehnung 
(y) pT0 
(y) pT1 
(y) pT2 
(y) pT3 
(y) pT4 

 
2 (4,0) 
6 (12,0) 
12 (24,0) 
17 (34,0) 
13 (26,0) 

 
2 
2 
3 

10 
8 

 
0 
4 
9 
7 
5 

0,14 

 
2 
2 
6 
8 
7 

 
0 
4 
6 
9 
6 

0,59 

Lymphknotenstatus 
(y) pN0 
(y) pN1/2/3 

 
22 (44,0) 
28 (56,0) 
 

 
10 
15 

 
12 
13 

 
0,57 

 
12 
13 

 
10 
15 

 

 
0,57 

Regressionsgrad 
TRG1 
TRG2 
TRG3 
k.A. 

 
10 (20,0) 
8 (16,0) 
31 (62,0) 
1 (2,0) 

3 
3 

19 

7 
5 

12 
0,16 

6 
3 

16 

4 
5 

15 
0,63 

TRG1 
TRG2/3 

40 (80,0) 
10 (20,0) 

3 
22 

7 
18 0,16 6 

19 
4 

21 0,48 

 
Tabelle A7:  Assoziation der EMT-Klassifikation mit klinischen Charakteristika in Resektaten ohne 

CTx 

Patienten- 
charakteristika Gesamtzahl n (%) 

75%-Quantil CDH1/ZEB1 

e m i p 
Total 95 (100) 21 21 53  
Alter, in Jahren 
Median 70,3 (37,9 – 90,9) 

47 (49,5) 
48 (50,5) 

9 
12 

10 
11 

28 
35 0,73 

Geschlecht 
weiblich 
männlich 

 
35 (36,8) 
60 (63,2 

 
6 

15 

 
12 
9 

 
17 
36 

 
0,09 

Lokalisation 
Proximal 
Medial 
Distal 
Linitis 

 
22 (23,2) 
34 (35,8) 
32 (33,7) 

7 (7,4) 

 
2 

12 
5 
1 

 
3 
6 
6 
6 

 
14 
16 
21 
0 

 
< 0,01 

Laurén-Subtypen 
Intestinal 
Nicht-intestinal 

 
47 (49,5) 
48 (50,5) 

 
14 
7 

 
3 

18 

 
30 
23 

 
< 0,01 

Grading 
G1/2 
G3/4 

 
23 (24,2) 
72 (75,8) 

 
7 

14 

 
2 

19 

 
14 
39 

 
0,17 

Resektionsstatus 
R0 
R1/2 

 
77 (81,1) 
18 (18,9) 

 
18 
3 

 
12 
9 

 
47 
6 

 
< 0,01 

Metastasenstatus 
M0 
M1 

 
77 (81,1) 
18 (18,9) 

 
19 
2 

 
14 
7 

 
44 
9 

 
0,12 

Tumorausdehnung 
(y) pT1 
(y) pT2 
(y) pT3 
(y) pT4 

 
23 (24,2) 
13 (13,7) 
26 (27,4) 
33 (34,7) 

 
10 
4 
2 
5 

 
0 
2 
5 

14 

 
13 
7 

19 
14 

 
< 0,01 

Lymphknotenstatus 
(y) pN0 
(y) pN1/2/3 

 
42 (44,2) 
53 (55,8) 

 
12 
9 

 
6 

15 

 
24 
29 

0,17 
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Tabelle A8:  Assoziation der EMT-Klassifikation mit klinischen Charakteristika in Resektaten nach 

CTx 

Patienten- 
charakteristika 

Gesamtzahl der 
Patienten n (%) 

75% CDH1/ZEB1 

e m i p 

Total 161(100) 37 37 87  
Alter, in Jahren 
Median 61,7 (28,8 – 80,8) 

80 (49,7) 
81 (50,3) 

19 
18 

18 
19 

43 
44 0,97 

Geschlecht 
weiblich 
männlich 

 
36 (22,4) 
125 (77,6) 

 
9 
28 

 
10 
27 

 
17 
70 

 
0,62 

Lokalisation 
Proximal 
Medial 
Distal 
Linitis 

 
108 (67,1) 
29 (18) 
16 (9,9) 
8 (5,0) 

 
23 
9 
4 
1 

 
24 
5 
3 
5 

 
61 
15 
9 
2 

 
0,19 

Laurén-Subtypen 
Intestinal 
Nicht-intestinal 

 
95 (59) 
66 (41) 

