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1 EINLEITUNG

Das Magenkarzinom ist nach dem kolorektalen Karzinom eines der haufigsten
Neoplasmen des Gastrointestinaltraktes.

Insgesamt ist es in Deutschland bei Frauen das haufigste Karzinom nach Neubildungen
der Mammae, des Dickdarms, der Lunge und des Pankreas und bei Mannern das
haufigste nach Tumoren der Lunge, der Prostata, des Dickdarms, des Osophagus und
der ableitenden Harnorgane (57).

In den westlichen Industrielandern ist die Inzidenz des Magenkarzinoms in den letzten
Jahren gesunken, wohingegen in Japan und China immer noch ein besonders
zahlreiches Auftreten zu beobachten ist (3).

Auf Grund der hohen Inzidenzrate hat man in Japan in den sechziger Jahren begonnen,
die Bevolkerung systematisch auf Magenkarzinome zu untersuchen. Dadurch werden
dort immer haufiger Magenfriihkarzinome entdeckt, die inzwischen das fortgeschrittene
Magenkarzinom in der Operationshaufigkeit Uberholt haben (41).

Innerhalb des Magens kann eine Vielzahl unterschiedlicher Tumoren auftreten. Neben
den Adenokarzinomen, die mit 90% die haufigste Entitat sind, gibt es auch Sarkome,
Lymphome, GefalRtumore, Metastasen und neuroendokrine Tumore.

Ein neuroendokriner Tumor geht von Zellen des diffusen neuroendokrinen Systems aus
und kann Uberall dort entstehen, wo neuroendokrine Zellen physiologischerweise
existieren (32;59).

Eine haufig verwendete Unterteilung des Adenokarzinoms des Magens in histologische
Subtypen ist die Einteilung nach Lauren, anhand morphologischer Kriterien, in einen
intestinalen und einen diffusen Typ (35). Einige Tumoren lassen sich nicht auf diese
beiden Typen festlegen und werden als sogenannter Mischtyp bezeichnet. Die
Einteilung nach Lauren wird von einigen Autoren als prognostisch relevant
herausgestellt. So soll der diffuse Typ nach Lauren zum Teil eine schlechtere Prognose
haben als der intestinale (35). Dieses konnte in der 1992 durchgeflihrten Deutschen
Magenkarzinomstudie bei radikalem Resektionsausmal} nicht bestatigt werden. (51)

In Adenokarzinomen des Magens konnen auch neuroendokrine Tumorzellen
nachgewiesen werden. Sie kommen im intestinalen ebenso wie im diffusen Typ nach
Lauren vor. In einigen Untersuchungen wurde festgestellt, dass der Anteil der
neuroendokrinen Zellen in Tumoren des diffusen Typs deutlich groRRer ist als in
Tumoren des intestinalen Types (35;42).

Die zur Verfugung stehenden immunhistochemischen Marker, z. B.:
neuronenspezifische Enolase, Chromogranin A, B und C oder Synaptophysin (5),
ermdglichen es, neuroendokrine Zellen zuverlassig darzustellen und auszuwerten.
Inzwischen ist die Verwendung dieser Marker die am weitesten verbreiteste Methode
fur den histologischen Nachweis von neuroendokrinen Tumoren (5).

Bei den fruher Ublichen argentaffinen und argyrophilen Farbemethoden (4), durch die
auch neuroendokrine Zellen dargestellt werden kdnnen, war die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse haufig nicht gegeben oder es kam zu falsch positiven

Befunden (1;15;38;40).

Fir Adenokarzinome des Kolons konnte eine Aussage Uber die prognostische Relevanz
des Auftretens von neuroendokrinen Zellen im Tumor gemacht werden (18;26):
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Hamada et al. untersuchten kolorektale Adenokarzinome mit Chromogranin A auf
zusatzliche neuroendokrine Differenzierung. Hierbei wiesen Patienten mit zahlreichen
neuroendokrinen Tumorzellen eine schlechtere Prognose auf als Patienten ohne. Es
war kein prognostischer Unterschied zwischen Patienten mit nur wenigen neuro-
endokrinen Zellen im Tumor und solchen die Uberhaupt keine neuroendokrine
Subpopulation hatten (26).

Auch de Bruine bestatigt diese Ergebnisse fur Kolontumoren. Er fand eine schlechtere
Prognose bei Patienten mit rein neuroendokrinen Tumoren des Kolons. Allerdings
hatten Adenokarzinome die eine Subpopulation neuroendokriner Zellen

aufwiesen unabhangig vom prozentualen Anteil am Gesamttumor eine schlechtere
Prognose als reine Adenokarzinome (18).

Bei Patienten mit Magenadenokarzinomen liefl3 sich eine derartige Feststellung bisher
nicht machen (61). Als Einziger hat Radi in einer Untersuchung von 15
Magenkarzinomen bei jungeren Patienten (unter 40 Jahren) beobachtet, dass die
Untergruppe mit positiven endokrinen Markern im Tumor die Tendenz eines langeren
Uberlebens aufwies (49). Davon abgesehen gibt es in der bisherigen Literatur keinerlei
Angaben bzw. Untersuchungen, die eine Aussage hinsichtlich der Prognose von
Adenokarzinomen des Magens mit neuroendokriner Differenzierung machen kénnen.

In dieser Untersuchung wird ein Patientenkollektiv mit Adenokarzinomen des Magens
anhand immunhistochemischer Untersuchungen auf eventuell vorhandene
neuroendokrine Differenzierung untersucht. Im Folgenden wird gezeigt, ob diese
Subpopulation, wenn eine solche existiert, eine unterschiedliche Prognose aufweist und
ob es Abhangigkeiten hinsichtlich histopathologischer und anatomischer Kriterien gibt.
Im Zuge der Ergebnisse konnten sich veranderte Indikationsstellungen fur adjuvante
und neoadjuvante Therapiekonzepte ergeben.
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2 FRAGESTELLUNG

Folgende Fragestellungen sollen durch die Arbeit geklart werden:

Wie grol} ist der Anteil einer neuroendokrinen Differenzierung in einer
Patientengruppe mit Adenokarzinomen des Magens?

Gibt es in einer solchen Untergruppe eine Korrelation zu histopathologischen und
anatomischen Kriterien innerhalb des Magens?

Hat eine neuroendokrine Subpopulation in einem Adenokarzinom des Magens einen
Einfluss auf die Prognose des Patienten?
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3 GRUNDLAGEN

Athiologie:

Es werden verschiedene Risikofaktoren, die die Entwicklung eines Magenkarzinoms
begunstigen kdnnen diskutiert:

Dazu gehoren eine chronisch atrophische Gastritis Typ A, eine Infektion mit
Helicobacter pylori, auf dessen Boden sich haufig eine Typ B Gastritis

entwickelt (27;55), Blutgruppe A (2), hyperplastische Magenpolypen und genetische
Faktoren wie beispielsweise der Nachweis von Mutationen des K-ras Onkogenes (19).
Patienten kdnnen aufgrund ihrer nationalen Herkunft zu einer Risikogruppe gehéren. In
Landern wie China oder Japan ist beispielsweise die Inzidenz des Magenkarzinoms
besonders hoch (9;41).

Andererseits scheint beispielsweise eine hoher Genuss an Zwiebeln (20) oder das
regelmafRige Trinken grinen Tees (30) einen protektiven Effekt auf die Entwicklung
eines Magenkarzinomes zu haben.

Epidemiologie:

In den westlichen Landern ist die Inzidenz des Magenkarzinoms in den letzten Jahren
rucklaufig (3).

In Japan erkranken die Patienten im Schnitte etwas friher an einem Magenkarzinom
und haben bei Diagnose auch haufiger schon einen fortgeschrittenen Tumor, als
beispielsweise in Deutschland und in den Niederlanden. Allerdings haben sie trotzdem
keine schlechtere Prognose, sondern im Vergleich zu deutschen und niederlandischen
Patienten noch ein statistisch langeres Uberleben, was mdglicher Weise an den
intensiven therapeutischen Versuchen, inklusive radikaler chirugischer Resektion

liegt (9).

Prognose:
In Abhangigkeit des Resektionsausmalles der Operation bestehen groRe Unterschiede

hinsichtlich der Prognose des einzelnen Patienten. Patienten mit einer RO-Resektion
(kein mikroskopischer oder makroskopischer Tumorrest nach der Operation) haben
gegenuber einer R1-(mikroskopischer Residualtumor) oder R2-(makroskopischer
Residualtumor) Resektion ein deutlich besseres Uberleben (47).

Im Rahmen der Deutschen Magenkarzinom Studie betrug die 5-Jahres-Uberlebensrate
nach einer RO-Resektion 47,8 % (51).

Undifferenzierte Magenkarzinome pradisponieren bei einem schon fortgeschrittenem
Primartumor fur peritoneale Rezidive (37). Die Rezidivrate ist deutlich niedriger, wenn
der Primartumor noch auf Mukosa und Submukosa beschrankt ist (37).

Histologie:
Die mikroskopische Einteilung der Magenadenokarzinome nach Lauren in intestinalen,

diffusen oder Mischtyp beruht auf morphologischen Gesichtspunkten. Der intestinale
Typ hat seinen Namen von der morphologischen Ahnlichkeit seiner Strukturen mit
denen des Intestinums. Makroskopisch ist er zumeist klar begrenzt. Der diffuse Typ
zeigt wenig Variationen innerhalb seiner zellularen Strukturen und enthalt nur
gelegentlich Drusenreste. Sein Wachstum ist vor allem diffus im Stroma des Magens.
Dadurch kann er sich unbemerkt in der Magenwand ausbreiten, ohne makroskopisch
erkennbar zu sein (33;60).
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Es existieren auch makroskopische Tumoreinteilungen, z.B. nach Ming. Diese
Einteilung bertcksichtigt in erster Linie das Wachstumsverhalten der Karzinome. Es
wird unterschieden zwischen einem expandierend wachsenden Karzinom und einem
infiltrativ wachsenden Karzinom (39).

Die Magenschleimhaut setzt sich aus einer Vielzahl von Zelltypen mit spezifischen
Aufgaben zusammen. Durch die unterschiedlichen Zellen wird die Hauptfunktion der
Magenschleimhaut, die Sekretion von Verdauungsenzymen und die Produktion von
Salzsaure, gewahrleistet. Die Belegzellen produzieren Saure, die Hauptzellen
Pepsinogen. Die Nebenzellen, ebenso wie die Oberflachenepithelzellen, produzieren
Schleim. Die Magenschleimhaut enthalt auch enteroendokrine Zellen und Stammzellen.
Letztere sind fur die Regeneration des Epithels verantwortlich. Die Beanspruchung und
Schadigung des Epithels, beispielsweise bei einer Gastritis, fuhrt zu einer Vermehrung
und Aktivitatssteigerung der Stammzellen (57).

Die Zellen sind im Magen als Drusen angeordnet. Dadurch wird die funktionelle
Oberflache stark vergrollert.

Der Magen wird in unterschiedliche Regionen eingeteilt:

Fundus

Kardia

Korpus

Antrum

Endokrine Zellen findet man beispielsweise in den Drisengriinden des Magenfundus.
Im Bereich des Korpus sind sie vereinzelt in Drisenschlauchen und im Pylorus gehauft
in den DrUsenhalsen vorhanden. Auch die Schleimhaut des Gbrigen
Gastrointestinaltraktes enthalt physiologisch eine Vielzahl endokriner Zellen (57). Die
Zusammensetzung und das Vorkommen variieren in den unterschiedlichen Abschnitten
des Magen-Darm-Traktes.

Mit Hilfe der Immunhistochemie kann man die neuroendokrinen Zellen genauer
differenzieren. Im Magen werden damit Zellen unterschieden, die Serotonin, Gastrin,
Somatostatin, ein bombesinahnliches Peptid oder ein vasoaktives Peptid (VIP) bilden
und sezernieren (57).

Einteilung der Tumoren mit neuroendokrinen Zellen:

Neben dem physiologischen Auftreten von neuroendokrinen Zellen im Magen, gibt es
verschiedene Arten von Magentumoren, die neuroendokrine Zellen enthalten kdnnen.
Deren Einteilung ist weitgehend uneinheitlich.
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In folgenden Tumoren sind bisher neuroendokrine Zellen nachgewiesen worden:

1. Rein neuroendokrine Tumoren.

Nach Capella et al. (14) werden sie unterschieden in:

a) benigne oder gering maligne Tumoren ( = typische Karzinoide und hormonell aktive,
gut differenzierte Tumore, mit guter Prognose)

b) geringgradig maligne Tumoren ( = atypische Karzinoide, d.h. nicht funktionell aktiv,
und funktionell aktive, gut differenzierte Karzinome)

¢) hochmaligne Tumoren ( = neuroendokrine, kleinzellige Tumoren, mit sehr schlechter
Prognose)

Diese rein neuroendokrinen Tumoren konnen auch wenige, nicht neuroendokrine Zellen

bzw. adenokarzinomatdse Areale im Tumorrandbereich enthalten (38).

2. Adenokarzinome des Magens, die eine neuroendokrine Subpopulation
enthalten (7;46). Dabei ist zu berlcksichtigen, dass in den einzelnen
Adenokarzinomzellen jeweils neuroendokrine Strukturelemente existieren.

3. Tumoren, die als Mischtumoren aus einem Karzinom und einem Karzinoid zu

bestehen scheinen und sich weiter unterteilen lassen in:

a) "Composite Tumors" (32;59;64): ein Ursprungstumor und dann zwei
Differenzierungen, da im Primartumor und in den Metastasen beide Komponenten
gefunden wurden.

Entstehungstheorie: Der Tumor entsteht aus einer einzigen Stammzelle, die zwei
verschiedene Differenzierungsmoglichkeiten hat.

b) "Collision Type Tumors" (16;65) Entstehungstheorie: Ein Nebeneinander von zwei
unterschiedlichen Tumoren (ein maRig differenziertes Adenokarzinom mit wenigen
neuroendokrinen Zellen und ein schlecht differenzierter Tumor mit neuroendokriner
Differenzierung), die am gleichen Ort entstanden sind, Ausgang des Tumors jeweils
von einer Zelle.

Die Unterscheidung von einem Composite Tumor zu einem Collision Type Tumors
fallt oft sehr schwer (16;59).

