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Zusammenfassung

Einleitung: Patienten nach partieller Gastrektomie (OP) besitzen nach einem postope-
rativem Intervall von mehr als 15 Jahren ein erhéhtes Karzinomrisiko. Da die histopa-
thologische ldentifikation von pramalignen Veranderungen schwierig ist, untersuchte
diese Studie die Pravalenz von p53 und k-ras Mutationen, sowie der Zellproliferation
und der DNA-Ploidie im Restmagen.

Patienten, Material, Methoden: 87 magenteilresezierte und 11 Kontrollpatienten wur-
den eingeschlossen (14 Billroth (B) I, 43 B 1l, 13 B Il mit Roux-Y und 17 B Il mit Braun-
FuBpunktanastomose). Es wurden endoskopisch 495 Biopsien gewonnen (3 Karzino-
me, 2 low grade intraepitheliale Neoplasien (Dysplasien), ansonsten entziindliches
bzw. normales Gewebe). Das mediane postoperative Intervall lag bei 18 Jahren (1 bis
55 Jahre). Die Zellproliferation und die DNA-Ploidie wurden durchflul3zytometrisch be-
stimmt. Nach Mutationen im p53 und k-ras wurde mittels PCR-SSCP gefahndet.
Ergebnisse: Bei 5% (4/87) der Patienten war eine DNA-Aneuploidie nachzuweisen.
Alle fanden sich in der Anastomose und nach B Il OP. Eine DNA-Aneuploidie wurde in
einem Karzinom detektiert. Die DNA-Aneuploidie wurde im Median nach 20 Jahren
gefunden. Hinweise auf unterschiedliche Zellproliferationsaktivitat konnten innerhalb
der einzelnen Untersuchungsgruppen und im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht fest-
gestellt werden. 10,3% (9/87) aller Patienten zeigten eine p53-Mutation, alle waren
nach B Il operiert worden. P53 Mutationen wurden im Median erstmalig nach 25 Jah-
ren gefunden. Mutationen wurden ausschlieZlich in der Anastomose nachgewiesen. K-
ras-Mutationen konnte in keiner Biopsie nachgewiesen werden.

Schlulfolgerung: Bei Patienten nach B Il OP werden im spaten postoperativen Ver-
lauf in der Anastomose DNA-Aneuploidien und p53 Mutationen detektiert. Diese Ver-
anderungen deuten auf eine Beteiligung an der Entstehung des Magenstumpfkarzi-
noms hin und konnten somit als zuséatzliche Uberwachungsparameter neben der Hi-

stologie dienen. Eine Beteiligung von k-ras konnte nicht nachgewiesen werden.
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1 Einleitung

1.1 Einfihrung

Die Karzinomerkrankungen des Gastrointestinaltraktes bilden eine der groRten Grup-
pen bdsartiger Neubildungen beim Menschen Uberhaupt. Die Inzidenz des Adenokar-
zinoms des Magens ist weltweit riicklaufig. In einigen westlichen Landern, sank die Er-
krankungsrate um fast ein Drittel innerhalb einer Generation. In anderen Landern mit
einer traditionell hohen Inzidenzrate, z.B. Japan und Korea, ist ebenfalls ein signifi-
kanter Riickgang der Erkrankung zu verzeichnen, allerdings ist hier ein groRerer Zeit-
raum notwendig, um &ahnliche Daten zu erreichen. Das Magenkarzinom nahm 1990
den zweiten Platz in der Haufigkeitsreihenfolge der Neoplasien ein. Weltweit wurden
800.000 Neuerkrankungen und 650.000 Todesfalle, davon 60% in den Entwicklungs-
landern, pro Jahr geschatzt (Parkin et al. 1999). Trotz verbesserter diagnostischer und
therapeutischer Strategien hat sich die Prognose des Magenkarzinoms in den vergan-
genen Jahrzehnten nur geringfligig verbessert und bleibt vor allem im fortgeschritte-
nem Stadium schlecht. Vor dem Hintergrund dieser Erfahrung richtet sich das Augen-
merk der klinischen Forschung verstarkt auf Moglichkeiten der Pravention. Allerdings
bleibt der Erfolg dieser Bemuihungen bislang durch die haufig ungeklarte Atiologie der
Tumoren beschrankt. Prakanzerosen als primar gutartige Erkrankungen mit einem be-
kannten Potential der neoplastischen Transformation stellen dagegen flir medizinische
MalRnahmen der Fritherkennung und Pravention relativ geeignete Veranderungen dar.
Im Gastrointestinaltrakt ist die partielle Gastrektomie eine wichtige prékanzerése Kon-
dition fr die Entstehung eines Magenstumpfkarzinoms. Jedoch werden die heute zur
Verfugung stehenden Moglichkeiten der Uberwachung von Priékanzerosen des Ga-
strointestinaltraktes hinsichtlich ihrer Effizienz kritisch diskutiert (Greene 1990, Heil-
mann 1990). Maf3geblich liegt dies an unbefriedigenden Kriterien der Beurteilung eines

individuellen Entartungsrisikos.

Prakanzerosen stellen fiir die Grundlagenforschung wichtige Modellsysteme der Karzi-
nogenese dar, deren Untersuchung mdglicherweise allgemeingiltige Prinzipien der
Krebsentstehung aufzuzeigen vermag. Von der Aufklarung des molekularen Hinter-
grunds der Karzinogenese ist die Ableitung neuer therapeutischer Zielstrukturen und

diagnostischer Markerveranderungen zu erwarten.



Karzinogenese des Magenstumpfkarzinoms 10

1.2 Magenstumpfkarzinom — das Krankheitsbild

Nach operativen Eingriffen am Magen, wie Resektionen oder Vagotomieverfahren
werden einige grundlegende Verdnderungen in der oberen gastrointestinalen Physio-
logie verursacht. Durch Resektion oder Teilresektion wird die Reservoirfunktion des
Magens erheblich reduziert (Goebell 1978, Kelly et al. 1981, Fuchs et al. 1995). Die
physiologischen Verbindungen im oberen Gastrointestinalbereich zwischen Magen und
Duodenum, Gallenblase und Pankreas werden unterbrochen. Der Pylorus als funktio-
neller Sphinkter zwischen saurem Magenmilieu und dem alkalischen Milieu des Dinn-
darms geht verloren. Dies laf3t einen unphysiologischen Austausch von Flissigkeiten
zwischen Restmagenmilieu und Duodenum oder Jejunallumen zu. Aber nicht nur die
Feinkoordination zwischen Magen- und Duodenummotilitat, sondern auch hormonelle
Steuerungssysteme werden unterbrochen oder verandert. Dies flhrt bei einer Reihe
von Patienten zu postoperativen Problemen nach Mageneingriffen, die man pauschal
unter dem Begriff ,Postgastrektomiesyndrom” oder ,Postvagotomiesyndrom" zusam-
menfassen kann (Wells et al. 1951,Goebell 1978). Im einzelnen versteht man darunter
das frilhe und spate Dumpingsyndrom, das Schlingensyndrom, die Refluxgastritis und

das Magenstumpfkarzinom.