 
24 
13 

 
12 
25 

 
59 
28 

 
< 0,01 

Grading 
G1/2 
G3/4 

 
29 (18) 
132 (82) 

 
6 
31 

 
6 
31 

 
17 
70 

0,86 

Resektionsstatus 
R0 
R1/2 

 
114 (70,8) 
47 (29,2) 

 
29 
8 

 
25 
12 

 
60 
27 

 
0,51 

Metastasenstatus 
M0 
M1 

 
126 (78,3) 
35 (21,7) 

 
31 
6 

 
27 
10 

 
68 
19 

 
0,53 

Tumorausdehnung 
(y) pT1 
(y) pT2 
(y) pT3 
(y) pT4 

 
7 (4,3) 
13 (8,1) 
86 (53,4) 
55 (34,2) 

 
3 
7 
53 
9 

 
0 
2 
18 
17 

 
4 
4 
15 
29 

 
0,04 

Lymphknotenstatus 
(y) pN0 
(y) pN1/2/3 

 
40 (24,8) 
121 (75,2) 

 
14 
23 

 
9 
28 

 
17 
70 

 
0,10 

Regressionsgrad 
TRG2 
TRG3 

 
81 (50,3) 
80 (49,7) 

 
18 
19 

 
20 
17 

 
43 
44 

 
0,87 

 
Tabelle A9:  Assoziation der EMT-Klassifikation mit klinischen Charakteristika in prätherapeutischen 

Biopsien vor CTx 

Patienten- 
charakteristika 

Gesamtzahl der 
Patienten n (%) 

75%-Quantil CDH1/ZEB1 

e m i p 

Total 50 (100) 8 8 34  
Alter, in Jahren 
Median 66,5  
(44,1 – 79,0) 

 
25 (50) 
25 (50) 

 
5 
3 

 
2 
6 

 
18 
16 

 
0,27 

Geschlecht 
weiblich 
männlich 

 
12 (24,0) 
38 (76,0 

 
3 
5 

 
3 
5 

 
6 

28 

 
0,31 

Lokalisation 
Proximal 
Medial 
Distal 
Linitis 

 
33 (66,0)  
6 (12,0) 
11 (22,0) 
0 (0) 

 
1 
0 
7 
0 

 
5 
1 
2 
0 

 
27 
5 
2 
0 

< 0,01 

Laurén Klassifikation 
Intestinal 
Nicht-intestinal 

 
32 (64,0) 
18 (36,0) 

 
3 
5 

 
5 
3 

 
24 
10 

0,21 

Grading 
G1/2 
G3/4 
k.A. 

 
13 (26,0) 
36 (72,0) 
1 (2,0) 

2 
6 

4 
4 

7 
26 0,25 

Resektions-Status 
R0 
R1/2 
k.A. 

 
42 (84,0) 
7 (14,0) 
1 (2,0) 

8 
0 

6 
2 

28 
5 0,35 

Metastasen-Status 
M0 
M1 
k.A. 

 
34 (68,0) 
12 (24,0) 
4 (8,0) 

 
7 
1 
0 

 
4 
3 
1 

 
23 
8 
3 

0,41 
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Tumorausdehnung 
(y) pT1/pT2 
(y) pT3/pT4 

 
20 (40,0) 
30 (60,0) 

5 
3 

1 
7 

14 
20 0,12 

Lymphknotenstatus 
(y) pN0 
(y) pN1/2/3 

 
22 (44,0) 
28 (56,0) 

 
6 
2 

 
3 
5 

 
13 
21 

0,16 

Regressionsgrad 
TRG1 
TRG2 
TRG3 
k.A. 

 
10 (20,0) 
8 (16,0) 
31 (62,0) 
1 (2,0) 

4 
1 
3 

0 
3 
5 

6 
4 

23 
0,07 

TRG1 
TRG2/3 

40 (80,0) 
10 (20,0) 

4 
4 
 

0 
8 

6 
28 0,04 

TRG1/2 
TRG3 
k.A. 