4. Zuletzt konnen neuroendokrine Zellen auch in gemischt endokrin-exokrinen
Neoplasmen (amphikrinen Tumoren) auftreten (16).
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4 MATERIAL UND METHODIK

4.1 Einschlusskriterien

Nur durch ein weitgehend homogenes Patientenkollektiv konnen die einzelnen
Fragestellungen zufriedenstellend beurteilt werden.
Aus diesem Grund wurde unser Patientenkollektiv nach folgenden Kriterien ausgewahlt:

Histologischer Typ
Es wurden nur Tumoren des intestinalen oder des diffusen Types nach Lauren
ausgewahilt.

Stadium

Es wurden nur Patienten ohne Fernmetastasen (MO) in die Untersuchung
aufgenommen. Diese hatten alle ein Tumorstadium Ib, Il oder Ill, nach der TNM
Klassifikation des Jahres 1997.

Histopathologisches Grading
Alle ausgewahlten Tumoren waren schlecht differenziert (G3).

Tumorlokalisation

Die Tumoren mussten alle innerhalb des Magens lokalisiert sein und wurden dann
folgender Malen unterteilt:

Das proximale Drittel des Magens enthalt Tumoren des Kardia- und Fundusbereiches.
Das mittlere Drittel besteht aus Magentumoren, die zum uberwiegenden Teil im Korpus
lokalisiert sind.

Das distale Drittel Tumoren der Antrumregion.

Hat ein Tumor eine Ausbreitung in mehreren Regionen, so wird er zu dem Dirittel
gerechnet, in dem seine Haupttumormasse lokalisiert ist.

Operationszeitpunkt

Es wurden ausschlie3lich Patienten eingeschlossen, die in den Jahren 1992 bis 1996
operiert wurden. Die jungsten Operationstermine lagen damit zum Zeitpunkt der
Untersuchung vier Jahre zurtck.

Resektion, Fernmetastasen
Die eingeschlossenen Patienten waren nach der Tumoresektion sowohl lokal, als auch
systemisch tumorfrei.

4.2 Ausschlusskriterien

Aus der Untersuchung ausgeschlossen wurden alle Patienten, die zwar den
Einschlusskriterien unter 4.1 entsprachen, jedoch zusatzlich vor oder nach der
Operation eine Chemotherapie bekamen (keine zusatzliche palliative, adjuvante oder
neoadjuvante Therapie).



8 MATERIAL UND METHODIK

4.3 Immunhistochemische Marker

Chomogranin A und Synaptophysin

Unter der Vielzahl immunhistochemischer Marker musste eine fur das Patientenkollektiv
passende Auswahl getroffen werden. Die Auswahl fiel auf Chromogranin A und
Synaptophysin. Zwei Marker, die sich einerseits gut erganzen und andererseits
jederzeit in die klinische Routinediagnostik Ubernommen werden kdnnen.

Abbildung 4-1 mit Chromogranin A angefarbte neuroendokrine Zellen (rot imponierend) innerhalb
eines Adenokarzinoms des Magens

Abbildung 4-2: mit Synaptophysin angeférbte neuroendokrine Zellen innerhalb eines
Adenokarzinoms des Magens stellen sich blaBrot dar
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4.4 Digitale Bildanalyse

4.4.1 Technische Grundlagen

Die Auswertung der histologischen Schnitte erfolgt an einem digitalen
Bildanalysesystem der GSF (Forschungszentrum fir Umwelt und Gesundheit) in
Neuherberg.

Das dafur verwendete Computerprogramm ,Xafer (Gais/GSF) wurde dort entwickelt.
Die Praparate werden mit einem Leitz Orthoplan Mikroskop (Firma Leica, Bensheim,
Deutschland) unter dem 25x Objektiv mit numerischer Apertur 0.55 und einem daran
angeschlossenen digitalen Bildanalysesystem ,SAMBA® (Systeme d’ Analyses
Microscopiques a Balayage Automatique, Firma UNILOG, Meylan, Frankreich)
ausgewertet. Das dies unterstutzende Computerprogramm ,Xafer“ (Gais/GSF)
ermdglicht eine Auswertung des Tumors und der histochemisch angefarbten
Tumorbereiche bezuglich ihrer Flache in einzelnen Bildpunkten. Die Messfelder werden
dabei Uber das Mikroskop auf eine 3 Chip CCD-Farbkamera (KY-F30, Firma JVC,
Tokyo, Japan) abgebildet und in das Bildanalysesystem Ubernommen.

Die gemessenen Parameter sind:

+ die Tumorflache in Bildpunkten (ATU)

+ die markierte Tumorflache in Bildpunkten (AMK) (= fur die einzelnen Farbungen
positive Bereiche des Tumors)

Aus diesen Werten errechnet sich die prozentual markierte Tumorflache des
Gesamttumors und der Summenquotient aus der Summe aller gemessenen, markierten
Tumorflachen, dividiert durch die Summe aller bereits gemessenen Tumorflachen
(SQO).

Zur Kontrolle werden die Grauwertgrenzen fur den gesamten Tumorbereich (THT) und
die markierten Tumorflachen (THM) bei jeder Messung abgespeichert. Durch zwei
Farbauszlge, grun fur die Tumorflache, blau fir die markierten Tumorflachen, werden
hierbei die zu messenden Bereiche segmentiert. Eine Darstellung des
Summenquotienten der beiden Messwerte -’'markierte Tumorflache (AMK) zur
gesamten Tumorflache (ATU)"- auf dem Monitorschirm wahrend der Messung
ermdglicht ein definiertes Beenden der Messung nach Erreichen eines stabilen
Summenquotienten (SQO) oder nach einer bestimmten Anzahl von Messungen.

Alle Bilder werden zusatzlich als Dokumentation digital abgespeichert.
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4.4.2 Voraussetzungen

FUr die Auswertung mit dem digitalen Bildanalysesystem mussen die Praparate

bestimmte Voraussetzungen erflllen:

1. Die verwendeten Praparate mussen sehr sauber sein. Sonst kdnnen falsch positive
Areale bei der Markermessung auftreten. Verunreinigungen werden beispielsweise
bedingt durch Flecken, Lufteinschlisse, Staubpartikel, Stiftmarkierungen oder
kénnen durch Kleberrest entstehen. Sind Verschmutzungen an einem Praparat
vorhanden, mussen diese durch Anpassungen der am Beginn einer jeden Messung
eingestellten Marker- und Tumormarkierungen korrigiert werden. Das Praparat muss
vor der Auswertung sorgfaltig gesaubert werden.

2. Eine ungefahre Schnittdicke von zwei um ist notwendig, damit nur eine Zelllage auf
dem Objekttrager liegt. Das Praparat muss eine gewisse RegelmaRigkeit haben.
Areale, in denen Verkalkungen oder Nahtreste vorhanden sind, ergeben falsch
positive Ergebnisse und sind dadurch nicht auswertbar. Auch wenn die Helligkeit
des Praparates sich andert, muss die Blende nachkorrigiert werden, da sonst zu
viele falsch positive Markergebiete entstehen. Damit ware nicht mehr die gleiche
Einstellung bei jedem Tumorpraparat gegeben.

3. Das Tumorareal muss ausreichend grof sein, damit von jedem Praparat 20 zufallig
ausgewahlte Gesichtsfelder ausgewertet werden kénnen.

Es ist von entscheidender Bedeutung, dass der jeweils verwendete Marker nur die
betroffenen Zellen farbt und keine anderen Gewebe oder Strukturen. Beispielsweise
farbt die neuronenspezifische Enolase auch Zellen des Interstitiums, die keine
Tumorzellen sind. Diese Strukturen wirden dann in der Messung als positive Areale
gewertet werden und als falsch positive Bereiche mit in die Auswertung eingehen.

4.5 Statistik

Das nach den Einschlul3kriterien verfligbare Patientenmaterial entsprach 53 Patienten.

Von jedem Praparat, wurden 20 zufallig ausgewahlte Gesichtsfelder innerhalb des
Tumors ausgewertet. Das verwendete Computerprogramm ,Xafer” errechnet nach jeder
Messung den Summenquotienten des gerade gemessenen Praparates flr die positiven
Tumorzellen. Bei einer ausreichend grolRen Anzahl von Messungen andert sich dieser
Quotient nur mehr sehr geringfugig, was als Mal3stab fir eine ausreichende Anzahl von
Messungen gewertet wird.

Im Rahmen der Voruntersuchung (siehe Untersuchungsverlauf 5.1) stellte sich eine
Messung von 20 Gesichtsfeldern pro Praparate als ausreichend heraus. Es zeigte sich,
dass diese Anzahl von Gesichtsfeldern grol3 genug ist, sodass sich der
Summenquotient kaum oder nur mehr sehr geringfligig andert.

Fur die Auswertung der erhobenen Daten, wurde der y? Test fur unverbundene
Stichproben verwendet.

Die Auswertung der Uberlebenszeiten erfolgt anhand von Kaplan-Meier-Kurven.
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5 UNTERSUCHUNGSVERLAUF

Uber die Tumordokumentation der chirurgischen Klinik des Klinikums rechts der Isar,
Muanchen, werden mit dem Computerprogramm ,Medos", gemaf den
Einschlusskriterien, alle Magenkarzinompatienten der Jahre 1992-1996 festgestellt.
Von 53 Patienten ist ausreichendes Tumormaterial vorhanden, um sie in die Studie
aufnehmen zu konnen. Anschlie3end werden die histologischen Daten der einzelnen
Patienten mit Hilfe der Pathologiebefunde Uberprift. Ist bei einem Tumor kein
eindeutiger Differenzierungsgrad zu erkennen, so wird die am geringsten differenzierte
Region im Tumor genommen.

Von den mit Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Tumoren werden zunachst
die Hamatoxylin-Eosin-Schnitte der einzelnen Blocke im Lichtmikroskop betrachtet.
Jeweils zwei reprasentative Blocke werden ausgewahlt, mit denen in der Folge
gearbeitet wird.

Am Rotationsmikrotom werden von den Paraffinblocken eines jeden Patienten vier
Schnitte mit einer Dicke von zwei um angefertigt. Je einer fur die Farbung mit
Chromogranin A und Synaptophysin, die beiden anderen als Reserve, sollte eine
Farbung nicht angehen oder ein Praparat unbrauchbar sein.

AnschlieRend werden die Schnitte in ein Warmwasserbad (47° C) gelegt, damit sie sich
gut entfalten kdnnen, bevor sie auf silanisierte Objekttrager aufgezogen und festgeklebt
werden. Dieser Kleber (Zusammensetzung: Ponal® + destilliertes Wasser) ist
besonders bei Praparaten des Gastrointestinaltraktes von Bedeutung, die
immunhistochemisch gefarbt werden. Wahrend des Farbevorgangs kann es ansonsten
passieren, dass die Fettzellen, die sich beim Erhitzen dehnen und dadurch etwas vom
Objekttrager 16sen, das umgebende Stroma mit vom Trager I6sen und dass damit das
Praparat unbrauchbar wird.

Nach dem Trocknen an der Luft kommen die Praparate fur einen Tag in einen
Brutschrank bei 37° C.

Die immunhistochemische Farbung mit Chromogranin A und Synaptophysin erfolgt
maschinell. Die Antikorper fur Chromogranin A werden von Boehringer Ingelheim
bezogen, die Antikdrper flur Synaptophysin stammen von Dako, Danemark.

Unter dem Mikroskop werden anschlie3end alle Praparate nach folgenden

Gesichtspunkten beurteilt:

- Ist der Marker angegangen? Die Kontrolle erfolgt immer in Arealen auf dem
Praparat, in denen gesundes Magengewebe enthalten ist, da dort physiologisch
neuroendokrine Zellen vorkommen und sich durch Chromogranin A anfarben
lassen (23).

- Ist das Praparat geeignet fur eine digitale Bildanalyse? (siehe Kriterien unter
Material und Methodik)

Dann erfolgt in einem reprasentativen Areal des Tumors eine Markierung mit Rotstift,

um innerhalb dieser Grenzen die prozentuale Menge des Markers am Gesamttumor mit

Hilfe des digitalen Bildanalysesystems zu bestimmen.
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5.1 Voruntersuchung

Um feststellen zu kdnnen, ob die Vorgehensweise -wie oben beschrieben- akzeptabel
ist, und um Unstimmig- oder Ungenauigkeiten zu finden, werden zunachst in einer
Voruntersuchung 15 Patienten untersucht.

Die Gruppe enthalt zehn Patienten mit einem Magenkarzinom vom intestinalen Typ und
funf Patienten mit einem Magenkarzinom vom diffusen Typ nach Lauren. Von den
Patienten sind zehn mannlich und funf weiblich; alle befinden sich in der Altersgruppe
von 42 bis 83 Jahren.

Insgesamt sind acht der 15 Tumoren fur einen der immunhistochemischen Marker
positiv. Davon sind sechs Tumoren flir Chromogranin A und Synaptophysin positiv. Ein
Fall ist nur fur Chromogranin A, ein anderer nur fir Synaptophysin positiv.

Sieben Falle sind fur beide Marker negativ.

5.1.1 Chromogranin A

Sieben der 15 untersuchten Praparate sind fur Chromogranin A positiv (46,7 %). Eine
semiquantitative Dreiteilung der Chromogranin-A-positiven Gruppe in negativ/ schwach
positiv/ stark positiv lasst sich nicht erkennen. Die Verteilung der positiven Zellen ist in
zwei Tumoren gleich stark und die Anzahl der positiven Tumorzellen dort mit 5% grofl3er
als in den Ubrigen funf Tumoren, die mit im Durchschnitt 1 % positiver Tumorflache
schwacher positiv sind. Allerdings ist der Unterschied zwischen 1% und 5% zu gering,
um von einer stark und einer schwach positiven Gruppe von Tumoren zu sprechen.

Es ergab sich daher keine Unterteilung in unterschiedlich stark positiv, sodass sieben
Falle positiv (x) und acht Falle negativ (-) fur die Chromogranin A Farbung sind.

5.1.2 Synaptophysin

Von allen funfzehn gefarbten Tumoren sind fur Synaptophysin sieben positiv (46,7%).
Insgesamt ist die positive Markerreaktion, verglichen mit Chromogranin A, schwach.