Das Magenstumpfkarzinom wurde 1920 erstmals beschreiben (Balfour 1922). Es ist
definiert als ein Tumor im Restmagen, der frilhestens 5 Jahre nach vorausgegangener
Magenteilresektion wegen einer gutartigen Erkrankung auftritt (Logan und Langmann
1983). Die Magenteilresektion war Uber viele Jahrzehnte ein operatives Verfahren zur
Behandlung der gastroduodenalen Ulkuserkrankung. Bis in die 50er Jahre wurde das
Magenstumpfkarzinom nur als Raritdt in einzelnen Fallberichten beschrieben. Erst
Kihlmayer und Rokitansky berichteten 1954 bei einer retrospektiven Analyse von
50.000 Sektionen Uber 363 Falle von Magenteilresektionen wegen einer gastroduo-
denalen Ulkuskrankheit, von denen bei 40 Patienten ein Karzinom gefunden wurde
(Kahimayer und Rokitansky 1954). Weitere Studien mit grof3en Patientenkollektiven
zeigten flr die Entwicklung eines Magenstumpfkarzinoms ein relatives Entartungsrisiko
von 2,1 bis 4,7 nach partieller Gastrektomie im Vergleich zur Normalbevélkerung (Viste
et al. 1986, Cayqgill et al. 1986, Offerhaus et al. 1988, Toftgaard 1989). Die Prognose
wird mit einer 3-Jahres-Uberlebensrate von ca. 21% bei einer mittleren Uberlebensrate

von 6,5 Monaten angegeben (Kujath et al. 1995).
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Es wurden Risikofaktoren fir die Entstehung eines Magenstumpfkarzinoms erarbeitet.
Auffallend ist ein erhdhtes Risiko fiir das Auftreten des Magenstumpfkarzinoms an der
Anastomose zwischen Restmagen und hochgezogener Jejunumschlinge (Kujath et al.
1995, Kaminishi et al. 1995), sowie nach einem postoperativem Intervall von 15 Jahren
(Viste et al. 1986, Caygill et al. 1986, Offerhaus et al. 1988, Toftgaard 1989). Ferner
werden besonders Karzinome des Magenstumpfes bei Patienten beobachtet, die zum
einen wegen eines Magenulkus operiert wurden (Caygill et al. 1986, Toftgaard 1989,
Ovaska et al. 1985), oder zum anderen mit einem operativen Rekonstruktionsverfahren
nach Billroth Il versorgt wurden (Caygill et al. 1986, Kujath et al. 1995). Das mannliche
Geschlecht ist zudem haufiger betroffen als das weibliche (Caygill et al, Toftgaard
1989, Kujath et al. 1995).

Risikofaktoren fur die Entstehung eines Magenstumpfkarzinoms

e Ulkus ventriculi als Operationsindikation

e Billroth Il Operation

e Postoperatives Zeitintervall Gber 15 Jahre

e Mannliches Geschlecht

Abbildung 1 Nachgewiesene Risikofaktoren des Magenstumpfkarzinoms



Karzinogenese des Magenstumpfkarzinoms 12

1.3 Karzinogenese des Magenstumpfkarzinoms und Karzinompravention

Eine groRe Bedeutung kommt dem duodenogastralen Reflux zu, der je nach Anasto-
mosenverfahren unterschiedliche Ausmafie annimmt (Lorusso et al. 2000). Am gering-
sten ist der Reflux bei der Billroth 1l Rekonstruktion mit Roux-Y-Anastomose, wahrend
er bei der einfachen Billroth Il Rekonstruktion durch die neuen anatomischen Passage-
verhaltnisse am grof3ten ist. Es besteht eine direkte Korrelation zwischen dem Ausmalf3
des duodenogastralen Refluxes und der Karzinomentstehung im Tiermodell (Langhans
et al. 1981). Ahnliche Ergebnisse wurden durch klinische Untersuchungen bestatigt. So
ist die Gallensaurekonzentration im Restmagen bei Patienten, die nach Billroth Il ope-
riert wurden, signifikant héher als bei Patienten mit Billroth | Rekonstruktion (Langhans
et al. 1981). Bei Patienten mit Magenteilresektion haben histologische Untersuchungen
sehr oft die Zeichen einer Entziindung der Magenschleimhaut an der Anastomosenre-
gion gezeigt. Diese chronische Gastritis war bei alteren Patienten haufiger zu finden
als bei jungeren (Bechi et al. 1987, Lygidakis 1986). Ferner konnte bei einem ver-
mehrtem duodenogastralen Reflux ein hyperplastischer foveolarer Zustand des Mage-
nepithels im Bereich der Anastomose beobachtet werden. Im weiteren Verlauf wurde
eine atrophische Gastritis detektiert, die Grundlage flr eine intestinale Metaplasie mit
spateren intraepithelialen Neoplasien (Dysplasien) war (Lygidakis 1986, Bechi et al.
1987, Stanley et al. 2000). Ein weiterer wichtiger Bestandteil der Karzinogenese ist die
Bakterienbesiedlung des resezierten Magens. Bei der Billroth | oder Il Operation wer-
den die distalen 2/3 des Magens entfernt, und somit auch die gastrinbildenden Zellen
des Magenantrums. Es fehlt nun auch der Sekretionsreiz fur die Belegzellen um bei
Nahrungsaufnahme einen Abfall des pH im Magen zu bewirken. Dies hat insgesamt
zur Folge, dal3 der pH im Magen ansteigt, was mit einem Wachstum von anaeroben
Bakterien verbunden ist. Diese Bakterien, zu denen auch der Helicobacter pylori zah-
len, sind in der Lage, mit der Nahrung aufgenommenes Nitrat in Nitrit umzuwandeln.
Diese Nitrite werden durch die Prasenz von Gallensduren und Mangel an Antioxidanti-
en in mutagene und kanzerogene Nitrosamine verstoffwechselt (Abbildung 2) (Brenes
und Correa 1993). Eine Studie von Greene konnte bei 24 Patienten mit intraepithelialer
Neoplasie oder Adenokarzinom im Restmagen kein Helicobacter pylori nachweisen
(Greene 1995).
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Billroth |/ 1l Operation

i

pH-Anstieg
Nitrate
(mit der Nahrung aufgenommen)
Wachstum
bakterieller P
Anaerobier
\ 4
Nitrite
\ 4
Nitrosamine