18 (36,0) 
31 (63,0) 
1 (2,0) 

5 
3 

3 
5 

10 
23 0,24 

 
Tabelle A10:  Assoziation der immunhistochemischen Analysen mit Patientencharakteristika in Resek-

taten ohne CTx 

Patientencharakteristika 

Gesamtzahl 
der 

Patienten 
n (%) 

p53 
Expression 

E-Cadherin 
Expression 

VIM 
Expression 

ZEB1 
 Expression 

CA/OE WT p < 
50% 

³ 
50% p 0% </³50% p 0% ³ 

1% 
p 

Total 270 (100) 124 144  33 237  251 19  261 9  
Alter, in Jahren 
 
 

68,6  
(32,1 – 90,9) 
 

60 
65 

76 
69 0,47 20 

13 
116 
121 0,21 127 

124 
9 

10 0,50 130 
131 

6 
3 0,73 

Geschlecht 
weiblich 
männlich 

 
89 (33,0) 
181 (67) 

 
38 
86 

 

 
51 
93 

 
0,41 

 
13 
20 

 
76 

161 

 
0,40 

 
83 

186 

 
6 

13 
0,89 

 
86 

175 

 
3 
6 

0,98 

Lokalisation 
Proximal 
Medial 
Distal 
Linitis 
k.A. 

 
103 (38,7) 
65 (24,4) 
83 (31,2) 
15 (5,6) 
4 (1,5) 

 
62 
25 
31 
5 

 
41 
40 
50 
10 

 
 

< 0,01 

 
13 
13 
4 
2 

 
90 
52 
79 
13 

 
 

0,05 

 
97 
63 
74 
13 

 
6 
2 
9 
2 

 
 

0,22 

 
100 
64 
80 
13 

 
3 
1 
3 
2 

 
 

0,15 

Laurén-Subtypen 
Intestinal 
Nicht-intestinal 

 
145 (53,7) 
125 (46,3) 

 
78 
46 

 
66 
78 

 
< 0,01 

 
3 

30 

 
142 
95 

 
< 0,01 

 
137 
114 

 
8 

11 

 
0,29 

 
141 
120 

 
4 
5 

 
0,57 

Grading 
G1/2 
G3/4 
k.A. 

 
67 (24,8) 
202 (74,8) 
1 (0,4) 

37 
86 

29 
115 0,06 0 

33 
67 

169 < 0,01 65 
185 

2 
17 0,31 66 

194 
1 
8 0,61 

Resektionsstatus 
R0 
R1/2 

 
219 (81,1) 
51 (18,9) 

 
98 
26 

 
120 
24 

 
0,37 

 
26 
7 

 
193 
44 

 
0,72 

 
202 
49 

 
17 
2 

 
0,33 

 
213 
48 

 
6 
3 

 
0,26 

Metastasenstatus 
M0 
M1 

 
249 (92,2) 
21 (7,8) 

 
111 
13 

 
136 

8 

 
0,13 

 
29 
4 

 
220 
17 

 
0,32 

 
232 
19 

 
17 
2 

 
0,64 

 
241 
20 

 
8 
1 

 
0,70 

Tumorausdehnung 
(y) pT1 
(y) pT2 
(y) pT3 
(y) pT4 

 
39 (14,4) 
40 (14,8) 
129 (47,8) 
62 (23,0) 

 
16 
22 
56 
30 

 
21 
18 
73 
32 

 
0,59 

 
2 
1 

17 
13 

 
37 
39 

112 
49 

 
0,02 

 
38 
38 

118 
57 

 
1 
2 

11 
5 

 
0,58 

 
38 
40 

124 
59 

 
1 
0 
5 
3 

 
0,57 

Lymphknotenstatus 
(y) pN0 
(y) pN1/2/3 

 
96 (35,6) 
174 (64,4) 

 
30 
94 

 
65 
79 

 
< 0,01 

 
10 
23 

 
86 

151 

 
0,50 

 
90 

161 

 
6 

13 

 
0,71 

 
95 

166 

 
1 
8 

 
0,12 

 
Tabelle A11:  Assoziation der immunhistochemischen Analysen mit Patientencharakteristika in Resek-

taten nach CTx 

Patientencharakteristika 

Gesamtzahl 
der 

Patienten 
n (%) 

p53 
Expression 

E-Cadherin 
Expression 

VIM 
Expression 

ZEB1 
 Expression 

CA/OE WT p < 
50% 

³ 
50% p < 

50% 
³ 

50% p 0% ³ 
1% 

p 

Total 297 (100) 158 136  25 272  271 24  287 8  
Alter, in Jahren 
 

60,9  
(28,3 – 81,2) 