Es finden sich keine stark positiven Praparate. Fur alle sieben Falle gilt, dass der
prozentuale Markeranteil am Gesamttumor kleiner als 1 % ist. Dadurch ergibt sich fur
Synaptophysin ebenfalls nur eine Einteilung in positiv (x) und negativ (-).
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Tabelle 5-1 Voruntersuchung

Nummer | Chromo- | Synapto- Ge- Laurentyp Stadium Alter bei
granin A physin schlecht Diagnose (J)
1 X X m intestinal IIb 42
2 X X m intestinal Illa 64
3 X X m intestinal Illa 77
4 X X m diffus lla 83
5 X X w intestinal llb 75
6 X X m intestinal Ib 58
7 X - m intestinal Illa 64
8 - X w diffus IIb 67
9 - - w diffus Illa 73
10 - - w intestinal Illa 73
11 - - m diffus lla 70
12 - - w diffus 1] 57
13 - - m intestinal Il 69
14 - - m intestinal b 63
15 - - m intestinal Illa 64

5.2 Auswertung

Anhand der Voruntersuchung werden die genauen Kriterien fur eine Auswertung mit
dem digitalen Bildanalysesystem festgelegt (siehe Material und Methodik).

Jedes einzelne Praparat wird individuell im Mikroskop eingestellt. Wahrend der
Messungen eines Praparates werden die Einstellungen flur die Blende und die Helligkeit
nach einmaliger Festlegung bei der ersten Messung nicht mehr verandert.

Das erste Gesichtsfeld wird innerhalb der mit Rotstift angebrachten Markierung
eingestellt. Alle weiteren Gesichtsfelder werden zufallig im Bereich des markierten
Gebietes ausgewahlt und gemessen. Sie werden auch in die Auswertung
miteinbezogen, wenn sich in einem Gesichtsfeld kein positiver Befund befindet.

Als erstes Gesichtsfeld sollte immer ein Feld mit markerpositiven Zellen gewahlt
werden. Dadurch kdnnen am Computer die Kontrastwerte fir den Tumor- und den
Markeranteil optimal eingestellt werden und mussen in der Folge fur das jeweilige
Praparat nicht nachgebessert oder angepasst werden. Diese Werte werden fur jedes
Praparat neu bestimmt, da in manchen Praparaten unterschiedliche Helligkeiten und
Dunkelheiten auftreten. Aulerdem muss gewabhrleistet sein, dal} die richtigen Areale
des Praparates vom Computer als Tumor- bzw. als Markergewebe identifiziert werden.
Wenn man noch keinerlei Erfahrung mit dem Auswerten der Praparate am Computer
hat, betragt der Zeitaufwand pro Praparat ungefahr 60 Minuten.

Mit einiger Erfahrung reduziert er sich etwas, bleibt aber trotzdem zwischen 30 und 60
Minuten. Die Einstellungen am Mikroskop bendétigen unabhangig von der
Geschwindigkeit der Messungen eine bestimmte Zeit, die sich nicht verkurzen Iasst.

5.3 Problematik von Chromogranin A

Es werden von jedem Patienten mindestens zwei Tumorblocke gefarbt und geschnitten.
Nach der Farbung mit Chromogranin A stellt sich heraus, dal} teilweise nur ein Block
eines Patienten im Tumor positiv fur Chromogranin A ist, der andere negativ.
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Im Normalgewebe —zur Kontrolle, ob der Marker uberhaupt angegangen ist-, ist
Chromogranin A in den betroffenen Fallen jeweils positiv.

Daraufhin werden bei allen Tumoren, bei denen nicht entweder beide Blocke positiv
oder negativ sind, beide Blocke noch einmal neu gefarbt.

Es gilt festzustellen, ob Chromogranin A bei den ersten Farbungen falsch positive oder
oder falsch negative Befunde ergeben hat.



ERGEBNISSE 15

6 ERGEBNISSE

6.1 Allgemeine Patientendaten

Von den 53 Patienten der Untersuchung sind 24 Manner (mittleres Alter 67 Jahre) und
29 Frauen (mittleres Alter 66 Jahre). Die Altersverteilung bei Diagnosestellung liegt
zwischen 30 und 89 Jahren.

6.1.1 Tumorlokalisation

Die Tumorlokalisationen werden in ein proximales, mittleres und distales Drittel des
Magens eingeteilt. Eine weitere Gruppe enthalt Tumoren, deren Lokalisation sich einer
Region des Magen nicht eindeutig zuordnen lasst (siehe Material und Methodik).

Die meisten Tumoren (22; 41,5 %) sind im distalen Magendrittel lokalisiert.
Ubersicht Gber die Lokalisation aller Tumoren Abbildung 6-1:

45
40
35
30
25
20
15
10

41,5%

relative Haufigkeit (%)

proximales Drittel, mittleres Drittel, distales Drittel, Totalkarzinom
(12) (17) (22) (mehrere

. i Lokalisationen),
Tumorlokalisation (2)

Abbildung 6-1 Lokalisation aller Tumoren (n=53)

6.1.2 Stadienverteilung

Von allen untersuchten Patienten (53) haben 26 (49,1 %) Lymphknotenmetastasen in 1-
6 regionaren Lymphknoten (N1), elf Patienten (20,8 %) haben Metastasen in 7-15
regionaren Lymphknoten (N2). Alle 16 tubrigen Patienten (30,2 %) haben nach der
histologischen Untersuchung keine tumorbefallenen Lymphknoten (NO).
Fernmetastasen liegen zum Zeitpunkt der Operation bei keinem Patienten vor (siehe
Einschlul3kriterien).
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Es ergibt sich folgende Stadienverteilung: (Abbildung 6-2)

0,
45 43,4%

40
35
30
25 -
20 4 17%

15 11,3%

28,3%

relative Haufigkeit (%)

0,

Ib (15) Illa (9) b (6)
Tumorstadlum

Abbildung 6-2 Verteilung der Tumorstadien (n=53)

6.1.3 Typen nach Lauren

Bei der histologischen Typisierung der Tumoren nach Lauren fielen von 53 der

Magenkarzinome 32 (60 %) auf den intestinalen Typ, die anderen 21 (40 %) auf den
diffusen Typ.

Dabei zeigt sich folgende Stadienverteilung:

Annahernd die Halfte der Tumoren des intestinalen Types nach Lauren tritt im Stadium
Il auf (15; 28,3 %).

Die Tumoren des diffusen Types nach Lauren sind relativ ausgeglichen verteilt Gber die
einzelnen Stadien Ib bis IllIb.

(Abbildung 6-3)

30 28,3%
s 25 Wintestinaler Typ nach Lauren
= 0,
§ 20 - 18,9% O diffuser Typ nach Lauren
° 15,1%
a2 15
= 9,4% 9,4%

2 10 7.5% 7.5%
3 5 | 3.8% [
0 -

b, Il Ila, b,
(10; 5) (15;8) (5;4) (2;4)

Tumorstadium

Abbildung 6-3 Tumorstadium und Laurentypisierung (n=53)
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Die Geschlechterverteilung der Laurentypen ist fur den intestinalen Typ ausgeglichen.
Es sind mit 16 (30,2 %) genauso viele Adenokarzinome von mannlichen Patienten wie
von weiblichen Patienten.
Insgesamt gibt es bei
beiden Geschlechtern
etwas mehr Tumoren des
intestinalen Types (n=32;
60,4 %) als des diffusen
Types.

Vom diffusen Typ nach
Lauren sind insgesamt 21
(39,6 %) Tumoren. Davon
treten 13 (24,5 %)
Tumoren bei Frauen und
acht (15,1 %) bei Mannern
auf.

Der Mischtyp ist gemaf
der 0
Einschlusskriterien nicht in diffuser Typ, intestinaler Typ,
der Untersuchung (13; 8) (16; 16)
vertreten (siehe

EinSChIUSSkriterien). Typ nach Lauren
(Abbildung 6-4)

o 302%  30,2%
30 @ weiblich > _

Hm mannlich

25 24,5%

20

15,1%

relative Haufigkeit (%)

Abbildung 6-4 Geschlechterverteilung nach
Laurentypen (n=53)

6.1.4 Uberlebensdaten

6.1.4.1 Frauen und Méanner

In der Verteilung der Tumoren auf die Geschlechter zeigte sich keine Korrelation
zwischen Geschlecht und Uberleben.

6.1.4.2 Altersverteilung

Der Vergleich der Altersgruppen von allen unter 70 Jahre alten Patienten (27)
gegenuber allen Uber 70 Jahre alten Patienten (26) 1aBt keine statistisch signifikante
Aussage hinsichtlich eines langeren Uberlebens zu.
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Abbildung 6-5 Uberleben abhingig vom Alter

6.1.4.3 Tumorlokalisation

Hinsichtlich der Tumorlokalisation laf3t sich beim Vergleich der Tumoren im distalen
Drittel des Magens (23) zu den Tumoren des mittleren Magendrittels (16) und den
Tumoren des proximalen Drittels des Magens (12) nach einer Uberlebenszeit von flnf
Jahren keine signifikante Aussage in Bezug auf ein langeres Uberleben einer
Patientengruppe machen.
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Abbildung 6-6 Uberleben abhingig von der Tumorlokalisation
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6.1.4.4 Histologischer Tumortyp nach Lauren

Bis zu einer Uberlebenszeit von 60 Monaten nach Operation kann keine signifikante
Aussage zur Prognose von Patienten mit einem diffusen Magenkarzinom nach Lauren
(21) gegenuber Patienten mit einem Magenkarzinom vom intestinalen Typ nach Lauren
(32) gemacht werden.
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% " intestinal
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Uberlebenszeit (Monate)
Abbildung 6-7 Uberleben abhingig vom Laurentyp

6.1.4.5 Tumorstadium und Lymphknotenstatus

Die TNM-Stadieneinteilung der UICC von 1997, die die Lymphknotenkategorie nach der
Anzahl der befallenen regionaren Lymphknoten einteilt, lasst in unserem Fall keine
signifikante Aussage bezlglich des postoperativen Uberlebens der Patienten zu.

Patienten im Stadium Ib (15; 28,3 %) im Stadium Il (23; 43,4 %) scheinen eine leicht
bessere Prognose als Patienten im Stadium llla (9; 17,0 %) und Illb (6; 11,3 %) zu
haben, allerdings ist dies nicht statistisch signifikant.

Innerhalb der Stadien la und Il und innerhalb der Stadien Illa und Illb gelingt es nicht,
eine Tendenz hinsichtlich kiirzeren oder langeren Uberlebens auszumachen.
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Abbildung 6-8 Uberleben abhingig vom Tumorstadium

Nach weiterer Unterteilung der Patienten in die einzelnen Lymphknotenkategorien,
Patienten ohne befallene Lymphknoten (NO; 16; 30,2 %), Patienten mit 1- 7 befallenen
regionaren Lymphknoten (N1; 26; 49,1 %) und Patienten mit einem Lymphknotenstatus
von N2 (11; 20,8 %) dies entspricht 7- 15 befallenen, regionaren Lymphknoten, 1af3t sich
ebenfalls keine statistisch signifikante Aussage hinsichtlich eines langeren oder
kiirzeren Uberlebens machen.

Es gibt keinen Patienten mit einem Lymphknotenstatus von N3, welcher mehr als 15
regionaren Lymphknotenmetastasen entsprechen wurde.
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Abbildung 6-9 Uberleben abhingig vom Lymphknotenstatus

Von den elf Patienten mit einem N2-Lymphknotenstatus lebt nach 60 Monaten noch ein
Patient (9,1 %).
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6.2 Markerergebnisse allgemein

Die Untersuchung zeigt, das von 53 Adenokarzinomen des Magens 30 Tumoren eine
partielle neuroendokrine Differenzierung aufweisen.

FUr beide immunhistochemischen Marker, Chromogranin A und Synaptophysin, sind 13
(24,5 %) der Tumoren positiv. Jeweils nur fur einen der beiden Marker positiv sind 17
(32,1 %) der Tumoren. Davon sind 14 (26,4 %) nur fur Chromogranin A und drei (5,7 %)
nur fur Synaptophysin positiv. Von allen 53 Patienten zeigten 23 (43,4 %) der Tumoren
weder eine Farbung fur Chromogranin A noch flr Synaptophysin.
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nur Chromogranin A Chromogranin A und nur Synaptophysin fur beide Marker
positiv, Synaptophysin positiv positiv, negativ,
(14) (13) 3) (23)

Darstellbarkeit der Tumoren

Abbildung 6-10 Farbeverhalten der Tumoren
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6.2.1 Chromogranin A

Nach Farbung und Auswertung aller Tumoren ist fur Chromogranin A die bereits in der
Voruntersuchung erfolgte Einteilung in positiv und negativ weiterhin sinnvoll.

Kein Tumor enthalt einen positiven Makeranteil von mehr als 7 % der
Tumorgesamtmasse. Die Tumoren, die sich immunhistochemisch darstellen lassen,
entsprechen mit einem prozentual positiven neuroendokrinen Anteil zwischen 0,05 %
bis 7 % schwach positiven Tumoren. Dadurch kann nicht von stark positiven und
schwach positiven Tumoren gesprochen werden.

Tabelle 6-1 Ubersicht iiber die nur fiir Chromogranin-A-positiven Fille

Chromo- | Laurentyp |[Tumorlokalisation|Geschlecht| Stadium | Grading

granin A (bezogen auf Magendrittel)
X intestinal proximales m [l 3
X diffus distales w llla 3
X diffus mittleres w Ib 3
X intestinal mittleres m Illa 3
X intestinal distales m 11} 3
X diffus distales w b 3
X intestinal mittleres w Ib 3
X diffus mittleres m llla 3
X diffus distales w llla 3
X intestinal proximales w llla 3
X diffus distales w Ib 3
X intestinal distales w Ib 3
X intestinal distales w Ib 3
X diffus distales w llla 3

Von den insgesamt 53 Tumorpatienten haben 26 (49,1 %) einen fir Chromogranin A
positiven und 27 (50,9 %) einen fur Chromogranin A negativen Tumor.

Von 27 fur Chromogranin A positiven Fallen sind 13 auch positiv fur Synaptophysin.
Vierzehn Tumoren sind nur fur Chromogranin A positiv (x).

In allen Fallen sind die Chromogranin-A-positiven Zellen vereinzelt iber den Tumor
verteilt und nicht in Zellgruppen oder -haufen angeordnet.
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6.2.2 Synaptophysin

FUr Synaptophysin ergibt sich, wie fir Chromogranin A auch, keine semiquantitative
Dreiteilung der Tumoren, sondern lediglich eine Einteilung in negativ (-) oder positiv (+).
Von den 53 Patienten haben ungefahr ein Drittel (16; 30,2 %) einen fur Synaptophysin
positiven Tumor und 37 (69,8 %) einen Tumor, der sich nicht mit Synaptophysin
anfarben lasst.

Drei Tumoren sind nur fur Synaptophysin positiv (x) und nicht fur Chromogranin A.