(mutagene und kanzerogene
Eigenschaften)

Abbildung 2 Pathogenese der Bakterienbesiedlung des resezierten Magens (Brenes und Correa 1993)

Bei nun schon bestehender atrophischen Gastritis im Bereich der Anastomose bei Pa-
tienten nach partieller Gastrektomie erfolgt durch das Vorhandensein von Nitrosaminen
der Ubergang in eine chronische Verlaufsform, die weiterhin in eine intestinale Me-
taplasie konvertiert. Die intestinale Metaplasie dient nun als Basis bei der Karzinoge-
nese fur die Transformation von der low grade intraepithelialen Neoplasie (Dysplasie)
zur high grade intraepithelialen Neoplasie mit anschlie@ender Karzinommanifestation
(Greene 1995, Brenes und Correa 1993).

1.3.1 Vorlauferlasionen, Gastritis und intestinale Metaplasie

Die chronische atrophische Gastritis und die intestinale Metaplasie werden gewohnlich
vor oder mit dem sporadischen Adenokarzinom des Magens vom intestinalen Typ beo-
bachtet (Imai et al. 1971). Jedoch weist die autoimmune Gastritis ebenfalls auf ein er-
hohtes Karzinomrisiko hin. Bei persistierender Gastritis mit Ubergang in die atrophi-

sche Form, sowie anschlieBender Metaplasieentwicklung beginnt eine Sequenz von
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Veranderungen, die in der Neoplasie vom intestinalen Typ enden. Im Gegensatz dazu
entwickelt sich das Magenkarzinom vom diffusen Typ ohne Préasenz einer atrophischen
Gastritis mit Metaplasie.

Es gibt zwei Kategorien der intestinalen Metaplasie: Zum einen die komplette, auch
Dunndarm-Typ oder Typ | genannt, und zum anderen die inkomplette Metaplasie, Typ
Il und Il (Jass und Filipe 1980). Die Metaplasien werden durch unterschiedliche Muzin-
Expressionmuster charakterisiert. Die komplette Metaplasie zeigt eine verminderte Ex-
pression des Magenmuzins (MUC1, MUC5A und MUCSE), dafir wird ein Darmmuzin
(MUC2) hauptséachlich exprimiert. Bei der inkompletten Metaplasie werden die Ma-
genmuzine mit dem MUC2 gemeinsam exprimiert. Diese Erkenntnisse weisen bei der
inkompletten intestinalen Metaplasie einen gemischten Phenotyp aus Magen- und
Darmanteilen nach, der ein pathologisches Differenzierungsprogramm der Epithelzel-
len widerspiegelt (Reis et al. 1999).

Die intraepitheliale Neoplasie (Dysplasie) entsteht entweder aus dem urspriinglichen
Magenepithel oder aus einem metaplastisch veranderten intestinalen Magenepithel. In
der Karzinogenese des Magenkarzinoms erscheinen die intraepithelialen Neoplasien
zwischen den atrophischen metaplastischen Lasionen und den invasiven Karzinomen
(Tabelle 1).

Intraepitheliale Neoplasie

Studie Low-grade High-grade

Saraga, 1987 2% 1/64 4 Jahre 81% 17/21 4 Monate
Lansdown, 1990 0 0/7 85% 11/13 5 Monate
Rugge, 1991 17% 12/69 1 Jahr 75% 6/8 4 Monate
Fertitta, 1993 23% 7130 10 Monate 81% 25/31 5 Monate
Di Gregorio, 1993 7% 6/89 2 Jahre 60% 6/10 11 Monate
Rugge, 1994 14% 13/90 2 Jahre 78% 14/18 9 Monate
Kokkola, 1996 14% 13/90 2 Jahre 78% 14/18 9 Monate

Tabelle 1 Histologische Follow-up Studien bei intraepithelialen Neoplasien des Magens. Darstellung der
Patienten mit intraepithelialen Neoplasien, die im weiteren Verlauf ein Karzinom entwickelt hatten.
%-Angaben Uber den Anteil der betroffenen Patienten des Gesamtkollektives, sowie Zeitdauer zwischen
Diagnose ,Intraepitheliale Neoplasie” und ,Karzinom®.
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Die histopathologische Diagnostik von intraepithelialen Neoplasien des Magens weist
Inter- und Intrauntersuchervariabilititen auf. Die Differenzierung der regenerativen,
akut entztndlichen Veranderungen von der intraepithelialen Neoplasie und den invasi-
ven Karzinomen verursacht erhebliche Schwierigkeiten (Schlemper et al. 1997, Lau-
wers et al. 1999). In der Vergangenheit wurden verschiedene Einteilungen zur mor-
phologischen Beschreibung des Spektrums der Lasionen, von nichtneoplastischen
Veranderungen bis zum frilhen invasiven Karzinom, erarbeitet. Derzeit erfolgt die Diffe-

renzierung nach der internationale Padova Klassifikation (Rugge et al. 2000).

Intraepitheliale Neoplasie (Dysplasie)

Die intraepitheliale Neoplasie besteht aus flachen, polypoiden oder imprimierten
Wachtumsmustern. Die flachen Wachstumsmuster kénnen bei einer gewohnlichen En-
doskopie Ubersehen werden, nicht jedoch bei der Chromoendoskopie, hier zeigt sie

sich mit einer unregelmaRigen Oberflache.

Low grade intraepitheliale Neoplasie

Die low grade intraepitheliale Neoplasie zeigt eine etwas veranderte Mukosaarchitektur
mit aufgezweigten, knospigen tubularen Strukturen, mit papillaren Einschllissen, mit
Kryptenverlangerungen und zystischen Veranderungen. Die Driisen sind mit vergro-
Berten Zylinderepithelzellen, die nur sehr wenig oder kein Muzin bilden, ausgekleidet.
Die hyperchromatischen runden oder ovalen Kerne befinden sich normalerweise in der
Proliferationszone, die im oberflachlichen Anteil der tubuléaren dysplastischen Struktu-

ren lokalisiert ist.