90 
68 

85 
51 0,34 18 

7 
159 
113 0,19 164 

107 
11 
13 0,16 167 

120 
0 
8 0,02 

Geschlecht 
weiblich 
männlich 

 
65 (21,9) 
232 (78,1) 
 

 
20 

138 
 

 
44 
92 

 
< 0,01 

 
10 
15 

 
55 

217 

 
0,02 

 
58 

213 

 
6 

18 

 
0,68 

 
62 

225 

 
2 
6 

 
0,82 

Lokalisation 
Proximal 
Medial 
Distal 
Linitis 

 
188 (63,3) 
62 (20,9) 
34 (11,4) 
13 (4,4) 

 
115 
27 
10 
6 

 
71 
35 
23 
7 

< 0,01 

 
13 
8 
2 
2 

 
175 
54 
32 
11 

0,35 

 
171 
58 
31 
11 

 
16 
4 
2 
2 

0,71 

 
184 
61 
31 
11 

 
2 
1 
3 
2 

0,01 



V 

Laurén-Subtypen 
Intestinal 
Nicht-intestinal 

 
175 (78,9) 
122 (41,1) 

 
100 
58 

 
73 
63 

 
0,10 

 
6 

19 

 
169 
103 

 
< 0,01 

 
163 
108 

 
12 
12 

 
0,33 

 
173 
114 

 
2 
6 

 
0,05 

Grading 
G1/2 
G3/4 
k.A. 

 
46 (15,5) 
189 (63,6) 
62 (20,9) 

22 
106 

23 
81 0,35 0 

20 
46 

169 0,02 45 
171 

1 
17 0,27 

 
46 

183 

 
0 
5 0,30 

Resektionsstatus 
R0 
R1/2 

 
217 (73,1) 
80 (26,9) 

 
116 
42 

 
99 
37 

 
0,90 

 
16 
9 

 
201 
71 

 
0,29 

 
197 
74 

 
18 
6 

 
0,81 

 
210 
77 

 
5 
3 

 
0,50 

Metastasenstatus 
M0 
M1 

 
238 (80,1) 
59 (19,9) 

 
124 
24 

 
112 
24 

 
0,41 

 
20 
5 

 
218 
54 

 
0,99 

 
216 
55 

 
20 
4 

 
0,67 

 
230 
57 

 
7 
1 

 
0,61 

Tumorausdehnung 
(y) pT1 
(y) pT2 
(y) pT3 
(y) pT4 

 
15 (5,1) 
28 (9,4) 
172 (57,9) 
82 (27,6) 

 
6 

11 
102 
39 

 
9 

17 
67 
43 

 
0,05 

 
0 
0 

16 
9 

 
15 
28 

156 
73 

 
0,19 

 
14 
27 

154 
76 

 
1 
1 

16 
6 

 
0,74 

 
15 
27 

166 
79 

 
0 
1 
5 
2 

 
0,91 

Lymphknotenstatus 
(y) pN0 
(y) pN1/2/3 

 
78 (26,3) 
219 (73,7) 

 
42 

116 

 
36 

100 

 
0,98 

 
6 

19 

 
72 

200 

 
0,79 

 
69 

202 

 
9 

15 

 
0,20 

 
77 

210 

 
1 
7 

 
0,37 

Regressionsgrad 
TRG2 
TRG3 

 
137 (46,1) 
160 (53,9) 

 
81 
77 

 
54 
82 

 
0,05 

 
8 

17 

 
129 
143 

 
0,14 

 
125 
146 

 
11 
13 

 
0,98 

 
133 
154 

 
3 
5 

 
0,62 

 
Tabelle A12:  Assoziation der p53-Proteinexpression mit Patientencharakteristika in prätherapeuti-

schen Biopsien vor CTx 

Patientencharakteristika Gesamtzahl der 
Patienten n (%) 

p53 
Expression 

CA/OE WT p 
Total 132 (100) 62 70  
Alter, in Jahren 
63,4 (39,5 – 79,1) 
 

66 (50) 
66 (50) 

33 
29 

33 
37 0,46 

Geschlecht 
männlich 
weiblich 

 
99 (75,0) 
33 (25,0) 

 
49 
13 

 

 
50 
20 

 
0,31 

Lokalisation 
Proximal 
Medial 
Distal 
Linitis 

 
92 (69,7) 
23 (17,4) 
15 (11,4) 
2 (1,5) 

 
49 
8 
5 
0 

 
43 
15 
10 
2 

0,13 

Laurén-Subtypen 
Intestinal 
Nicht-intestinal 

 
68 (51,5) 
64 (48,5) 

 
34 
28 

 
34 
36 

 
0,47 

Grading 
G1/2 
G3/4 

 
32 (24,2) 
100 (75,8) 

 
16 
46 

 
16 
54 

 
0,69 

Resektionsstatus 
R0 
R1/2 
k.A. 