Bei einem einzigen Tumor treten in der Synaptophysinfarbung positive Zellen nicht nur
verstreut Uber den ganzen Tumor auf, sondern auch gruppiert.

Die Anfarbung der Tumorzellen ist in den meisten Fallen fur Synaptophysin weniger
intensiv, als sie es fur Chromogranin A ist.

Tabelle 6-2 Ubersicht iiber die nur fiir Synaptophysin positiven Fille

Synapto- |Laurentyp| Tumorlokalisation|Geschlecht|Stadium | Grading
physin (bezogen auf Magendrittel)
X diffus proximales m Ib 3
X diffus mittleres w Il 3
X diffus mittleres w 11]s) 3

6.3 Markerergebnisse im Einzelnen
6.3.1 Verteilung auf Frauen und Manner

Die Verteilung der Chromogranin-A-positiven Tumoren auf Frauen und Manner ist mit
14 weiblichen (26,4 %) und 12 mannlichen (22,6 %) Patienten annahernd ausgeglichen.

Bei den mannlichen Patienten gibt es jeweils 12 (22,6 %) fur Chromogranin A positive
und 12 (22,6%) fur Chromogranin A negative Tumoren.

Bei den weiblichen Patienten ist das Verhaltnis ebenfalls annéhernd ausgeglichen. Es
gibt 15 (28,3 %) fir Chromogranin A negative und 14 (26,4 %) fir Chromogranin A
positive Tumoren. (Abbildung 6-11)
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Abbildung 6-11 Geschlechtsverteilung der Tumoren (n=53)
in Bezug auf Chromogranin A

Unter den Patienten, die einen Synaptophysin-positiven Tumor haben, sind sechs
Frauen (11,3 %) und zehn Manner (18,9 %). (Abbildung 6-12)
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Abbildung 6-12 Geschlechtsverteilung der Tumoren (n=53)
in Bezug auf Synaptophysin
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Die Zusammenstellung aller markerpositiven Tumoren bezlglich des Geschlechtes des
jeweiligen Patienten macht noch einmal deutlich, dass es sowohl in der weiblichen wie
auch in der mannlichen Gruppe mehr Adenokarzinome mit neuroendokrinen Zellen gibt
als ohne. In der Gruppe der weiblichen Patienten gibt es in dieser Untersuchung mehr
Tumoren (29) als in der mannlichen Gruppe (24) und auch etwas mehr positive
Tumoren (16; 30,2%) als negative (13; 24,5%).
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2 W fr beide positiv
£ 20 34 245
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E 10 18,9 19 positiv
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weiblich (16) weiblich (13) mannlich (14)  mannlich, (n=10)
Geschlecht

Abbildung 6-13 Geschlechtsverteilung der Tumoren (n=53)
in Bezug auf Chromogranin A und Synaptophysin

6.3.2 Altersverteilung

Es wurde in zwei Altersgruppen eingeteilt: 30-69 Jahre und 70 — 89 Jahre. In beiden
kommen sowohl positive als auch negative Falle von Chromogranin A vor.

In der Altersgruppe der 30-69 Jahre alten Patienten gibt es mit 13 (24,5%) geringfugig
(ein Tumor) mehr positive als negative Falle fur Chromogranin A.

Die Gruppe der 70-89 jahrigen Patienten enthalt mehr negative als positive Tumoren fur
Chromogranin A. (Abbildung 6-14)
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Abbildung 6-14 Altersverteilung der Tumoren (n=53)
in Bezug auf Chromogranin A

Beide Altersgruppen enthalten mehr negative als positive Tumoren fir Synaptophysin.
(Abbildung 6-15)
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Abbildung 6-15 Altersverteilung der Tumoren (n=53) in Bezug auf Synaptophysin
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Abbildung 6-16 Altersverteilung der Tumoren (n=53)
in Bezug auf Chromogranin A und Synaptophysin

6.3.3 Verteilung auf die Tumorlokalisation

Im Rahmen der Tumorlokalisationen der fur Chromogranin-A-positiven Tumoren ergibt
sich folgendes Bild:

Es gibt keine relevanten Unterschiede hinsichtlich der Tumorlokalisationen im
proximalen, im distalen Drittel oder im mittleren Drittel des Magens.

Der groRte Anteil der Karzinome (22; 41,5 %) ist im distalen Magendrittel lokalisiert.
Davon sind zwolIf (22,6 %) positiv fur Chromogranin A, zehn (18,9 %) negativ.

Der Tumor, der sich als Linitis plastica im Magen ausbreitet, ebenso wie der Tumor mit
multilokularen Anteilen im Magen ist fir Chromogranin A negativ. (Abbildung 6-17)
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Abbildung 6-17: Lokalisationsverteilung der Tumoren (n=53)
in Bezug auf Chromogranin A

Im proximalen, mittleren und distalen Drittel des Magens kommen jeweils
Synaptophysin positive Tumoren vor.

In der Gruppe der im mittleren Magendrittel lokalisierten Tumoren sind mehr Falle
positiv (11; 20,8 %) als negativ (5; 9,4 %) fur Synaptophysin.

Auch mit der Synaptophysinfarbung lassen sich nicht darstellen, der als Linitis plastica
und der multilokular im Magen auftretende Tumor. (Abbildung 6-18)

35 32,17%
< 309 Onegativ
-‘5 25 )
X 20,8% DSyn_a_ptophysm
= 20 4 positiv
3
- 15
T 11,3% 11,3%
g 9,4% 9:4%
2 10
K
o 5 3,8%
0
0
proximales Drittel, mittleres Drittel, distales Drittel, Totalkarzinom
(6;6) (5;11) (17;5) (multilokulér),

(2;0)
Tumorlokalisation

Abbildung 6-18 Lokalisationsverteilung der Tumoren (n=53)
in Bezug auf Synaptophysin
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Betrachtet man die Markerpositivitat nur im Vergleich der im distalen und mittleren
Magendrittel lokalisierten Tumoren, sind im mittleren Drittel gleich viele Tumoren
markerpositiv wie markernegativ (8; 20,5 %), im distalen Drittel hingegen etwas mehr
markerpositiv (14, 35,9 %) als markernegativ (9; 23,1 %).
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Abbildung 6-19 Lokalisationsverteilung der Tumoren (n=39)
im mittleren und distalen Drittel in Bezug auf Chromogranin A und Synaptophysin

Gesamtuberblick der Lokalisationsverteilung und Positivitat (Abbildung 6-20)
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Abbildung 6-20 Lokalisationsverteilung der Tumoren (n=53)
in Bezug auf Chromogranin A und Synaptophysin
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6.3.4 Verteilung auf die Tumorstadien

In allen eingeschlossenen Tumorstadien treten positive Falle fur Chromogranin A auf.
Die meisten Karzinome (23; 43,4 %) gibt es im Stadium II.

Einzig in diesem Stadium gibt es Einige (14; 26,4 %) Tumoren mehr, die positiv als
negativ (9; 17,0 %) fir Chromogranin A sind.

In allen anderen Stadien (Stadium Ib, Illa und lllb) kommen mehr negative Tumoren fur
Chromogranin A vor.(Abbildung 6-20)
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Abbildung 6-20: Stadienverteilung der Tumoren (n=53)
in Bezug auf Chromogranin A

Bei der Synaptophysinfarbung treten ebenfalls in allen vertretenen Tumorstadien positiv
angefarbte Tumoren auf. Im Stadium Il sind mit 10 (18,5 %) die meisten Synaptophysin-
positiven Tumoren zu finden. In allen anderen Stadien gibt es mehr Synaptophysin-
negative Tumoren. Im Stadium llIb ist das Verhaltnis -positiver und negativer Tumoren
mit jeweils 3 (5,7 %) ausgeglichen. (Abbildung 6-21)
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Abbildung 6-21 Stadienverteilung der Tumoren (n=53)
in Bezug auf Synaptophysin

Gesamtuberblick des jeweiligen Tumorstadiums und Markerpositivitat:
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Wenn alle Tumorstadien gemeinsam betrachtet werden, fallt auf, dass die meisten

Abbildung 6-22 Stadienverteilung der Tumoren (n=53)
in Bezug auf Chromogranin A und Synaptophysin

Tumoren im Tumorstadium Il zu finden sind und auch die meisten mit positiven
neuroendokrinen Zellen. Insgesamt gibt es 30 Patienten (56,5 %) mit einem Tumor im
Stadium Il. Von diesen enthalten 23 (43,4 %) eine neuroendokrine Subpopulation im
Tumor.

Eine genaue Aufschlisselung des Tumorstadiums Il auf die jeweilige Markerpositivitat
ist der nachsten Abbildung zu entnehmen:
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Abbildung 6-23 Markerverteilung der Tumoren (n=30) im Statium Il

Innerhalb der unterschiedlichen Tumorstadien existieren Tumoren mit (N+) und ohne
(NO) Lymphknotenmetastasen.

Bei spezieller Betrachtung der markerpositiven und markernegativen Tumoren
hinsichtlich vorhandener oder nicht vorhandener Lymphknotenmetastasen ergibt sich
folgendes Bild:
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Abbildung 6-24 Markerverteilung der Tumoren (n=53) mit Lymphknotenmetastasen

Von vornherein gibt es mehr Tumoren in dieser Untersuchung, die
Lymphknotenmetastasen zum Zeitpunkt der Operation aufwiesen (43) verglichen mit
denen, deren Tumor sich noch nicht in Lymphknoten ausgebreitet hatte (18).

Von den 43 Patienten, deren Tumor bereits in Lymphknoten metastasiert hatte, hatten
24 (50,9 %) einen Tumor, in dem sich neuroendokrine Zellen nachweisen liesen.
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6.3.5 Verteilung auf die Laurentypen

Im Gesamtkollektiv der Studie finden sich 21 Tumoren (39,6 %) vom diffusen Typ und
32 (60,4 %) vom intestinalen Typ nach Lauren.

In der Gruppe des diffusen Typs nach Lauren gibt es mit zwolf (22,6 %) mehr
Chromogranin A negative als positive (9; 17,0 %) Tumoren.

Beim intestinalen Typ nach Lauren dagegen finden sich mehr Tumoren (17; 32,1 %),
die positiv fur Chromogranin A sind, als negative (15; 28,3 %).
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Abbildung 6-25: Chromogranin-A-Anfarbbarkeit der Tumoren (n=53) abhéngig
von der Laurentypisierung
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Mit Synaptophysin lassen sich vom intestinalen Typ nach Lauren in etwa ein Drittel der
Tumoren (positiv: 10 (18,9 %); negativ: 22 (41,5 %)) darstellen. Vom diffusen Typ nach
Lauren stellen sich sechs (11,3 %) Tumoren von 15 (28,3 %) mit Synaptophysin dar.
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Abbildung 6-26 Synaptophysin-Anfarbbarkeit der Tumoren (n=53)
abhangig von der Laurentypisierung
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Abbildung 6-27 Anfarbbarkeit der Tumoren (n=53) in Abhdngigkeit der Laurentypen
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6.3.6 Uberlebensdaten

Kaplan-Meier-Kurven
Von den 26 Patienten, die einen fur Chromogranin A positiven Tumor haben, lebt am
2.4.2000 noch genau die Halfte (13, 50 %).
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Abbildung 6-28 Uberlebenszeit abhingig von Chromogranin A-
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Abbildung 6-29 Uberlebenszeit in Abhangigkeit der
Anfarbbarkeit mit Synaptophysin

Von 16 Patienten mit einem flr Synaptophysin positiven Tumor sind bis zum
02.04.2000 sieben verstorben.
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Betrachtet man die Uberlebenszeit aller markerpositiven (also fiir Synaptophysin oder

Chromogranien A) im Vergleich zu komplett markernegativen, so ergibt sich folgendes
Bild:
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Abbildung 6-30 Uberlebenszeit abhingig von der Anfirbbarkeit mit
Chromogranin A oder Synaptophysin
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7 DISKUSSION

In der vorliegenden Untersuchung sollte zunachst geklarte werden, ob es innerhalb von
Adenokarzinomen des Magens eine Subpopulation von Tumoren gibt, die
neuroendokrine Zellen enthalt. Dies ist, nach Untersuchungen mit den neuroendokrinen
Markern Chomogranin A und Synaptophysin, bei 30 Tumoren (56,6 %) von insgesamt
53 Adenokarzinomen des Magens der Fall.

Diese Erkenntnis war die Grundlage fur weitere Untersuchungen. Es galt
herauszufinden, ob diese existierende neuroenkokrine Subpopulation innerhalb des
Magens bevorzugte histopathologische und anatomische Kriterien aufweist.

Einige Untersuchungen, die teilweise noch keine immunhistochemischen Marker,
sondern die friher Ublichen argentaffinen und argyrophilen Farbemethoden
verwendeten (7;35;42;61), fanden mehr neuroendokrine Zellen in Tumoren des diffusen
Typs nach Lauren oder konnten diesbeztiglich keine Aussage machen (8;46).
Hinsichtlich der Lokalisation innerhalb des Magens gibt es Hinweise auf ein gehauftes
Auftreten neuroendokriner Subpopulationen in Tumoren des distalen Drittels (8;61) oder
es gab keine bevorzugte Tumorlokalisation (56).

In den bisher zum Tumorstadium Stellung beziehenden Untersuchungen fanden sich
uberwiegend neuroendokrin positive Adenokarzinome des Magens in den Stadien |l
und IV (46;56).

AbschlieRend wurde der Frage nachgegangen, ob die neuroendokrine Differenzierung
bei den betroffenen Patienten Hinweise auf eine schlechtere oder bessere Prognose
gibt.

In der bisher veroffentlichten Literatur gibt es diesbezlglich keinerlei

Aussagen (8;46;61). Lediglich Radi spricht in seiner Untersuchung von
Adenokarzinomen des Magens mit neuroendokriner Differenzierung von der Tendenz
des langeren Uberlebens, allerdings wurden dort nur 15 Falle untersucht, die alle
Patienten bis zu einem Alter von maximal 40 Jahren betrafen (49).

In der jetzt durchgefuhrten Untersuchung lafdt sich mit der zur Zeit vorliegenden Fallzahl
kein Unterschied feststellen.

7.1 Material und Methodik

7.1.1 EinschluBkriterien

Es galt zunachst eine mdglichst homogenes Untersuchungskollektiv zu finden,
innerhalb dessen man geeignete Fragestellungen ohne zu sehr streuende Variablen
untersuchen kann.