High grade intraepitheliale Neoplasie

Die high grade intraepitheliale Neoplasie zeigt durch ein glandulares Wachstum und
durch eine deutliche Zunahme der Zellatypien eine Beeintrachtigung der normalen
Strukturen. Tubulare Strukturen nehmen ungewothnliche Formen an, mit haufigen Auf-

zweigungen und Faltungen, jedoch ohne ein invasives Wachstum. Die hyperchromati-
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schen pleomorphen Kerne nehmen oft langliche Formen an. Eine verstarkte proliferati-

ve Aktivitat ist im gesamten Epithel zu beobachten.
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2 Fragestellung / Ziele

Ziel der Arbeit war es, die Pravalenz von in der Vergangenheit gut charakterisierten
Tumorsuppressor- und Onkogenen, sowie der durchfluzytometrisch gemessenen
DNA-Aneuploidie im Magenstumpf zu untersuchen. Dies sollte erste Hinweise darauf
geben, ob diese Veranderungen die Eigenschaften diagnostischer Biomarker aufwei-
sen. Im einzelnen sollte die Rolle des Tumorsuppressorgens p53, des Onkogens k-ras
und die durchfluBzytometrisch bestimmte DNA-Aneuploidie und Zellproliferationsrate

untersucht werden.
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3 Patienten, Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv

Es wurden 87 magenteilresezierte Patienten und 11 Kontrollpatienten untersucht. Die
magenteilresezierten Patienten wurden alle wegen einer benignen Erkrankung operiert.
Es wurden unterschiedliche operative Rekonstruktionsverfahren angewendet (Tabelle
2). Die Kontrollpatienten zeigten eine chronische aktive Gastritis (n=4) oder eine un-
auffallige Magenschleimhaut (n=7). Das mediane postoperative Beobachtungsintervall
lag bei 18 Jahren (1 bis 55 Jahre) (Tabelle 3). Im Rahmen von Nachsorgegastroskopi-
en wurden Gewebeproben aus dem Restmagen (Fundus, Corpus) und der Anastomo-
se entnommen, zuséatzlich wurden Lokalisationen untersucht, die makroskopisch auf-
fallig erschienen. Insgesamt wurden 495 Biopsien analysiert. Innerhalb der einzelnen
Patientengruppen, die nach dem jeweiligen Operationsverfahren eingeteilt wurden, er-
folgte eine Unterteilung der Patienten mit einem postoperativen Intervall bis 15 Jahre
und Patienten mit einem Intervall ab 15 Jahre. Die entnommenen Gewebeproben wur-

den in DMSO-Citrat Puffer bei minus 20° C bis zur Durchflu3zytometrie gelagert.

Operationstechnisches Rekonstruktionsverfahren Anzahl der Patienten
Billroth 1 (B 1) 14
Billroth 11 (B 1) 43
Billroth Il mit Roux-Y (B Il + Roux-Y) 13
Billroth 1l mit Braun-FuRBpunktanastomose (B Il + Br.FA) 17

Tabelle 2 Patientenverteilung nach distaler Magenteilresektion mit dem jeweiligen Rekonstruktionsverfah-
ren.
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OoP Bl BIl Bll+Roux-Y BIl+BrFA
Postop. Intervall <15 / >15 Jahre 10/4 9/34 9/4 7110
(Patientenanzahl)
Verhaltnis m/w 1,33 2,08 2,25 1,13
Patientenalter (Jahre) 33-80 50-84 34 -84 46 - 80
Postoperatives Intervall (Jahre) 11 23,1 13,2 18,2

Tabelle 3 Patientenkollektiv nach partieller Gastrektomie, Aufteilung nach postop. Intervall, Geschlecht
und Alter (BI: Billroth I, B II: Billroth 1I, B 11 + Roux-Y: Billroth Il mit Roux-Y-Anastomose, Bll+Braun-FA: Bil |-

roth Il mit Braun-FuRBpunktanastomose)

3.2 Histopathologie

Jedes Praparat wurde gemaf der oben angegebenen Klassifikation histopathologisch

auf das Vorliegen dysplastischer Veranderungen hin untersucht. Die Beurteilung er-

folgte durch einen gastrointestinalen erfahrenen Pathologen (Prof. Borchard). In den

495 Biopsien zeigten sich 3 Karzinome und 2 low grade intraepithelialen Neoplasien

(Tabelle 4).

Patient OP Post-OP Jahre Histologie

206 Bl 20 Niedriggradige Dysplasie
194 B lI+Braun-FA 24 Niedriggradige Dysplasie
153 Bl 25 Karzinom

205 Bl 25 Karzinom

175 Bl 25 Karzinom

Tabelle 4 Histopathologische Eigenschaften des Patientenkollektivs (B II: Billroth 11, Bll+Braun-FA: Billroth

I mit Braun-Ful3punktanastomose)
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3.3 DNA-Durchflu3zytometrie

Die Biopsien wurden bis zur durchfluBzytometrischen Analyse bei minus 20°C in einem
DMSO-Citrat Puffer eingefroren. Nach dem Auftauen wurden die Biopsien mit einem
Glaspistell vorsichtig in einem Melsieb gemorsert. Die sich dabei I6senden Zellen
wurden mit DMSO-Citrat Puffer in ein Reagenzglas ausgespllt. Die weitere Praparati-
on erfolgte mit einer Detergens-Trypsin-Behandlung entsprechend der von Vindelov
und Mitarbeitern beschriebenen Methode (Vindelov et al. 1983). Nach RNAse-
Behandlung wurde die Zellkernpréaparation mit Propidiumjodid fir die durchflul3zyto-

metrische DNA-Analyse angefarbt.