 
113 (85,6) 
18 (13,6) 
1 (<1) 

 
51 
10 

 
62 
8 

 
0,41 

Metastasenstatus 
M0 
M1 
k.A. 

 
95 (72,0) 
32 (24,2) 
5 (3,8) 

41 
19 

54 
13 0,11 

Tumorausdehnung 
(y) pT0 
(y) pT1 
(y) pT2 
(y) pT3 
(y) pT4 
k.A. 

 
8 (6,0) 
12 (9,0) 
19 (14,4) 
71 (53,8) 
21 (15,9) 
1 (<1) 

3 
4 

11 
32 
11 

5 
8 
8 

39 
10 

0,66 

Lymphknotenstatus 
(y) pN0 
(y) pN1/2/3 
k.A. 

 
58 (43,9) 
73 (55,3) 
1 (<1) 

26 
35 

32 
38 0,72 

Regressionsgrad 
TRG1 
TRG2 
TRG3 

 
44 (33,3) 
40 (30,3) 
48 (36,4) 

 
22 
19 
21 

 
22 
21 
27 

 
0,83 

Regressionsgrad 
TRG1 
TRG2/3 

 
44 (33,3) 
88 (66,7) 

 
22 
40 

 
22 
48 

 
0,62 
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Tabelle A13:  Assoziation p53-Proteinexpression mit dem Gesamtüberleben in den Patientenkol-

lektiven in Abhängigkeit von den Laurén Subtypen 
  intestinal nicht-intestinal 

Kollektiv p53 Median OS [mo] 5 JÜ (%) p Median OS [mo] 5 JÜ (%) p 

Resektate 

ohne CTx 

CA/OE 36,8 (22,4 – 51,2) 39,3 <0,01 19,7 (6,0 – 33,4) 29,2 <0,01 
WT nicht erreicht 67,7 87,5 (n.a.) 54,1 

Resektate 

nach CTx 

CA/OE 38,7 (18,9 – 58,5) 42,9 
0,924 

23,8 (7,8 – 39,8) 33,1 
0,470 

WT 28,6 (19,4 – 37,8) 39,1 43,9 (20,5 – 67,4) 38,0 

 
 
Tabelle A14:  Assoziation der p53-Proteinexpression mit dem Gesamtüberleben in den Patientenkol-

lektiven ohne CTx in Abhängigkeit von dem cT-Stadium 
  cT1/2 cT3/4 
Kollektiv p53 Median OS [mo] 5 JÜ (%) p Median OS [mo] 5 JÜ (%) p 
Resektate 

ohne CTx 

CA/OE 89,5 (31,5 – 147,5) 55,7 0,024 16,0 (11,7 – 20,3) 21,9 <0,01 
WT nicht erreicht 75,1 46,3 (0,6 – 92,0) 47,9 

Resektate 

nach CTx 

CA/OE 47,7 (1,4 – 94,0) 37,5 0,593 30,9 (21,0 – 40,8) 38,7 0,865 
WT nicht erreicht 70,0 33,8 (19,5 – 48,1) 36,3 

 
 
Tabelle A15:  Assoziation der p53-Proteinexpression mit dem Gesamtüberleben in Resektaten nach 

CTx in Abhängigkeit von dem Tumorregressionsgrad 
 TRG2 TRG3 
p53 Median OS [mo] 5 JÜ (%) p Median OS [mo] 5 JÜ (%) p 
CA/OE 45,3 (11,4 – 79,2) 45,4 0,181 29,0 (19,7 – 38,3) 30,6 0,810 
WT 75,8 (n.a.) 52,1 26,4 (18,4 – 34,3) 29,2 
 
Tabelle A16:  Assoziation der p53-Proteinexpression mit dem Gesamtüberleben in Resektaten nach 

CTx in Abhängigkeit von der Lokalisation 
 proximal medial distal 
p53 Median OS 

[mo] 

5 JÜ 

(%) 

p Median OS 

[mo] 

5 JÜ 

(%) 

p Median OS 

[mo] 