Hinsichtlich des histologischer Typs der Adenokarzinome wurden nur Tumoren des
diffusen oder intestinalen Typs nach Lauren ausgewahilt.

Bisher gibt es eine Untersuchung, die mit den neuesten immunhistochemischen
Markern durchgeflhrt wurde. Dort fiel das Auftreten von neuroendokrinen Zellen v.a. im
diffusen Typ auf (61). Die Ubrigen Untersuchungen der letzten Jahre mit
immunhistochemischen Methoden erbrachten keine signifikanten Ergebnisse zu dieser
Frage (7;46).

Es gibt altere Untersuchungen von Lauren und Nevalainen, die noch keine
immunhistochemischen Marker verwendet haben, in denen mehr neuroendokrine Zellen
im diffusen Typ als im intestinalen gefunden wurden (35;42).
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Deshalb sollte dieser Frage noch einmal nachgegangen werden. Nachdem von
einzelnen Autoren angenommen wird, dass der diffuse Typ des Magenkarzinomes nach
Lauren zum Teil eine schlechtere Prognose als der intestinale Typ hat (35), sollte
untersucht werden, wie sich der diffuse Typ verhalt, wenn er eine Subpopulation
neuroendokriner Zellen enthalt.

Innerhalb der Stadienverteilung beschrankte sich die Auswahl auf die Tumorstadien Ib,
[I'und Ill. In diesen Stadien erfolgt eine kurative Therapie durch eine radikale
Tumorresektion.

Der Tumor ist einerseits nicht mehr, wie im Stadium la haufig, nur auf die Mucosa oder
Submucosa begrenzt. Andererseits ist im Stadium IV eine kurative Behandlung durch
eine Operation nicht mehr moglich. Um eine zu grol3e Streubreite zu verhindern,
wurden diese beiden Stadien ausgeschlossen.

Es wurden ausserdem nur Tumoren von Patienten aufgenommen, die keine
Fernmetastasen hatten (MO). Dies konnte ansonsten zum einen die Prognose negativ
beeinflussen und zum anderen madglicherweise eine zusatzliche Therapie erfordern,
womit die Homogenitat des Patientenkollektives nicht mehr gewahrleistet ware.

Die TNM-Klassifikation der UICC von 1997 hat fur Magenkarzinome eine neue
Einteilung der regionaren Lymphknotenmetastasen festgelegt. Als N1 wird nun ein
Tumor klassifiziert, der Metastasen in 1- 6 regionaren Lymphknoten hat. N2 ist ein
Tumor, wenn er Metastasen in 7- 15 regionaren Lymphknoten hat; bei Metastasen in
mehr als 15 regionaren Lymphknoten, bekommt ein Tumor eine N3 Klassifikation (65).
In friheren TNM-Klassifikationen wurde der Lymphknotenstatus nach Entfernung vom
Primartumor beurteilt. So bekam ein Tumor einen N1-Status, wenn er perigastrische
Lymphknotenmetastasen innerhalb von 3 cm Abstand vom Primartumor hatte, und
einen N2-Status, wenn die Metastasen weiter als 3 cm vom Primartumor entfernt
waren, entlang der Aa. gastrica sinistra, hepatica communis, lienalis oder coeliaca
lagen (28).

Zur Stratifizierung des Patientenkollektives wurden hinsichtlich des histopathologischen
Differenzierungsgrades nur Tumoren mit einem G3-Grading (schlecht differenziert)
ausgewahlt. In Adenokarzinomen des Kolons wurde eine erhdhte Anzahl
neuroendokriner Tumorzellen bei einem schlechteren Differenzierungsgrad des Tumors
gefunden (26).

Deshalb erwarteten wir eine neuroendokrine Subpopulation vorwiegend in den weniger
differenzierten Tumoren.

Es war das Ziel, Patienten mit einem postoperativem Krankheitsverlauf von mindestens
funf Jahren einzuschliessen, sodass die jlingsten Operationszeitpunkte zu Beginn der
Untersuchung vier Jahre zurtcklagen.

Die postoperative Verlaufsbeobachtung war bei der Uberwiegenden Anzahl der
Patienten ohne Probleme mdoglich. Einerseits erfolgte bei vielen die Tumornachsorge im
Klinikum rechts der Isar, andererseits ist die Kooperation mit den meisten Hausarzten
sehr gut. Diese unterrichten das onkologische Studiensekretariat der Chirurgie
regelmafig Uber den Gesundheitszustand des betroffenen Patienten.

Bei einigen Patienten war es nicht moglich, uber den weiteren Krankheitsverlauf
informiert zu bleiben. Fiir diejenigen wurde als Uberlebenszeitraum vom letzten
bekannten Lebensdatum nach der Operation ausgegangen.

Alle Patienten wurden mit einem kurativen Therapieansatz operiert und galten
postoperativ lokal (RO) und systemisch (MO0) als tumorfrei.
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7.1.2 Chromogranin A

Chromogranin A hat sich seit einigen Jahren als immunhistochemischer Marker fur
neuroendokrine Tumorzellen etabliert (7;46;53;56;61).

Es hat sich gezeigt, dass sich damit eine neuroendokrine Differenzierung in Tumoren
nachweisen laldt, die nicht hormonell aktiv sind und kein spezifisches Hormon oder
Peptid sezernieren (44;63).

Im gesamten Gastrointestinaltrakt kommt Chromogranin A physiologisch in allen
neuroendokrinen Zellen vor. Es ist in den Speichergranula enthalten und dadurch ein
Indikator fur das Vorhandensein derartiger Granula. Die Intensitat der Farbung zeigt in
den unterschiedlichen Regionen des Gastrointestinaltraktes wenig Variation. Momentan
lassen sich alle identifizierbaren neuroendokrinen Zelltypen des menschlichen
Gastrointestinaltraktes mit Chromogranin A darstellen (23).

Bisher wurde noch kein intestinaler neuroendokriner Tumor gefunden, der nicht
Chromogranin A positiv war (24).

Dadurch ist gewahrleistet, dal® Chromogranin A positive Zellen auch im gesunden
Magengewebe auftreten. Hiermit laf3t sich kontrollieren, ob der Marker am Praparat
Uberhaupt angegangen ist. Deshalb wurden in dieser Untersuchung nur Tumorbldcke
ausgewahlt, auf denen auch gesundes Magengewebe enthalten war.

Nach Untersuchungen an Adenokarzinomen des Magens und des Kolons, ist
Chromogranin A der sensitivste Marker, verglichen mit neuroenspezifischer Enolase,
Serotonin, Gastrin und Synaptophysin (7;18;46). Des Weiteren ist Chromogranin A
auch ein sensitiver Marker fur eine neuroendokrine Hyperplasie (62).

Von den friher haufig verwendeten argentaffinen und argyrophilen Farbemethoden ist
man weitgehend abgekommen. Die Erfahrung hat gezeigt, dass bei diesen haufig falsch
positive Ergebnisse zustande kommen. Die verwendeten Farbetechniken stellen oft
Zellen dar, die mit der Speicherung von Schleim, Glukagon und Lactalbumin in
Verbindung gebracht werden (1) und ultrastrukturell keinerlei Anzeichen flr
neuroendokrine Granula zeigen (15). Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse war sehr
unzuverlassig und variierte von Labor zu Labor. Demzufolge konnten die Ergebnisse
nur mit grof3er Vorsicht interpretiert werden (1;15;40).

Ein weiterer Vorteil von Chromogranin A ist, dass diese Farbung inzwischen zu den
immunhistochemischen Routinemethoden gehort und mit einem Herstellungspreis
zwischen 6,- und 10,- DM nicht teuer ist. Es sollte eine klinische Anwendung dieses
Markers in der Diagnostik der Adenokarzinome des Magens in Zukunft nicht
ausgeschlossen werden. Deshalb galt es, eine Vorgehensweise zu finden, die
unkompliziert und kostengunstig ist.

Es existieren erste Untersuchungen der Serumbestimmung von Chromogranin A mit
Hilfe von Radioimmunoassays (44;53). Diese konnten in der Zukunft eine geeignete
Erganzung der Immunhistochemie sein, sodass Untersuchungen mit Chromogranin A
nicht nur auf das histologische Praparat beschrankt bleiben mussen.

Auf Grund dieser Uberlegungen wurde Chromogranin A als erster Marker der
Untersuchung ausgewahlt.
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7.1.3 Synaptophysin (P 38)

In wenigen Studien wurden bisher Adenokarzinome des Magens, die mit
Chromogranin A untersucht wurden, ebenfalls mit Synaptophysin untersucht.

Im Gegensatz zu Chromogranin A farbt Synaptophysin nicht die Speichergranula der
neuroendokrinen Zellen, sondern eine Art von Vesikeln. Diese werden als kleine, klare,
synaptisch-ahnliche Vesikel beschrieben. Sie kommen sowohl in normalen
neuroendokrinen Zellen vor, als auch in hyperplastischen endokrinen Zellen und in
endokrinen Tumorzellen und lassen sich mit Synaptophysin darstellen (13).

Deshalb wird Synaptophysin in der Immunhistochemie auch als vesikularer
neuroendokriner Marker bezeichnet (28).

Synaptophysin farbt, ebenso wie Chromogranin A, endokrine Zellen des
physiologischen Magengewebes. Anhand dessen kann man im tumorfreien Abschnitt
des jeweiligen Praparates sehen, ob die Farbung funktioniert hat. In den meisten
neuroendokrinen Tumoren kann Synaptophysin dargestellt werden. Es scheint, daf3
dadurch nur neuroendokrine Zellen oder neuroendokrine Tumoren angefarbt

werden (25). Es lassen sich des Weiteren, ebenso wie bei Chromogranin A,
neuroendokrine Zellen in Karzinoiden und prakanzerdsen Lasionen darstellen (11).

Nach Buffa et al. ist Synaptophysin ein spezifischer und sensitiver Marker fur
neuroendokrine Zellen im Allgemeinen und in diesem Zusammenhang stehenden
Tumoren. Dieser sollte am besten in Verbindung mit Chromogranin A verwendet
werden (13).

Die Synaptophysinfarbung gehort inzwischen zu den in der Routine angewandten
Methoden der Immunhistochemie. Sie eignet sich gut fur in Paraffin fixierte
Praparate (25) und ist mit einem Herstellungspreis zwischen 6,- und 10,- DM, ebenso
wie Chromogranin A, kostengunstig.

Die positive Reaktion von Chromogranin A in gastrointestinalen Zellen ist intensiver als
die von Synaptophysin. Dies hat folgende Grunde:

Die Farbung der Speichergranula einer Zelle durch Chromogranin A erscheint als kleine
punktuelle Markierung innerhalb des Zytoplasmas.

Demgegenuber wirkt bei einer durch Synaptophysin gefarbten Zelle das gesamte
Zytoplasma als positiv, aber weniger intensiv angefarbt als bei Chromogranin A (13).

Positivitat fur einen vesikularen (z.B. Synaptophysin) oder einen granularen (z.B.
Chromogranin A) Marker wird als neuroendokriner Nachweis gewertet (28).

Auf Grund dieser Uberlegungen schien die Kombination von Chromogranin A und
Synaptophysin eine gute Mdglichkeit zu eréffnen, eine Studie unter Bedingungen
auszufuhren, die spater in den klinischen Alltag dbernommen werden konnten.

Auf einen zusatzlichen zytoplasmatischen Marker, von denen der bekannteste die
neuronenspezifische Enolase (NSE) ist, wurde verzichtet. Die neuronenspezifische
Enolase ist ein Marker, der sowohl neuroendokrine Zellen als auch Nervengeflechte,
besonders in Magen und Pankreas, gut und zuverlassig anfarbt (6). In der
Versuchsreihe von Bishop et al. stellten sich im Magen die neuroendokrinen Zellen und
Nervenfasern in enger Nachbarschaft zueinander dar (6). In einem derartigen Fall ware
eine Auswertung mit digitaler Bildanalyse nicht moglich oder erschwert gewesen, da die
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gefarbten Nervenstrukturen falsch positive Markermessungen ergeben hatten (siehe
Material und Methodik unter 4.4).

Deshalb wurde auf einen zytoplasmatischen Marker verzichtet und die Untersuchung
mit Chromogranin A auf einen granularen und mit Synaptophysin auf einen vesikularen
immunhistochemischen Marker beschrankt.

Die neuroendokrinen Zellen innerhalb eines Adenokarzinoms des Magens kénnen sehr
sparlich sein. Aus diesem Grund ist es sinnvoll, mehrere Blocke eines jeden Patienten
auf neuroendokrine Differenzierung zu untersuchen, um kleine oder vereinzelt liegende
Zellen nicht zu Ubersehen (siehe Untersuchungsverlauf 5.3.). In den bisher
vorliegenden Studien zu Adenokarzinomen des Magens und neuroendokrinen Zellen
geben lediglich zwei Autoren Uber die Anzahl der verwendeten Tumorblocke Auskunft.
Bonar et al. untersuchten 2- 5 Tumorblécke pro Patient (8), Blumenfeld et al. dagegen
von jedem Patienten nur einen Tumorblock (7). Letzteres kann leicht dazu fuhren, ein
geringes Vorkommen von neuroendokrinen Zellen innerhalb eines Adenokarzinomes zu
ubersehen.

Im Rahmen der durchgefuhrten Voruntersuchung zeigte sich bei 14 von 16 Fallen, dass
verschiedene Tumorblocke ein differierendes Farbeverhalten fur Chromogranin zeigten
(siehe Untersuchungsverlauf 5.3), sodass ein einzelner untersuchter Block aus einem
Tumor nicht als ausreichend reprasentativ fur den Gesamttumor gelten kann.

7.1.4 Auswertung

Die digitale Bildanalyse, die fur die Auswertung der Tumoren verwendet wurde, ist der
rein visuellen Beurteilung mit Hilfe eines Lichtmikroskopes in einigen Aspekten
uberlegen. Dies betrifft insbesondere die Unterscheidung, ob ein Marker stark oder
schwach positiv ist. So wird eine semiquantitiative Beurteilung wesentlich erleichtert. Mit
Hilfe der digitalen Bildanalyse ist es mdglich, exakte Berechnungen fir Teilmengen
eines Tumors, zu erstellen (siehe Material und Methodik 4.4).

Dadurch wird die Klarung weiterer Fragestellungen ermdglicht. Es kann beispielsweise
untersucht werden, ob eine ganz bestimmte Menge eines Markers/ einer Subpopulation
innerhalb eines Tumors eine Auswirkung beispielsweise auf die Prognose hat.