L1
po—

Ll .t 4 .11

Ll L. .1

Anzahl der Zellkerne

G0/G1]| {Phase

G2/M Phase
S-Phase

| I T T T Y O O

200 400 600 800
\_/ \ /
DNA Gehalt: 2C bis 4C

Fluoreszenzkanal

Abbildung 3 Darstellung eines DNA-Histogrammes mit Aufschliisselung der einzelnen Phasen. Da die
Fluoreszenzintensitat dem DNA-Gehalt proportional ist, laf3t sich die Zellzyklusverteilung der Population

berechnen.
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Pro Biopsie wurden 10.000 Zellen in dem Durchfluf3zytometer FACScan (Becton Dick-
inson, Heidelberg) gemessen. Die Verbreiterung des GO/G1-Gipfels aufgrund experi-
menteller Beeinflussungsfaktoren dient in der DurchfluBzytometrie als MaR fir die
Qualitat und Trennscharfe der entstandenen DNA-Histogramme. Dabei wird ein soge-
nannter Variationskoeffizient ("coefficient of variation" = CV) verwendet, der sich bei
normalverteilten Daten aus der Division von Standardabweichung und Mittelwert ergibt.
Eine DNA-Aneuploidie lag dann vor, wenn sich mindestens zwei separate G0/1-Gipfel
abgrenzen lie3en, entsprechend einer Definition der DNA-Aneuploidie nach Hidde-
mann (Hiddemann et al. 1984). Die durchfluBzytometrisch gemessene Abweichung
oder Ubereinstimmung des DNA-Gehaltes von einem normalen diploiden Karyotyp
wurde durch den DNA-Index beschrieben (Mittelwert des GO0/1-Gipfels der aneuploiden
Zellpopulation: Mittelwert des GO/1-Gipfels der normalen Zellpopulation). Liegt ein
normaler DNA-Gehalt vor, betragt der DNA-Index per definitionem 1,0. Desweiteren
wird die S-Phase analysiert. Sie ist ein Maf3 fur die Wachstumsaktivitat der beobach-
teten Population und zeigt neben der G2/M-Phase den Anteil der Neusynthese geneti-

schen Materials an.

3.4 Tumorsuppressorgen p53 / Mutationsscreening

Um die Bedeutung von Veranderungen des p53-Tumorsuppressorgens fur die neopla-
stische Transformation beim Magenstumpfkarzinom zu untersuchen, sollten die Erge b-
nisse der exakten histopathologischen Analyse von Zwischenstufen der Karzinoment-
wicklung mit den Ergebnissen der p53-Analyse verglichen werden. Hiervon war sowohl
eine Aussage zur Pravalenz von p53-Alterationen insgesamt als auch ein Hinweis zum
zeitlichen Auftreten im Rahmen des Transformationsprozesses zu erwarten. Im einzel-
nen sollte das Vorkommen von somatischen Mutationen auf DNA-Ebene untersucht

werden.

Mutationsanalysen / PCR-SSCP-Assay: Die hochkonservierten Abschnitte des p53-
Gens in den Exons 5, 7 und 8, die als Mutations- ,Hot Spots" charakterisiert wurden,

wurden jeweils mittels einer Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert (Tabelle 5).
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Exon / Richtung Primer Annealing-  Produktlange
Temperatur
5/ Sense 5-TTCCTCTTCCTACAGTACTCC-3* 64 °C 214 bp

5/ Antisense 5-GCCCCAGCTGCTCACCATCGC-3

7/ Sense 5-GTGTTATCTCCTAGGTTGGCT-3' 65 °C 135 bp
7 | Antisense 5-TGGCTCCTGACCTGGAGTCTT-3

8/ Sense 5-CTATCCTGAGTAGTGGTAATCT-3* 59 °C 165 bp
8 / Antisense 5-GTCCTGCTTGCTTACCTCGCT-3

Tabelle 5 PCR-Charakteristika der p53-Mutationsanalysen bei Patienten nach partieller Gastrektomie (bp:

Basenpaare).

Das Mutationsscreening erfolgte durch die Single-Strand-Conformation-Polymorphism-
Methode (SSCP). Der Hinweis auf das Vorliegen von Mutationen erfolgte hierbei tiber
ein verandertes Wanderungsverhalten denaturierter Einzelstrange in der Gelelektro-
phorese aufgrund einer veranderten Basensequenz. Die Temperaturbedingungen und
der Glyzerol-Gehalt des Gels werden hierbei fir jedes Amplifikationsprodukt optimiert,
um eine befriedigende Einzelstrang-Separation in der Elektrophorese zu erhalten (Ta-
belle 6).

Exon Glyzerolgehalt Lauftemperatur Laufdauer
5 0% 4°C 4 h
7 5% 18 °C 3h
8 5% 18 °C 3h

Tabelle 6 Eigenschaften der PCR-SSCP-Analysen zur p53-Mutationssuche bei Patienten nach partieller

Gastrektomie.



Karzinogenese des Magenstumpfkarzinoms 23

3.5 Onkogen k-ras / Mutationsscreening

Wie fur das p53-Tumorsuppresorgen oben beschrieben, sollte auch die Bedeutung des
k-ras-Onkogens in der neoplastischen Transformation beim Magenstumpfkarzinom
durch den Vergleich des exakten histopathologischen Status mit dem Mutationsstatus

vorliegenden Gewebes untersucht werden.

Das Patienten- bzw. Probenkollektiv entsprach dem fir die p53-Mutationsuntersuchun-

gen oben dargestellten Kollektiv (Tabellen oben).

Exon 1 des k-ras-Onkogens wurde, wie oben fiir das p53-Gen beschreiben, durch Po-
lymerasekettenreaktion amplifiziert und dann einer SSCP-Mutationsanalyse zugefthrt.
Die fur das k-ras-Onkogen adaptierten Bedingungen der PCR sind in Tabelle 7, die der

SSCP-Mutationsanalyse in Tabelle 8 aufgefihrt.

Exon 1 Primer AT Produktléange

Sense 5-ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCT-3* 60 °C 192 bp
Antisense 5-ACTCATGAAAATGGCCAGGGAAACCTTTAT-3

Tabelle 7 PCR-Charakteristika der k-ras-Mutationsanalysen bei Patienten nach partieller Gastrektomie
(AT: Annealing-Temperatur, bp: Basenpaare).

Exon Glyzerolgehalt Lauftemperatur Laufdauer

1 0% 4°C 4 h

Tabelle 8 Eigenschaften der PCR-SSCP-Analysen zur k-ras-Mutationssuche bei Patienten nach partieller
Gastrektomie.
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4 Ergebnisse

4.1 DNA-DurchfluRzytometrie

4.1.1 Mel3qualitat

Die Auswertung von insgesamt 495 Biopsien zeigte einen mittleren Variationskoeffizi-
enten (CV) von 2,58 + 0,37% bei einer Spannweite von 2,05 bis 3,6. Es konnten alle
untersuchten Proben in die Studie eingeschlossen werden, keine Gewebeprobe muldte
wegen unzureichender Mel3qualitdt ausgeschlossen werden.