5 JÜ (%) p 

CA/OE 30,9  
(19,8 – 42,0) 39,6 

0,96 

26,7 
(0,0 – 53,9) 34,2 

0,77 

31,0  
(n.a.) 48,6 

0,89 
WT 28,6 

(15,7 – 41,5) 37,0 31,1  
(2,6 – 59,6) 34,2 35,9 

(2,0 – 69,8) 49,7 

 
Tabelle A17:  Assoziation der ACRG-Klassifikation auf mRNA-Ebene mit klinischen Charakteristika in 

Resektaten ohne CTx 

Patientencharakteristika Gesamtzahl n (%) 
ACRG Klassifikation 

MSI EMT TP53- TP53+ p 
Total 93 (100) 9 21 31 32  
Alter, in Jahren 
Median 70,7 (37,9 – 90,9) 

47 (49,5) 
46 (50,5) 

2 
7 

10 
11 

15 
16 

20 
12 0,18 

Geschlecht 
weiblich 
männlich 

 
35 (37,6) 
58 (63,4) 

 
4 
5 

 
12 
9 

 
9 

22 

 
10 
22 

 
0,16 

Lokalisation 
Proximal 
Medial 
Distal 
Linitis 
k.A. 

 
19 (20,4) 
32 (34,4) 
33 (35,5) 
7 (7,5) 
2 (2,2) 

3 
2 
4 
0 

3 
6 
6 
6 

12 
9 
9 
0 

1 
16 
13 
1 

< 0,01 

Laurén-Subtypen 
Intestinal 
Nicht-intestinal 

 
46 (49,5) 
47 (50,5) 

 
8 
1 

 
3 

18 

 
22 
9 

 
13 
19 

 
< 0,01 

Grading 
G1/2 
G3/4 

 
22 (23,7) 
71 (76,3) 

 
4 
5 

 
2 

19 

 
8 

23 

 
8 

24 

 
0,21 

Resektionsstatus 
R0 
R1/2 

 
75 (80,8) 
18 (19,2) 

 
9 
0 

 
12 
9 

 
26 
5 

 
28 
4 

 
0,01 

Metastasenstatus 
M0 
M1 

 
75 (80,8) 
18 (19,2) 

 
9 
0 

 
14 
7 

 
22 
9 

 
30 
2 

 
0,02 

Tumorausdehnung       
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pT1 
pT2 
pT3 
pT4 

22 (23,7) 
12 (12,9) 
26 (28,0) 
33 (35,5) 

1 
1 
5 
2 

0 
2 
5 

14 

9 
3 
7 

12 

12 
6 
9 
5 

< 0,01 

Lymphknotenstatus 
pN0 
pN1/2/3 

 
41 (44,1) 
52 (55,9) 

 
4 
5 

 
6 

15 

 
10 
21 

 
21 
11 

 
0,02 

 
Tabelle A18:  Assoziation der ACRG-Klassifikation auf mRNA-Ebene mit klinischen Charakteristika in 

Resektaten nach CTx 

Patientencharakteristika Gesamtzahl der 
Patienten n (%) 

ACRG Klassifikation 

MSI EMT TP53- TP53+ p 

Total 157(100) 11 37 66 43  
Alter, in Jahren 
Median 62,0 (30,2 – 81,2) 

79 (50,3) 
78 (49,7) 

3 
8 

19 
18 

20 
23 

37 
29 0,32 

Geschlecht 
weiblich 
männlich 

 
35 (22,3) 
122 (77,7) 

 
1 

10 

 
10 
27 

 
8 

58 

 
16 
27 

0,01 

Lokalisation 
Proximal 
Medial 
Distal 
Linitis 

 
106 (67,5) 
28 (17,8) 
16 (10,2) 
7 (4,5) 

 
7 
3 
1 
0 

 
24 
5 
3 
5 

 
51 
10 
4 
1 

 
24 
10 
8 
1 

0,05 

Laurén-Subtypen 
Intestinal 
Nicht-intestinal 

 
94 (59,0) 
63 (40,1) 

 
8 
3 

 
12 
25 

 
43 
23 

 
31 
12 

 
< 0,01 

Grading 
G1/2 
G3/4 

 
29 (18,5) 
128 (81,5) 

 
2 
9 

 
6 

31 

 
9 

57 

 
12 
31 

 
0,30 

Resektionsstatus 
R0 
R1/2 

 
111 (70,7) 
46 (29,3) 