Die Vorgehensweise ist standardisiert und jederzeit von anderen Benutzern
nachpruifbar.

Ein weiterer Vorteil ist die problemlose digitale Speicherung interessanter
Bildsequenzen flr spatere Dokumentationen.

Far diese Arbeit war letztlich die exakte Markermenge des Gesamttumors nicht
relevant. Alle markerpositiven Adenokarzinome enthielten insgesamt sehr wenige
positive Zellen. Dadurch war eine Unterscheidung in stark oder schwach positive
Tumoren, wie ursprunglich erwartet, nicht sinnvoll.

Neuroendokrine Zellen eignen sich ebenfalls fir eine elektronenmikroskopische
Auswertung. Diese birgt einige Nachteile: Sie ist mit einem groReren Aufwand
verbunden als die Immunhistochemie, ist teuerer, bendtigt viel Zeit und unterliegt
haufiger Fehlern (32).

7.2 Allgemeine Patientendaten

Das Patientenkollektiv entspricht einem normalen Kollektiv von an Magenkarzinomen
Erkrankten, da die allgemeinen Patientendaten, wie im Folgenden beschrieben,
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weitgehend den anderen, bisher veroffentlichten Daten Uber Patienten mit
Adenokarzinomen des Magens entsprechen:

Alle Patienten waren bei Diagnosestellung zwischen 30 und 89 Jahren alt mit einem
mittleren Alter von 66 Jahren. Bei der Deutschen Magenkarzinom-Studie 1992 mit 1999
Patienten lag der Altersmedian mit 62,3 Jahren geringfligig niedriger (12).

Hinsichtlich der Lokalisation hatten Patienten, deren Tumoren im proximalen
Magendrittel lokalisiert waren, die Tendenz eines kirzeren Uberlebens, verglichen mit
Patienten, deren Tumoren im distalen Drittel des Magens lokalisiert waren. Dies wurde
auch in anderen Untersuchungen beobachtet (31).

Im proximalen Drittel des Magens gibt es keine Serosa. Dadurch fehlt eine natlrliche
Barriere und dort wachsende Tumoren erreichen friher ein “fortgeschrittenes ” Stadium
als im distalen Magen.

Patienten der Deutschen Magenkarzinom-Studie, deren Tumor im proximalen
Magendrittel lokalisiert war, hatten mit einer medianen Uberlebenszeit von 17,2
Monaten nach der Operation deutlich kurzer zu leben als Patienten, deren
Magenkarzinom im distalen Drittel lokalisiert war und die im Schnitt 40,8 Monate nach
der Operation uberlebten (51).

Bezogen auf die Uberlebenszeiten nach den Laurentypen kénnen wir fiir unser
Patientenkollektiv keine Aussage bezlglich eines besseren oder schlechteren
Uberlebens fiir einen der beiden Typen machen.

Lauren et al. stellten in Untersuchungen an Adenokarzinomen des Magens fest, dass
der diffuse Typ nach Lauren eine schlechtere Prognose als der intestinale hat (35).
Fur den diffusenTyp nach Lauren werden fur die operative Therapie groliere
Resektionsgrenzen als beim intestinalen Typ empfohlen, da der diffuse Typ nach
Lauren sich gelegentlich makroskopisch nicht sichtbar in der Magenwand ausbreiten
kann (54).

Die Deutsche Magenkarzinom-Studie von 1992 zeigte, dass die Lauren Klassifikation
die Prognose nicht beeinflusst (51). Dies wird auf die konsequente Anwendung des
grolReren Resektionsausmalies bei Karzinomen des diffusen Typs nach Lauren
zuruckgefuhrt (51).

In Anbetracht der Uberlebenszeiten im Bezug auf die unterschiedlichen Tumorstadien,
anhand der Tumorstadieneinteilung der UICC von 1997 (65), zeigt die vorliegende
Untersuchung einen Zusammenhang zwischen einer gunstigen Prognose und einem
guten Tumorstadium im Gegensatz zu einer schlechteren Uberlebenswahrscheinlichkeit
bei einem hoheren Tumorstadium.

Patienten mit einem Adenokarzinom des Magens im Stadium Ib und Il haben eine
bessere Prognose als Patienten mit einem Stadium llla oder Illb Tumor. Dies war zu
erwarten.

Das gleiche Patientenkollektiv nach der alten TNM-Klassifikation eingeteilt, gibt keinen
klaren Aufschluss auf ein langeres oder kirzeres Uberleben in Abhéngigkeit vom
Tumorstadium(28).

Insofern zeigt sich die neue TNM-Klassifikation des Magens auch im Rahmen der hier
untersuchten Patientengruppe als aussagekraftiger.

Die Anzahl der tumorbefallenen Lymphknoten ist ein wichtiger prognostischer
Faktor (12). Patienten mit tumorfreien regionaren Lymphknoten haben eine bessere
Prognose als Patienten mit regionaren Lymphknotenmetastasen (41).



DISKUSSION 43

In dieser Untersuchung haben Patienten mit einem Lymphknotenstatus von N2 (7-15
positive, regionare Lymphknoten) die Tendenz des schlechteren Uberlebens, verglichen
mit Patienten, die keine tumorbefallenen Lymphknoten hatten (NO). Von den 16
Patienten, die keine Lymphknotenmetastasen hatten, leben nach finf Jahren noch zehn
(62,5 %). Dagegen lebt von den elf Patienten mit einem N2 Lymphknotenstatus nur
noch einer (9,1 %).

Nakamura et al. fanden in einer Untersuchung an 10000 gastrektomierten japanischen
Patienten, dass ein positiver Lymphknotenstatus insbesondere im fortgeschrittenen
Tumorstadium einen negativen Einfluss auf die Prognose des Patienten hat. Bei
Patienten, deren Tumor auf die Mukosa oder Mukosa und Submukosa beschrankt war,
betrug die 5-Jahresuberlebensrate 90,3 % bei negativem und 80,5 % bei positivem
Lymphknotenstatus (41).

Bei weiter fortgeschrittenen Tumoren betrug die 5-Jahres-Uberlebensrate nur noch
34,2 % bei positivem und 70,6 % bei negativem Lymphknotenstatus (41).

Im Rahmen der deutschen Magenkarzinomstudie von 1992 hatten Patienten mit einem
negativen Lymphknotenstatus eine 5-Jahres-Uberlebensrate von annahernd 70 % (51).
Dies entspricht in etwa den Verhaltnissen dieses Patientenkollektives.

Bei Rogers et al., der Adenokarzinome des Magens mit Karzinoiden verglich, hatten
Patienten unabhangig vom histologischen Typ nach Lauren eine deutlich reduzierte
Uberlebensrate, wenn sie einen positiven Lymphknotenstatus aufwiesen.
Neuroendokrine Karzinome mit regionaren Lymphknotenmetastasen hatten eine
sechsfach bessere Uberlebensrate im Vergleich mit den Patienten, die ein
Adenokarzinom des Magens hatten (52).

7.3 Markerergebnisse allgemein

Nach Auswertung aller Praparate zeigte sich ein genereller Unterschied im
Farbeverhalten von Chromogranin A und Synaptophysin: Die mit Chromogranin A
gefarbten Zellen stellten sich jeweils intensiver positiv dar als die fur Synaptophysin.
Diese Ergebnisse werden durch anderen Studien unterstutzt (13;25). Der Grund liegt
darin, dass beide Marker unterschiedliche Strukturen der neuroendokrinen Zelle
anfarben (siehe Diskussion unter 7.1.2 und 7.1.3). Die von Chromogranin A
dargestellten neuroendokrinen Speichergranula sind etwas grof3er als die von
Synaptophysin markierten Vesikel (13).

7.3.1 Chromogranin A

Die Verteilungsstruktur der Chromogranin-A-positiven Tumoren im vorliegenden
Patientenkollektiv ist homogen. Es sind in etwa die Halfte (27; 50,9 %) der Tumoren
positiv fir Chromogranin A, wohingegen 26 (49,1 %) negativ fur Chromogranin A sind.
Vierzehn Tumoren lieRen sich nur fur Chromogranin A darstellen und nicht fur
Synaptophysin. Fur beide Antikdrperfarbungen zeigten 13 Tumoren (24,5 %) eine
positive Reaktion.

Chromogranin A gilt als einer der sensitivsten neuroendokrinen Marker (7;18;46).
Deshalb kann es durchaus vorkommen, dal} sich in einem Tumor neuroendokrine
Zellen nur mit Chromogranin A und nicht mit Synaptophysin darstellen lassen.
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7.3.2 Synaptophysin

Von den insgesamt 53 Tumoren sind vier ausschlieBlich fur Synaptophysin positiv.

Wiedenmann erklart dies damit, dass es neuroendokrine Tumorzellen gibt, die keine
spezifischen neuroendokrinen Granula enthalten (64).

Neuroendokrine Granula einer Zelle wirden sich mit Chromogranin A darstellen
lassen (23).

Besonders in entdifferenzierten Tumoren kdnnen Zellen ohne spezifische
neuroendokrine Granula auftreten, die nur mit Synaptophysin darstellbar sind und
negativ fir Chromogranin A sind. Im elektronenmikroskopischen Bild sind dann
ebenfalls keine neuroendokrinen Granula zu erkennen (64).

Gould erwagt die Moglichkeit, dass Synaptophysin erst nach einer Zelltransformation
oder beim malignen Wachstum von bestimmten neuroendokrinen Tumoren auftritt, da
es sich bei manchen neuroendokrinen Tumoren (oder auch bei manchen nicht
neoplastischen neuroendokrinen Zellansammlungen) nicht darstellen 1a3t (25).
Allerdings scheint Synaptophysin weiterhin einer der neuroendokrinen Marker mit der
groflten Identifizierungsfahigkeit flir neuroendokrine Neoplasmen zu sein (25).

Buffa et al. meinen, dass die Expression von Synaptophysin in Tumorgewebe durch
eine maligne Transformation verstarkt wird, wie es in vielen Zellen des
Gastrointestinaltraktes beobachtet werden kann (13).

7.3.3 Voruntersuchung

Nach den hier erzielten Ergebnissen ist es nicht sinnvoll, nur einen Tumorblock pro
Patient zu untersuchen. Um verlassliche und reproduzierbare Ergebnisse zu
bekommen, missen mehrere Blécke mit Tumormaterial untersucht werden.

Eine Erklarungsmoglichkeit konnte sein, dass verschiedene Blocke unterschiedliche
Areale eines Tumors reprasentieren. Die neuroendokrine Differenzierung muss nicht
Uber den gesamten Tumor verteilt sein, sondern kann sich auf einzelne Areale
beschranken. In den meisten Fallen, die untersucht wurden, zeigt sich, dass auch auf
einem Praparat nur innerhalb eines bestimmten Areales positive neuroendokrine Zellen
im Tumorgewebe gefunden werden. Dies erklart, dass sich manche Blocke einmal
anfarben lassen und beim zweiten Mal nicht- und umgekehrt.

Wahrend des Schneidevorganges muss jeder Block zu Anfang neu angeschnitten
werden. Dies bedeutet, dass jedesmal Gewebe abgeschnitten wird, welches nicht
untersucht werden kann. So kann es passieren, dass man mit dem Schnitt, der gelingt
und weiter untersucht wird, gerade kein neuroendokrines Tumormaterial gewinnt,
obwohl der Tumor in bestimmten Bereichen eine neuroendokrine Differenzierung zeigt.
Dies bedeutet in der Folge, dass es sinnvoll ist, mehr als einen Block pro Patienten zu
untersuchen. Ansonsten kdonnte eine neuroendokrine Subpopulation leicht Ubersehen
werden.

Ein einmalig negativer Befund von Chromogranin A bedeutet nicht, dass der Tumor
keinerlei neuroendokrine Tumorzellen enthalt.

In jingeren immunhistochemischen Untersuchungen von Adenokarzinomen des
Magens wurden unterschiedliche Anzahlen von Tumorblocken untersucht. Es gibt
Studien, die pro Patient nur einen reprasentativen Block immunhistochemisch auf



DISKUSSION 45

neuroendokrine Zellen hin untersucht haben (7). Demgegenuber verwendeten Bonar et
al. in ihrer Studie 2-5 Tumorblécke von einem Patienten (8).

7.4 Markerergebnisse im Einzelnen

7.41 Frauen und Manner

Es Iasst sich in der vorliegenden Untersuchung keine Aussage hinsichtlich einer
Geschlechterbevorzugung eines der beiden neuroendokrinen Marker machen. Bei
Mannern und Frauen ist die Anzahl der fur neuroendokrine Zellen positiven Tumoren
annahernd gleich.

Bei Staren et al. finden sich aus 81 Adenokarzinomen des Magens zwOlf neuroendokrin
positive Tumoren, von denen zehn zu mannlichen Patienten und nur zwei zu weiblichen
Patienten gehoren (56). Einen Erklarungsversuch hierzu bietet er nicht.

7.4.2 Tumorlokalisation

Unter allen untersuchten Tumoren gibt es in allen Dritteln des Magens
Adenokarzinome, die eine Gruppe neuroendokriner Zellen enthalten.

Sowohl im proximalen als auch im distalen Drittel sind jeweils mehr Tumoren
markerpositiv als negativ.

Im mittleren Drittel, welches dem Korpusbereich entspricht, waren gleich viele Tumoren
positiv wie negativ fir neuroendokrine Zellen.

Bonar et al. fanden bei ihrer Untersuchung als einziges im Antrum und Pylorus Bereich
(entspricht hier dem distalen Magendrittel) mehr endokrin positive Adenokarzinome des
Magens als negative (8). In allen anderen Regionen waren mehr endokrin negative
Tumoren aufgetreten als positive. Insgesamt ist ein Drittel seiner positiven Tumoren im
Antrum und Pylorus Bereich lokalisiert, unabhangig von der Starke der Expression(8).
Bei Staren et al. finden sich jeweils funf Tumoren im proximalen und distalen Anteil des
Magens, wohingegen nur zwei im mittleren Abschnitt lokalisiert sind (56).

Waldum vermutet, dass ein Grofteil der neuroendokrinen Tumoren des Magens
ursprunglich von ECL-Zellen (enterochromaffin like cells) und damit vom Fundusbereich
ausgeht, da die ECL-Zellen vor allem in der Fundusmukosa lokalisiert sind (61). Dies
wird in der vorliegenden Untersuchung nicht bestatigt.