Alle nachfolgenden Angaben beziehen sich auf 87 operierte — und 11 Kontrollpatien-

ten, bei denen insgesamt 495 Biopsien enthommen wurden.

4.1.2 DNA-Aneuploidie

Bei der Entscheidung ob eine Messung aneuploid oder diploid ist, wurde streng nach
den oben erwéhnten Kriterien entschieden. Die Analyse der Ploidie zeigte bei 4 (5%)
der 87 gastrektomierten Patienten eine Aneuploidie. Alle Biopsien stammten von
mannlichen Patienten. 2 der Patienten waren nach Billroth Il, die anderen beiden wa-
ren nach Billroth Il mit Braun-FuRpunktanastomose operiert worden. Alle 4 aneuploiden
Biopsien wurden aus dem Bereich der Anastomose entnommen. 1 der 3 Karzinome
wies eine Aneuploidie auf. Das mediane postoperative Intervall lag bei 20,75 Jahre (18
bis 25 Jahre). Der mittlere DNA-Index zeigte einen Wert von 1,32 + 0,36 (Spannweite
1,06 bis 1,83) (Tabelle 9).
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Pat.-Nr. OP Jahre post.-OP  Histologie DNA-Index
47 Bl 20 Folveolare Hyperplasie 1,32
153 Bl 25 Karzinom 1,83
154 B lI+Braun-FA 18 Folveolare Hyperplasie 1,08
57 B lI+Braun-FA 20 Folveolare Hyperplasie 1,06

Tabelle 9 Ergebnisse der DurchfluRzytometrie: Patienten mit Aneuploidien im Anastomosenbereich, alle
Patienten waren Manner.

4.1.3 Zellproliferation

Bei allen Biopsien wurde die S-Phase analysiert. Beim Vergleich der jeweiligen S-
Phasenfraktion war der prozentuale Anteil an der Gesamtzellpopulation ausschlagge-
bend. Es wurden die S-Phasen der Patienten mit unterschiedlichem Operationsverfah-
ren, sowie innerhalb der Patientengruppen mit unterschiedlichem postoperativem In-
tervall (bis 15 Jahre oder Uber 15 Jahre) auf signifikante Differenzen hin untersucht.
Der mittlere S-Phasenanteil aller Biopsien aus der Kontrollgruppe lag bei 3,11% + 2,32.
Im Magenantrum lie3 sich eine hdhere S-Phase mit 4,85% + 2,15 als in den proximale-
ren Magenregionen mit 2,13% * 1,78 nachweisen. Der Unterschied war in der Zwei-
Stichproben-t-Test-Statistik mit einem p-Wert von 0,021 signifikant.

Der mittlere S-Phasenanteil der Biopsien aus dem Restmagen lag bei 5,29% + 3,27.
Bei den operierten Patienten wurden die hochsten S-Phasen immer in Biopsien aus
der Anastomose gemessen. Patienten mit B | und Bll-Operationen zeigten in der Zeit
bis 15 Jahre nach Operation in der Anastomose hdhere S-Phasenanteile mit 5,94%
und 7,73% als Patienten, die nach 15 Jahre untersucht wurden, hier fielen dann die
Werte auf 3,8% und 5,26% ab. Im Gegensatz dazu wurde bei den B Il operierten Pat-
enten mit Roux-Y-Anastomose und Braun-FuBpunktanastomose in der Anastomose
eine erhthte S-Phase mit 7,65% und 5,91% erst nach 15 postoperativen Jahren gese-
hen, die entsprechenden Werte der innerhalb von 15 Jahren untersuchten Patienten

lagen bei 6,05% und 4,3%. Die drei eingeschlossenen Magenstumpfkarzinome zeigten
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einen mittleren S-Phasenanteil von 4,86% + 2,14 Die mittleren gemessenen S-
Phasenfraktionen des Restmagens lagen bei allen operierten Patienten im Bereich der
gesamt ermittelten S-Phase. Obwohl alle mittlere S-Phasenfraktionen Uber der des
Kontrollkollektivs lagen, zeigte sich sowohl in Bezug auf das Kontrollkollektiv als auch

innerhalb der einzelnen Patientengruppen kein statistisch signifikanter Unterschied.
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oP Postoperatives  Mittlerer S-Phasenanteil ~ Standardab-
Lokalisation Intervall (Jahre) (%) weichung
Bl gesamt 54 3,35
Restmagen <15 4,38 2,85
Anastomose <15 5,94 3,06
Restmagen > 15 45 0,99
Anastomose > 15 3,8 2,62
Bl gesamt 5,24 2,82
Restmagen <15 3,44 0,72
Anastomose <15 7,73 3,44
Restmagen > 15 4,55 2,51
Anastomose > 15 5,26 2,49
B Il + Roux-Y gesamt 5,64 4,59
Restmagen <15 3,44 2,38
Anastomose <15 6,05 3,35
Restmagen > 15 6,1 5,96
Anastomose > 15 7,65 9,38
B Il + Braun-FA gesamt 4,88 2,33
Restmagen <15 4,36 2,34
Anastomose <15 4.3 2,27
Restmagen > 15 4,98 3,01
Anastomose > 15 5,91 2,26
Kontrollgruppe 3,11 2,32

Tabelle 10 Ergebnisse der DurchfluBzytometrie fir die mittlere S-Phasenfraktion bei den unterschiedlich

operierten Patienten und der Kontrollgruppe (B I: Billroth I, B II: Billroth 1l, B Il + Roux-Y: Billroth Il + Roux-

Y-Anastomose, B Il + Braun-FA: Billroth Il mit Braun-Fu3punktanastomose).
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Die vier Patienten mit einer bereits detektierten Aneuploidie wiesen im Mittel eine S-
Phase von 7,02% + 3,2 auf.

Die beiden Patienten mit den low grade intraepithelialen Neoplasien lagen mit den S-
Phasenanteilen bei 3,5% und 2,5%, somit bestand keine signifikante Differenz zu den

oben dargestellten Patientengruppen.