 
9 
2 

 
25 
12 

 
45 
21 

 
32 
11 

 
0,72 

Metastasenstatus 
M0 
M1 

 
123 (78,3) 
34 (21,7) 

 
10 
1 

 
27 
10 

 
48 
18 

 
38 
5 

 
0,14 

Tumorausdehnung 
(y) pT1 
(y) pT2 
(y) pT3 
(y) pT4 

 
7 (4,5) 
13 (8,3) 
85 (54,1) 
53 (33,8) 

 
0 
3 
7 
1 

 
0 
2 

18 
17 

 
2 
4 

41 
19 

 
5 
4 

19 
15 

0,02 

Lymphknotenstatus 
(y) pN0 
(y) pN1/2/3 

 
38 (24,2) 
119 (75,8) 

 
4 
7 

 
9 

28 

 
14 
52 

 
11 
32 

 
0,74 

Regressionsgrad 
TRG2 
TRG3 

 
78 (49,7) 
79 (50,,3) 

 
3 
8 

 
20 
17 

 
38 
28 

 
17 
26 

 
0,12 

 
Tabelle A19:  Assoziation der ACRG-Klassifikation auf Proteinebene mit Patientencharakteristika in 

Resektaten ohne CTx 

Patientencharakteristika Gesamtzahl der 
Patienten n (%) 

ACRG Klassifikation 

EBV MSI EMT TP53+ TP53- p 
Total 252 (100) 7 35 24 87 99  
Alter, in Jahren 
68,9 (32,1 – 90,9) 

126 (50) 
126 (50) 

4 
3 

9 
26 

14 
10 

53 
34 

46 
53 <0,01 

Geschlecht 
weiblich 
männlich 

 
172 (68,3) 
80 (31,7) 

 
0 
7 

 
14 
21 

 
10 
14 

 
26 
61 

 
30 
69 

 
0,22 

Lokalisation 
Proximal 
Medial 
Distal 
Linitis 
k.A. 

 
93 (36,9) 
65 (25,8) 
77 (30,6) 
13 (5,2) 
4 (1,6) 

 
3 
4 
0 
0 

13 
6 

15 
1 

9 
10 
2 
2 

20 
24 
34 
7 

 
48 
21 
26 
3 
 

<0,01 

Laurén-Subtypen 
Intestinal 
Nicht-intestinal 

 
135 (53,6) 
117 (46,4) 

 
5 
2 

 
22 
13 

 
1 

23 

 
38 
49 

 
69 
30 

 
< 0,01 

Grading 
G1/2 
G3/4 
k.A. 

 
64 (25,4) 
187 (74,2) 
1 (0,4) 

0 
7 

8 
27 

0 
24 

22 
65 

34 
64 0,03 
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Resektionsstatus 
R0 
R1/2 

 
203 (80,6) 
49 (19,4) 

 
7 
0 

 
29 
6 

 
18 
6 

 
70 
17 

 
79 
20 

 
0,68 

Metastasenstatus 
M0 
M1 

 
233 (92,5) 
19 (7,5) 

 
7 
0 

 
35 
0 

 
20 
4 

 
83 
4 

 
88 
11 

 
0,06 

Tumorausdehnung 
(y) pT1 
(y) pT2 
(y) pT3 
(y) pT4 

 
37 (14,7) 
37 (14,7) 
119 (47,2) 
59 (23,4) 

 
2 
1 
3 
1 

 
2 
4 

22 
7 

 
0 
1 

12 
11 

 
18 
14 
40 
15 

 
15 
17 
42 
25 

0,06 

Lymphknotenstatus 
(y) pN0 
(y) pN1/2/3 

 
90 (35,7) 
162 (64,3) 

 
3 
4 

 
14 
21 

 

 
7 

17 

 
42 
45 

 
24 
75 

 
0,01 

 
Tabelle A20:  Assoziation der ACRG-Klassifikation auf Proteinebene mit Patientencharakteristika in 

Resektaten nach CTx 

Patientencharakteristika Gesamtzahl der 
Patienten n (%) 

ACRG Klassifikation 

EBV MSI EMT TP53+ TP53- p 
Total 283 (100) 16 24 19 90 134  
Alter, in Jahren 
61,1 (28,3 – 81,2) 

141 (50,3) 
140 (49,7) 