Physiologisch finden sich die neuroendokrinen Zellen im Magen auch vermehrt im
Fundus- bzw. im Antrum- Pylorusbereich (57). Im Magenkorpus kommen endokrine
Zellen vereinzelt in Drasenschlauchen vor, wohingegen sie gehauft im
Magenfundusbereich am Drisengrund und im Pylorusbereich in den Drisenhalsen
auftreten (57).

Madglicherweise konnte dies das geringe Vorkommen neuroendokriner Zellen in
Adenokarzinomen des mittleren Magendrittels und ein verstarktes Auftreten derartiger
Tumorzellen im Bereich des proximalen und distalen Magendrittels erklaren, wenn man
davon ausgehen wurde, dass sich neuroendokrine Tumorzellen aus physiologischen
endokrinen Zellen entwickeln, was allerdings nicht unserer Hypothese entspricht (siehe
Diskussion 7.5).
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7.4.3 Tumorstadien

Die meisten Tumoren des Patientenkollektivs (23, 43,4 %) sind dem Stadium Il der
TNM-Klassifikation von 1997 der UICC zugeordnet.

Das Stadium Il ist des Weiteren das einzige eingeschlossene Tumorstadium, in dem es
mehr markerpositive Tumoren (16, 30,2 %) gibt als negative (7, 13,2 %).

In den Stadien Ib, Illa und llIb gibt es jeweils mehr negative oder eine gleiche Anzahl
von positiven und negativen Tumoren; das Stadium IV war in dieser Untersuchung nicht
eingeschlossen (siehe Material und Methodik 4.1).

Dies stimmt nicht ganz mit den dazu bisher veroffentlichten Studien Gberein:

Bei Staren et al. treten die neuroendokrinen Tumorzellen vermehrt in den Stadien Il
und IV auf (56).

In der Untersuchung von Ooi et al. an 212 Adenokarzinomen des Magens findet sich
ebenfalls ein vermehrtes Auftreten von Chromogranin A positiven neuroendokrinen
Zellen in den Stadien Ill und IV (46). Durch diese Ergebnisse und die Tatsache
bestatigt, dass die neuroendokrin-positiven Zellen nur in vereinzelten Arealen der
Tumoren zu finden waren (46), unterstutzt Ooi die These der multipotenten Stammzelle
(siehe Diskussion unter 7.5).

7.4.4 Laurenklassifikation

Die markerpositiven Praparate weisen kein statistisch signifikantes Ergebnis bezuglich
eines haufigeren Vorkommens im diffusen oder intestinalen Typ nach Lauren auf.

In den bisherigen immunhistochemischen Untersuchungen kann entweder keine
Korrelation zwischen dem Auftreten von endokrinen Zellen und histologischen Subtypen
festgestellt werden (46), oder es scheint zumindest die Tendenz zu bestehen, dass
beim diffusen Typ nach Lauren eine gro3ere neuroendokrine Expression innerhalb des
Tumors vorkommt, als beim intestinalen (7).

Im Rahmen einer ohne Immunhistochemie durchgefuhrten, alteren Untersuchung hat
Nevalainen argentaffine und argyrophile Zellen ebenfalls haufiger im diffusen als im
intestinalen Typ nach Lauren gefunden (42).

Bei Bonar et al. traten gleich viele (je zwdlf) intestinale und diffuse Adenokarzinome mit
neuroendokriner Subpopulation auf. Bei den Tumoren, die negativ fur neuroendokrine
Zellen waren, waren mehr vom intestinalen Typ nach Lauren als vom diffusen Typ (8).

In einer Untersuchung von Waldum et al. an 41 Adenokarzinomen des Magens, die
immunhistochemisch auf eine neuroendokrine Zusatzdifferenzierung untersucht
wurden, besteht eine Tendenz zwischen Magenkarzinomen des diffusen Types nach
Lauren und einem positiven Nachweis einer neuroendokrinen Differenzierung des
Tumors. Als Begriindung nennt er die Uberlegung, dass alle diffusen Magentumoren
neuroendokrinen Ursprungs sind und die, in intestinalen Adenokarzinomen positiven
neuroendokrinen Zellen, moglicherweise hyperplastische Zellen darstellen (61).

In der vorliegenden Untersuchung gibt es sowohl mehr Tumoren des intestinalen als
auch des diffusen Typs, die eine zusatzlich neuroendokrine Subpopulation aufwiesen,
als reine Adenokarzinome.
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Lauren hat in der ersten Beschreibung des diffusen und intestinalen Types des
Magenadenokarzinoms neuroendokrine Zellen in beiden Tumorarten beschrieben, ein
etwas haufigeres Auftreten im diffusen Typ (35).

Die multipotente Stammzelle kann im diffusen ebenso wie im intestinalen Typ eine
neuroendokrinen Subpopulation entwickeln, sodass es keinen bevorzugten Typ nach
Lauren geben durfte, wirde man die neuroendokrine Differenzierung innerhalb eines
Adenokarzinomes mit Ursprung in der multipotenten Stammzelle sehen.

7.4.5 Uberlebenszeit

Auf Grund fehlender aussagekraftiger Untersuchungen tber die Prognose von
Patienten mit Adenokarzinomen des Magens, die zusatzlich neuroendokrine Zellen
enthalten, wurden zunachst Ergebnisse derartiger Adenokarzinome des Kolons als
Grundlage genommen: Fur diese Tumoren wurde in zwei Studien gezeigt, dass
Tumoren mit einer neuroendokrinen Subpopulation eine kiirzere Uberlebenszeit
aufweisen (18;26).

Unter der Annahme, dass die gesuchte Untergruppe der Adenokarzinome eine
schlechtere Prognose aufweist, schien ein Zeitabstand von mindestens vier Jahren
nach Operation ein akzeptabler Zeitabstand, um eine Aussage Uber die Uberlebenszeit
zu machen. Die mittlere Uberlebensdauer fiir alle Magenkarzinompatienten betragt

23 Monate nach Diagnosestellung (siehe Seite 4)(54).

Ooi kann im Rahmen seiner Untersuchung an Adenokarzinomen des Magens mit
neuroendokriner Differenzierung keine Aussage uber die unterschiedliche Prognose
von Patienten mit oder ohne neuroendokriner Subpopulation machen (46).

In der von Waldum et al. durchgeflihrten Untersuchung an Magenkarzinomen mit
neuroendokriner Differenzierung Iadt sich ebenfalls nichts Uber die moglicherweise
veranderte Prognose aussagen. In letzterem Fall auf Grund eines zu kurzen
Beobachtungszeitraumes (61).

Staren et al. hat 81 Karzinome des Magens auf neuroendokrine Zellen untersucht. Er
kommt zu dem Schlul}, dass die zwolf Karzinome des Magens mit neuroendokrinen
Zellen, die in seiner Untersuchung gefunden wurden, besonders aggressiv sind. Alle
Tumoren, die neuroendokrine Zellen aufwiesen, waren in einem fortgeschrittenen
Stadium und die mittlere Uberlebenszeit betrug lediglich 15 Monate nach
Diagnosestellung (56).

In einer weiteren Untersuchung von Bonar et al., in der es Uberlebensdaten von

78 Patienten mit Adenokarzinomen des Magens gibt, kann keine statistisch signifikante
Aussage gemacht werden, ob neuroendokrine Zellen im Tumor eine bessere oder
schlechtere Prognose bewirken. Die mittlere Uberlebenszeit fiir Patienten mit
neuroendokrinen Zellen innerhalb des Adenokarzinoms betragt 9 Monate, flr Patienten
ohne neuroendokrine Subpopulation im Tumor 12,8 Monate. Zu Anfang der
Untersuchung war die Hypothese umgekehrt. Als Grundlage galt die Uberlegung, dass
neuroendokrine Tumore des Magens eine bessere Prognose als Adenokarzinome
aufweisen. Bonars Schlussfolgerung lautet, da® Adenokarzinome des Magens mit
neuroendokrinen Zellen sich genauso verhalten wie normale Magenkarzinome (8).

Es gibt eine einzige Untersuchung, die von einem besseren Uberleben flr Patienten mit
einer neuroendokrinen Subpopulation in einem Adenokarzinom des Magens spricht.
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Radi et al. hat 17 Patienten mit einem Adenokarzinom des Magens untersucht, die alle
junger als 40 Jahre waren. Die Gruppe der neun Patienten, die neuroendokrine Zellen
innerhalb des Tumors besalen, befanden sich alle in einem frihen Tumorstadium und
hatte eine langere Uberlebenszeit. Allerdings hatte die Untersuchung mit insgesamt 17
Patienten eine sehr geringe Fallzahl (49).

Far Patienten mit einer positiven Chromogranin-A-Farbung des Tumors gab es keine
Korrelation zum Uberleben, verglichen mit Patienten, deren Tumoren sich nicht
anfarbten. (Abb 6-28)

Es konnte auch hinsichtlich einer positiven Farbung mit Synaptophysin keine
Abhangigkeit zum Uberleben der Patienten gefunden werden, verglichen mit Patienten,
deren Tumoren negativ fur Synaptophysin waren. (Abb. 6-29)

Dennoch scheint moglicherweise, im Gegensatz zu Tumoren des Kolons (18;26), eine
neuroendokrine Differenzierung innerhalb eines Adenokarzinoms des Magens einen
gunstigen Effekt auf die Prognose des Patienten zu haben. Dies kann aber nicht
abschlieend bewertet werden, da die meisten der hier untersuchten Tumoren, die eine
positive neuroendokrine Differenzierung zeigten, im Stadium Il zu finden. Dies liegt
daran, dass nur RO-resezierte Tumoren eingeschlossen wurden und beispielsweise das
Stadium [V nicht mit untersucht wurde.

Bei einer Untersuchung von de Bruine waren bei kolorektalen Tumoren auch Dukes D
Stadien enthalten, die an sich schon eine schlechtere Uberlebenswahrscheinlichkeit
haben (18).

De Bruine diskutiert auch einen moglicherweise bestehenden Einflufd der
neuroendokrinen Zellen selbst, die seiner Meinung nach unausgereifter sind und
dadurch eine schlechtere Prognose bedingen. Dementgegen liefern Hamada et al.
keinen Erklarungsversuch (18; 26) fiir ein schlechteres Uberleben neuroendokrin-
positver Adenokarzinome des Kolons.

7.5 Ursprung der neuroendokrinen Zellen in Adenokarzinomen

Es existieren zwei grundsatzliche Erklarungsversuche fur das Auftreten von
neuroendokrinen Zellen in Adenokarzinomen:

Die eine Theorie geht davon aus, dass die pysiologisch beispielsweise im Magen
vorkommenden neuroendokrinen Zellen entarten. Die anderen gehen davon aus, dass
eine multipotente Stammzelle existiert, aus der sich verschiedene Subpopulationen
bzw. Klone entwickeln kdnnen.

Von der Entartung pysiologischer neuroendokriner Zellen aus dem Magen geht Nobels
aus.

Er fand, dass endokrine Zellen, die nicht neuroendokrinen Ursprungs sind, kein
Chromogranin A enthalten.

Andererseits gibt es Zellen in nicht neuroendokrinen Tumoren, die fir Chromogranin A
positiv sind (43). Fir diese Zellen hat er zwei Erklarungsmdglickeiten:

1) Es sind Zellen des diffusen neuroendokrinen Systems, die vom Tumor angezogen
und zur Proliferation angeregt werden, oder

2) der Tumor (und dadurch die einzelne Zelle) kann selber eine neuroendokrine
Differenzierung durchmachen (43).
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Mehrere Autoren begrunden die Existenz einer multipotenten Stammzelle damit, dass
die neuroendokrinen Tumorzellen nur in einzelnen Tumorarealen auftreten (4;46;49).
Auch dann liegen sie haufig vereinzelt und selten gruppiert. In der hier duchgefihrten
Untersuchung traten die positiven neuroendokrinen Zellen mit einer Ausnahme, bei der
sie in Zellhaufen auftraten, ebenfalls verstreut Gber den Tumor auf, es waren nicht in
allen Tumoranschnitten neuroendokrine Zellen zu finden (5.3).

Die Adenokarzinomzelle kann eine neuroendokrine Differenzierung zeigen, auf Grund
von intrazellularen Potentialen einer Tumorzelle. Warum und ob andere Zellen auch
diese Moglichkeit haben, ob sie diese Moglichkeit gerade nicht oder Gberhaupt nicht
haben, wissen wir nicht.

Neuroendokrine Zellen sind deutlich, auch mikroskopisch, ohne zusatzliche
Immunhistochemie als solche zu identifizieren.

Vielleicht stellt die neuroendokrine Zelle auch einen Funktionszustand der
Adenokarzinomzelle dar.

Klappenbach hat Tumoren, die zusatzliche neuroendokrine Differenzierung zeigten, in
unterschiedliche Gruppen eingeteilt (32):

Er erklart das Auftreten eines Tumors, der sowohl Anteile eines Karzinoids wie auch
eines Adenokarzinoms enthalt (,Composite Tumor®), damit, dass es sich um eine
multipotente Stammzelle handelt. Sonst ist die enge Mischung von zwei verschiedenen
Neoplasmen mit zwei unterschiedlichen Differenzierungsmaoglichkeiten schwer zu
erklaren (32).

Andererseits geht er bei einem ,Collision Type Tumor® von zwei eindeutig getrennten
Zelllinien aus, die sich, am gleichen Ort, unabhangig voneinander entwickelt

haben (32).

Corsi schlief3t sich sowohl in der Unterscheidung in ,Collision Type Tumoren® als auch
in ,Composite Tumoren® wie auch in deren Entstehung Klappenbach an (16;32). Er
selber hat in einem als ,Collision Type Tumor® klassifizierten Karziom in dessen
Adenokarzinomteil eine sehr geringen Anzahl von positiven neuroendokrinen Zellen
gefunden (16).

Corsi wirft die Frage auf, ob in jedem schlecht differenzierten Adenokarzinom
neuroendokrine Zellen vorkommen (16).

Cox et al. haben nach Tierversuchen mit Ratten an Tumorzellen des Kolons behauptet,
dass die neuroendokrinen Zellen des Kolons endodermalen Ursprungs sind und dass
die undifferenzierte Karzinomzelle die multipotente Stammzelle ist (17).

Manche weisen darauf hin, dass besonders im proximalen und im distalen Magendrittel
gehauft Adenokarzinome mit neuroendokrinen Tumorzellen auftreten. Eine Lokalisation,
in der physiologisch viele neuroendokrine Zellen zu finden sind (57). Dies wirde eher
die Vermutung bestatigen, dal} physiologisch vorhandene Zellen auch dort eher
entarten, wo sie vermehrt auftreten.