4.2 Mutationsscreening

4.2.1 Tumorsuppressorgen p53

Insgesamt 9 der analysierten 87 magenteilresezierten Patienten zeigten eine p53-
Mutation (10,3%) (Abbildung 4).
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Abbildung 4 Beispiel der SSCP-Analyse fir Exon 7 des p53 Gens. Dargestellt sind die Ergebnisse von 4
Proben. Spur 1: kein Hinweis auf Mutation (Patient-Nr. 37), Spur 2 und 3: zusatzliche Bande als Hinweis
fur eine Mutation (Patient-Nr. 76 und 123) (WT: Wildtyp, MT: Mutation), Spur 4: kein Hinweis auf Mutation
(Patient-Nr.45).
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Etwas mehr als die Halfte der Mutationen fanden sich in Exon 7 (Tabelle 11). Bei ei-
nem Karzinom lag die Mutation im Exon 7, bei dem anderen Karzinom im Exon 8. Das
Karzinom mit der Mutation im Exon 7 zeigt bei der durchflu3zytometrischen Untersu-

chung eine Aneuploidie mit einem DNA-Index von 1,83.

Aneuploidie
Patienten-Nr. Geschlecht Postoperative Jahre (DNA-Index) Histologie Exon
65 m 25 /] Hyperplasie 5
153 m 25 1,83 Karzinom 7
76 m 22 /] Metaplasie 7
175 w 25 /] Karzinom 8
71 m 25 [0/] Hyperplasie 7
149 m 26 /] Gastritis 7
87 m 20 /] Gastritis 8
123 m 25 0] Hyperplasie 7
158 w 9 /] Normal 8

Tabelle 11 Ergebnisse der PCR-SSCP Mutationsanalyse fir p53, Exon 5, 7 und 8 in Zusammenhang mit
Geschlecht, postoperativem Intervall, Aneuploidie und Histologie.

Die p53-Mutationen zeigten sich im Median nach 25 postoperativen Jahren (Mittlerer
Wert 22,44 Jahre £ 5,39). Bei 8 (88,9%) der 9 Patienten, die eine p53 Mutation zeigten,

lag die Operation mindestens 20 Jahre zurlick. Bei beiden Magenstumpfkarzinome
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wurde die p53-Mutation jeweils 25 Jahre nach erfolgter Operation detektiert. Die Bio p-
sien mit Mutationen wurden alle aus dem Bereich der Anastomose entnommen. Alle 9
Patienten wurden nach Billroth Il operiert, bei einer Patientin (Patienten-Nr.158) er-
folgte noch zusatzlich eine Roux-Y-Anastomose. Diese Patientin wies bereits nach 9
postoperativen Jahren eine Mutation im Exon 8 auf.

Die durchfluBzytometrischen MelRergebnisse der p53-Mutationspatienten waren nicht
signifikant unterschiedlich zu den bereits oben genannten Analysen, so lag der mittlere
S-Phasenanteil der mutierten Proben bei 4,86% + 2,14.

Die Geschlechterverteilung zeigte ein Verhaltnis der mannlichen zu den weiblichen Pa-

tienten von 3,5:1.

Bei den Patienten mit den low grade intraepithelialen Neoplasien lieRen sich keine p53-

Mutationen nachweisen.

4.2.2 Onkogen k-ras

Bei den untersuchten 87 magenteilresezierten Patienten und bei den 11 Kontrollpati-

enten konnten keine k-ras Mutationen nachgewiesen werden.
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Abbildung 5 Silbergefarbtes Polyacrylamid-Gel mit PCR-SSCP Analyse des k-ras / Exon 1. Spur 1 bis 4:
kein Hinweis auf Mutation (WT: Wildtyp).
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4.3 Zusammenfassung

DurchfluRzytometrie

1. 5% (4/87) der Patienten zeigte im Median 20 Jahre nach partieller Gastrektomie ei-

ne Aneuploidie.

2. Alle Aneuploidien fanden sich in der Anastomose und nach Billroth Il Operationen.

3. Eines der drei involvierten Karzinome war aneuploid.

4. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Zellproliferation innerhalb der

einzelnen Untersuchungsgruppen und im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Mutationsscreening

1. 10,3% (9/87) der Patienten zeigten eine p53 Mutation.

2. Zwei von drei Karzinome wiesen eine p53 Mutation auf.

3. Die p53 Mutationen konnten im Median nach 25 Jahren und nach Billroth Il Opera-

tionen nachgewiesen werden.

4. Alle Mutationen wurden ausschlieRlich im Anastomosenbereich detektiert.

5. Es gab keinen Nachweis einer k-ras Mutation.
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5 Diskussion

5.1 DNA-Durchflu3zytometrie

Chromosomale Aberrationen sind ein Marker der neoplastischen Transformation. Ab-
weichungen des zellularen DNA-Gehaltes (= DNA-Aneuploidie) und der Zellproliferati-
on lassen sich mit Hilfe der DurchfluRzytometrie nachweisen. Die in der Literatur haufig
erwahnten Untersuchungen zur DNA-Ploidie und Zellproliferationsrate beim Magen-

stumpf - und Magenkarzinom beziehen sich auf operativ gewonnene Tumorproben.

Der Prozentsatz diploider bzw. aneuploider Karzinome des Magens weist in der Lite-
ratur eine erhebliche Spannweite auf. Wahrend Johnson et al. nur 20% aneuploide
Karzinome fanden, konnten Nanus et al. bei 96% der Patienten mit Magenkarzinom ei-
ne Aneuploidie nachweisen (Johnson et al. 1993, Nanus et al. 1989). Die detektierten
Aneuploidien, waren im Cardiabereich und im gastrodsophagealen Ubergang signifi-
kant haufiger nachzuweisen als in den distaleren Magenanteilen (Nanus et al. 1989).
Weiterhin konnte die Aneuploidie haufiger beim intestinalen Typ des Magenkarzinoms
gefunden werden als bei der diffusen Wachstumsform (Sugai et al. 1999). Gut differen-
Zierte Magenkarzinome zeigen ebenfalls gehaufter Aneuploidien als schlecht- oder un-
differenzierte Tumoren (Kim und Cho, 2000). Sugai et al. konnten sogar eine Zunahme
der Aneuploidie in Abhangigkeit vom Tumorwachstum darstellen. So waren 55,6% der
auf die Mukosa begrenzten Karzinome aneuploid, wahrend die in die Submukosa infil-
trierten Karzinome 87,5% und die weiter fortgeschritteneren Tumoren 86,4% ein aneu-
ploides Muster aufwiesen (Sugai et al. 1999).