11 
5 

7 
17 

13 
6 

48 
42 

63 
71 0,04 

Geschlecht 
weiblich 
männlich 

 
60 (21,2) 
223 (78,8) 

 
1 

15 

 
7 

17 

 
9 

10 

 
28 
62 

 
15 

119 

 
< 0,01 

Lokalisation 
Proximal 
Medial 
Distal 
Linitis 

 
181 (64,0) 
60 (21,2) 
32 (11,3) 
10 (3,5) 

 
6 
8 
2 
0 

 
10 
8 
6 
0 

 
10 
5 
2 
2 

 
54 
20 
13 
3 

 
101 
19 
9 
5 

<0,01 

Laurén-Subtypen 
Intestinal 
Nicht-intestinal 

 
170 (60,0) 
113 (40,0) 

 
9 
7 

 
17 
7 
 

 
4 

15 

 
49 
41 

 
91 
43 

 
<0,01 

Grading 
G1/2 
G3/4 
k.A. 

 
44 (15,5) 
181 (64,0) 
58 (20,5) 

 
0 

11 

 
3 

11 

 
0 

15 

 
20 
55 

 
21 
89 

 
0,02 

Resektionsstatus 
R0 
R1/2 

 
208 (73,5) 
75 (26,5) 

 
15 
1 

 
18 
6 

 
11 
8 

 
65 
25 

 
99 
35 

 
0,21 

Metastasenstatus 
M0 
M1 

 
228 (80,6) 
55 (19,4) 

 
15 
1 

 
21 
3 

 
14 
5 

 
73 
17 

 
105 
29 

 
0,48 

Tumorausdehnung 
(y) pT1 
(y) pT2 
(y) pT3 
(y) pT4 

 
13 (4,6) 
28 (9,9) 
161 (56,9) 
81 (28,6) 

 
1 
2 
9 
4 

 
1 
4 

13 
6 

 
0 
0 

11 
8 

 
7 

11 
41 
31 

 
4 

11 
87 
32 

0,25 

Lymphknotenstatus 
(y) pN0 
(y) pN1/2/3 

 
73 (25,8) 
210 (74,2) 

 
6 

10 

 
7 

17 

 
2 

17 

 
25 
65 

 
33 

101 

 
0,42 

Regressionsgrad 
TRG2 
TRG3 

 
128 (45,2) 
155 (44,8) 

 
8 
8 

 
4 

20 

 
7 

12 

 
39 
51 

 
70 
64 

 
0,02 

 

Tabelle A21:  Assoziation der p53-Proteinexpression mit dem MSI-L-, MSI-H- und EBV-Status in den 
Patientenkollektiven 

Kollektiv Patienten- 
charakteristika 

Gesamtzahl 
 

Subgruppen 
n (%) EBV MSI-L MSI-H MSS p 

Alle Resektate Total 521 20 23 53 425  
p53 

WT 
OE 
CA 

261 (50) 
195 (37) 
65 (13) 

16 
4 
0 

6 
15 
2 

48 
4 
1 

191 
172 

62 
<0,01 

p53 
WT 
OE/CA 

261 (50) 
260 (50) 

16 
4 

6 
17 

48 
5 

191 
234 <0,01 

Resektate vor CTx Total 244 (100) 6 11 30 197  
p53 

WT 
OE 
CA 

134 (55) 
83 (34) 
27 (11) 

5 
1 
0 

2 
8 
1 

29 
0 
1 

98 
74 
25 

<0,01 
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p53 
WT 
OE/CA 

134 (55) 
110 (45) 

5 
1 

2 
9 

29 
1 

98 
99 <0,01 

Resektate  nach CTx Total 277 14 12 23 228  
p53 

WT 
OE 
CA 

 
127 (46) 
112 (40) 
38 (14) 

    
11 
3 
0 

4 
7 
1 

19 
4 
0 

93 
98 
37 

<0,01 

p53 
WT 
OE/CA 

 
127 (46) 
150 (54) 

 
11 
3 

 
4 
8 

 
19 

4 

 
93 

135 

 
<0,01 

Biopsien vor CTx Total 100 (100) 5 4 12 79  
p53 

WT 
OE 
CA 

50(50) 
41 (41) 
7 (7) 

5 
0 
0 

0 
4 
0 

6 
6 
0 

39 
33 

7 
0,07 

p53 
WT 
OE/CA 

50 (50) 
48 (48) 

5 
0 

0 
4 

6 
6 

39 
40 0,03 
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