In der hier durchgeflihrten Untersuchung ist andererseits das Verteilungsmuster der
markerpositiven, neuroendokrinen Zellen, bis auf eine Ausnahme, sehr charakteristisch.
Die positiven Tumorzellen sind jeweils verstreut iber den Tumor zu finden. Sie zeigen
sich weder in allen Tumorbl6cken noch in jedem einzelnen Praparat.

Dadurch wirde eher die These einer multipotenten Stammzelle bestatigt. Diese kann
sich im Tumor beispielsweise sowohl in Adenokarzinomzellen als auch zu anderen
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Subpopulationen bzw. Klonen, beispielsweise neuroendokrinen Zellen, differenzieren
und dadurch unregelmafig verteilt Gber den Tumor auftreten.

Es ist fUr die Immunhistochemie sinnvoller, einen kombinierten Marker z.B. aus
Chromogranin A und B zu verwenden, als nur einen Marker. Damit ist die
immunhistochemische Analyse sensitiver (21;22).

Ausserdem erscheint es geeigneter, immunhistochemische Marker zu verwenden,
deren intrazellulares Farbeverhalten sich erganzt, und nicht eine Kombination von
Markern zu verwenden, die gleiche oder ahnliche Strukturen einer Zelle anfarben. Sonst
konnte leicht eine kleine neuroendokrine Population, beispielsweise in entdifferenzierten
Tumoren Ubersehen werden.

7.6 Ausblick

Eine nochmalige Verlaufsbeobachtung der untersuchten Patienten sollte jeweils funf
Jahre nach dem letzten Operationstermin erfolgen. Dann ist ein ausreichend langer
Zeitraum zum Zeitpunkt der Operation verstrichen, der es erlaubt, eine exaktere
Aussage Uber die Prognose der Patienten zu machen.

Sollte es moglich sein, Aussagen uber die Prognose von Patienten mit
Adenokarzinomen und neuroendokrinen Zellen zu machen, dann sollten in der Folge
noch vor einer Operation bei Patienten mit den entsprechenden Einschlusskriterien die
Serumchromograninwerte gemessen werden. Dieses Verfahren ist zum jetzigen
Zeitpunkt noch keine Routinemethode.

Ein stark erhohter Chromogranin A Spiegel im Blut weist auf einen neuroendokrinen
Tumor hin (44). Dadurch kdnnte man anhand von Serumuntersuchungen ein frihes
Screening auf endokrine Neoplasie mit einer Markerkombination von Chromogranin A
und B unternehmen (21).

Durch Chromogranin A Serumbestimmungen |at sich nicht auf den zu Grunde
liegenden pathologischen Befund schlie3en. Aus diesem Grund ist diese Untersuchung
nicht zur Primardiagnostik, aber zur Verlaufsbeobachtung geeignet (44).

In der mittleren Chromogranin-A-Serumkonzentration ist kein Unterschied zwischen
einem hormonell inaktiven und einem hormonell aktiven Tumor (54).

FUr die Bestimmung des Serum Chromograninspiegels ist eine Kombination aus
Chromogranin A und B sensitiver als nur einer alleine, ebenso wie bei der
immunhistochemischen Untersuchung (22).

Die Bestimmung von Serumkonzentrationen von Chromogranin A erscheint nur mit
einer zusatzlichen histologischen Untersuchung der Tumoren sinnvoll. Bei reinen
Serummessungen konnte auch eine neuroendokrine Hyperplasie vorliegen, da vor
allem die neuroendokrine Zellmasse gemessen wird (10;62).

Tumorzellen, die zu wenige Produkte enthalten, um mit der Immunhistochemie
dargestellt zu werden, kdnnen mit der in situ Hybridisierung identifiziert werden. Dies
kann als Erganzungsuntersuchung bei Tumoren verwendet werden, die sehr geringe
neuroendokrine Differenzierung aufweisen oder als Zusatzuntersuchung zum Nachweis
intrazellularer Hormonsynthese (5).

Eine Untersuchung hinsichtlich Chromogranin A positiver Tumoren und der Frage, ob
diese besser oder schlechter auf Chemotherapie ansprechen ware sehr interessant.
Hieraus kdnnten sich weitere differentialtherapeutische Uberlegungen ergeben.
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Eine weitere Frage ware, ob eine Korrelation besteht zwischen Adenokarzinomen des
Magens, die positiv auf immunhistochemische neuroendokrine Marker reagieren und
anderen, nicht immunhistochemischen Tumormarkern z.B. tumorassoziierten
Proteasen.

Weiter Ruckschlusse auf die Herkunft neuroendokriner Tumorzellen konnte eine
Untersuchung uber die Verteilung von neuroendokrinen Zellen in Adenokarzinomen des
Magens vom Typ des Fruhkarzinoms verglichen mit Magenkarzinomen im Stadium [V
bringen. Im Rahmen einer digitalen Analyse derartiger Tumoren kénnte man das exakte
Verteilungsmuster herausfinden.
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8 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Untersuchung wurden Adenokarzinome des Magens von 53
Patienten immunhistochemisch auf neuroendokrine Zellen untersucht.

Das Ziel war herauszufinden, ob es innerhalb einer Untergruppe von Adenokarzinomen
des Magens mit neuroendokriner Subpopulation eine Korrelation zu
histopathologischen und anatomischen Kriterien gibt und ob eine derartige Untergruppe
einen Einflu auf die Prognose des Patienten hat.

Es wurden nur Tumoren des intestinalen oder diffusen Types nach Lauren
eingeschlossen von Patienten, die postoperativ lokal und systemisch tumorfrei waren
und die dem Stadium Ib, Il oder Il der UICC Klassifikation von 1997 angehorten.

Alle Tumoren waren schlecht differenziert (G3). Der Operationszeitpunkt lag zwischen
1992 und 1996; um eine ausreichende postoperative Beobachtungsphase zu haben.

Die Tumoren wurden immunhistochemisch mit Antikorpern gegen Chromogranin A und
Synaptophysin gefarbt. Beides sind etablierte Marker, die sich im Farbeverhalten gut
erganzen. Chromogranin A kommt physiologischerweise in allen neuroendokrinen
Zellen des Gastrointestinaltraktes vor. Von jedem Tumor mussen mehrere Blocke
untersucht werden um eine moglicherweise nur sehr kleine neuroendokrine
Zellpopulation nicht zu Ubersehen.

Die Auswertung erfolgte anhand eines digitalen Bildanalysesystems der GSF in
Neuherberg. Dadurch ist eine exakte Messung der angefarbten Tumormasse mdglich.

Eine quantitative Abschatzung in stark oder schwach positive Tumoren zeigte sich als
nicht sinnvoll, da in allen Tumoren nur eine sehr geringe Anzahl neuroendokrin positiver
Zellen auftrat.

Etwas mehr als die Halfte der untersuchten Adenokarzinome (26 von 35) hatte eine
neuroendokrine Subpopulation.

Hinsichtlich histopathologischer oder anatomischer Differenzierung, Verteilung auf
mannliche und weibliche Patienten und bezogen auf die Prognose des Einzelnen
fanden sich keine statistisch signifikanten Resultate. Es ergab sich lediglich die
Tendenz eines langeren Uberlebens bei Nachweis von neuroendokrinen Zellen.

Die groéfite Anzahl von Tumoren gehdrten zum Stadium Il der UICC. In diesem gab es
mehr Tumore mit neuroendokriner Differenzierung als ohne, im Gegensatz zu allen
anderen eingeschlossenen Stadien.

Der Ursprung der neuroendokrinen Zellen liegt moglicherweise in multipotenten
Stammgzellen, die sich sowohl in eine Adenokarzinomzelle als auch in eine
neuroendokrine Zelle differenzieren kdnnen, da in nahezu allen Tumoren die
neuroendokrinen Zellen verteilt GUber den gesamten Tumor und nicht in Zellhaufen
auftraten.

Es existieren bereits experimentelle Untersuchungen mit neuroendokrinen
Serummarkern (z.B. Chromogranin A), die in der Zukunft moglicherweise praoperativ
eine relevante neuroendokrine Tumordifferenzierung messen kénnen.
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9.1 Farbung durch Chromogranin A und Synaptophysin:

Im Folgenden werden die einzelnen Schritte zur Farbung der Praparate durch die
Antikdrper Chromogranin A (Firma Boehrunger /WAK; Clone LK2H10) und
Synaptophysin (Firma Dako; Clone SY 38) erlautert:

Entparaffinierung

Vorbehandlung: 7 min im Kochtopf mit 2| Citratpuffer pH 6,0 erhitzen
Schnitte 10 min abkUhlen lassen in aqua dest.

Primarantikdrper auftragen, 1h einwirken lassen;

Verdunnung Chromogranin = 1:15000; Verdunnung Synaptophysin = 1:80

3 mal spulen mit TRIS Puffer

Sekundarantikorper auftragen, 30 min einwirken lassen; (Chemate Kit Firma
Dako)

7. 3 mal spulen mit TRIS Puffer

8. APAAP Komplex auftragen, 30 min einwirken lassen; (Chemate Kit Firma Dako)
9. 3 mal spulen mit TRIS Puffer

10.Chromogen (Neufuchsin) auftragen, 9 min einwirken lassen (Firma Dako)
11.Spdlen in aqua dest

12.Gegenfarben mit Mayer's Hamalaun 10 sec. Kontaktzeit

13.Mit warmen Leitungswasser spulen bzw. blauen 1-2min

14.aufsteigende Alkoholreihe

15. Xylol

16.Eindecken

O~

oo

Citratpuffer
Fir 1000ml

2,1 g Citronensauremonohydrat (Merck 1.00244) in 1000ml aqua dest. |I6sen und mit
2 N Natronlauge auf pH 6,0 einstellen

Die Losung bei + 4°C im Kuhlschrank aufbewahren.

Diese Ldsung ist gebrauchsfertig.

Trispuffer-Stammlosung
Fir 1000ml

60,5 g Trizma-Base (Sigma T-1503)

in 700ml aqua dest. l16sen

mit 2 N Salzsaure auf pH 7,6 einstellen und auf 1000ml auffullen, pH nochmals
kontrollieren und darin 90g NaCl (Merck 1.06404) Idsen, in Flaschen abflllen und bei
Raumtemperatur lagern, der hohe Salzgehalt der Losung verhindert Pilz- oder
Bakterienwachstum in der Lésung.

Gebrauchslésung:Die Stammldsung 1:10 mit aqua dest. verdinnen, also 100ml
Stammlésung + 900 ml aqua dest.




54 ANHANG

Hitzedemaskierung im Kochtopf

Schnitte entparaffinieren

2 Liter Citratpuffer pH 6,0 10mMol in den Dampfdruckkochtopf einfullen und die
Kochplatte auf hochste Stufe einstellen, warten bis der Citratpuffer sprudelnd kocht und
dann die Schnitte darin einstellen, den Deckel sofort schlielen, und dann 7 Minuten
kochen lassen.

Die 7 Minuten beinhalten den Druckaufbau und 4 Minuten Kochzeit bei vollem Druck.

Anschliellend den Kochtopf von der Heizplatte nehmen und in das Waschbecken
stellen, kaltes Wasser daruberlaufen lassen, bis der Topf abgekuhlt und der Druck
entwichen ist.

Dann den Kochtopf 6ffnen und langsam kaltes Leitungswasser zulaufen lassen, bis
alles abgekunhlt ist.

APAAP-Methode (Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische Phosphatase)
= indirekte Komplexmethode

Der APAAP- Komplex besteht aus monoklonalen Maus-IgG-Antikorpern gegen
alkalische Phosphatase, welche spezifisch mit dem Enzym alkalische Phosphatase
konjugiert ist (Enzym-anti-Enzym-Komplex).
Der Primarantikorper bindet zunachst an das im Gewebe liegende Antigen. Je
nachdem, aus welchem Tier der PrimarantikOrper gewonnen wurde, muss ein
entsprechender Brickenantikorper eingesetzt werden, damit der APAAP- Komplex
anschlieend binden kann. Daraus folgt: Bei monoklonalen Antikorpern aus der Maus
wird der Primarantikorper durch den Brlckenantikorper mit dem APAAP-Komplex
verbunden. Wird ein Primarantikorper aus dem Kaninchen eingesetzt, muss man einen
zusatzlichen Schritt mit einem Maus-anti-Kaninchenantikérper einfligen, da der APAAP-
Komplex sonst nicht binden kann.
Der APAAP- Komplex ermdglicht eine Verstarkung der Reaktion, indem man die
Schritte Brickenantikdrper und APAAP- Komplex bis zu zweimal hintereinander
wiederholt.
Nachteile:

- es kann zu unspezifischen Anfarbungen kommen, da die endogene alkalische

Phosphatase in den Proben nicht immer vollstandig unterdrackt werden kann.

- Wiederholungen kénnen unspezifische Hintergrundfarbung provozieren.
Vorteile:

- Primarantikdrper kann gegenuber der direkten Methode héher verdinnt werden.

- Durch Wiederholungen kann das Farbsignal verstarkt werden.

9.2 Erlauterungen

argyro- und argentaffine Zellen = neuroendokrine Zellen
argyrophile Zellen = ECL- (enterochromaffin-ahnliche) Zellen
argentaffine Zellen = enterochromaffine Zellen:

bilden Serotonin, "gelbe Zellen", basalgekornt im Gastrointestinaltrakt
vorkommend
Argyrophilie= Neigung von bestimmten Substanzen, sich bei den Ublichen
Silberimpragnationsmethoden mit einem Reduktionsmittel zu schwarzen.
Argentaffinitat= Eigenschaft bestimmter Strukturelemente der Zellen und des Gewebes,
ammoniakalische Silbernitratlésung von sich aus, ohne Anwendung eines
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Reduktionsmittels zu reduzieren, wobei ein schwarzer Silberniederschlag
entsteht (4;48).

9.3 Abkiirzungen

CG Chromogranin A
ECL-Zellen enterochromaffin-ahnliche Zellen
EC-Zellen enterochromaffine Zellen
EM Elektronenmikroskop
G-Zellen Gastrin produzierende Zellen
HE Hamatoxylin-Eosin
NSE Neuronenspezifische Enolase
RO kein mikroskopischer oder makroskopischer Residualtumor im
Bereich
des Primartumores
R1 mikroskopischer Residualtumor im Bereich des Primartumores
R2 makroskopischer Residualtumor im Bereich des Primartumores
Syn Synaptophysin

UiCC International Union Against Cancer
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