Beim Magenstumpfkarzinom wurden deutlich geringere Aneuploidien beobachtet. In
zwei japanischen Studien wurden Aneuploidien in Magenstumpfkarzinome untersucht
und mit einer Haufung von 23,1% und 13,9% beschrieben. Diese Aneuploidien wurden
alle im Bereich der Anastomose gefunden (Kimura et al. 1994, Ikeguchi et al. 1995).
Diese Angabe entspricht auch den eigenen Ergebnissen, bei denen die 4 der 87 (5%)
untersuchten Patienten eine Aneuploidie in der Anastomose zeigten. Weiterhin war 1
von den 3 involvierten Karzinomen aneuploid, allerdings ist diese Haufung bei der ge-
ringen Anzahl von Karzinome nicht reprasentativ. Die Aneuploidien in dieser Studie
wurden im Median nach 21 postoperativen Jahren gemessen. Die postoperativen In-

tervalle lagen bei Kimura et al. und Ikeguchi et al. mit 21 und 18 Jahren ebenfalls
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deutlich tGber dem 15-jahrigem, postoperativem Intervall, nach dem ein signifikant er-
hohtes Karzinomrisiko flr den Restmagen besteht. Die in dieser Studie untersuchten
Patienten mit DNA-Aneuploidien waren alle nach Billroth Il voroperiert worden, bei zwei
Patienten wurde zusatzlich zur Billroth-lI-Rekonstruktion noch eine Braun-Fuf3punkt-
anastomose angelegt. Die in der Literatur beschriebenen Patienten mit Aneuploidien
beim Magenstumpfkarzinom waren jeweils zu ca. 50% nach Billroth | und die andere
Halfte nach Billroth Il operiert worden. Die eigenen Ergebnisse deuten darauf hin, dafd
nach Billroth Il Operationen haufiger als nach anderen operativen gastralen Operatio-
nen Aneuploidien gesehen werden. Allerdings lafit sich durch die geringe Anzahl der
aneuploiden Proben in dieser Studie keine allgemein giltige Aussage Uber das Opera-
tionsverfahren und der Bedeutung von Aneuploiden treffen.

Die Grinde fur unterschiedliche ermittelte Aneuploidieprozentsatze in den o.g. Studien
sind vielféltig. Es herrschen immer noch unterschiedliche Vorstellungen zur Definition
der Aneuploidie vor. Kimura et al. beispielsweise definierten Aneuploidie ab einem In-
dex groéBer 1,2. Auch die Mel3qualitat spielt gerade im Hinblick auf die Erkennung nah-
diploider Tumoren eine bedeutsame Rolle, so daf? die Giite einer Messung Einflu3 auf
den Prozentsatz aneuploider Tumoren in einer Versuchsreihe hat.

Ein anderes Problem liegt in der bekannten Heterogenitat solider Karzinome. Wersto et
al. fordern in diesem Zusammenhang die Notwendigkeit, jeweils mehrere Proben eines
Tumors zu untersuchen , um keine Aneuploidie zu Uibersehen (Wersto et al. 1991).
Hinzu kommt noch, daR in vielen asiatischen Studien in das Patientenkollektiv Patien-
ten involviert werden, die wegen einer malignen Erkrankung magenteilreseziert wur-
den. Diese Ergebnisse lassen sich nicht mit Patienten vergleichen, die wegen benigner
Ursache operiert wurden, laut Definition des Magenstumpfkarzinom. Patienten mit ei-
nem primaren Magenkarzinom zeigen schon sehr friih nach partieller Gastrektomie ein
Magenstumpfkarzinom, das aber sicherlich atiologisch differenziert werden mul3.
Zusatzlich zur Ploidie wurde noch die Proliferationsaktivitat mittels Durchflul3zytometrie
bestimmt. Bisherige Studien beim sporadischen Magenkarzinom konnten einen signifi-
kant hoheren S-Phasenanteil (17% vs.11%) bei aneuploiden als bei diploiden Tumoren
nachweisen (Ohyama et al. 1990, Jahne et al. 1993). Weiterhin konnte eine hohere S-
Phase (9% vs.7%) beim differenzierten Karzinom gegeniiber dem undifferenzierten
gezeigt werden (lkeguchi et al. 1995). Eine der wenigen Studien, die beim Magen-
stumpfkarzinom eine S-Phasenbestimmung durchgefiihrt haben, konnte einen S-
Phasenanteil von 8,0% * 4,2 nachweisen. Zwischen den in der Studie zusatzlich unter-

suchten Magenkarzinomen und den Magenstumpfkarzinomen zeigte sich kein
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signifikanter Unterschied bezuglich der S-Phasenanteile. Ebenso lief3en sich in Bezug
auf die vorausgegangene Operation bei den Patienten mit partieller Gastrektomie, die
noch kein Karzinom aufwiesen, keine signifikanten Differenzen bei den durchfluzyto-
metrisch gemessenen S-Phasen bestimmen. Patienten die nach Billroth | operiert wur-
den und keine Neoplasie aufwiesen, hatten einen S-Phasenanteil von 6,0% gegenuber
den Billroth Il Patienten mit 5,9% (Ikeguchi et al. 1995). Diese Ergebnisse entsprechen
teilweise den in dieser Studie gezeigten Daten, so wurde eine mittlere S-Phase mit
5,29% =+ 3,27 fur alle operierten Patienten gemessen. Bei den partiell gastrektomierten
Patienten liel3 sich ebenfalls keine signifikante Differenz bezliglich des vorangegange-
nen Operationsverfahren nachweisen. Die drei eingeschlossenen Magenstumpfkarzi-
nome zeigten mit 4,86% + 2,14 S-Phasenanteil doch deutlich niedrigere Werte, als in
der Literatur gefunden wurde. Kallioniemi fand heraus, daf} die Heterogenitat innerhalb
eines Tumors nicht nur fir die Ploidie, sondern insbesondere auch fir die S-
Phasenfraktion, und hier in besonderem Malf3e fiir die diploiden Tumoren, stark ausge-
pragt ist (Kallioniemi 1988). Die in dieser Studie nachgewiesene mittlere S-Phase flr
Aneuploidien lag mit 7,02% + 3,2 etwas hoher als der durchschnittliche S-Phasenanteil
von 5,29% +3,27. Diese Feststellung entspricht auch den publizierten Daten fiir das
Magenkarzinom. Hierbei muf3 allerdings berticksichtigt werden, daf3 es bei durchfluf3-
zytometrischen Analysen von aneuploiden Tumoren zu Uberlagerungen der GO/G1-
Phase der aneuploiden Zellen mit der S-Phase der euploiden Zellen kommen kann.
Diese Tatsache erschwert die Analyse der einzelnen Zellzyklusphasen, und es kommt
Zzu ungenauen MeRergebnissen. Beim grof3zelligen Lungenkarzinom konnte gezeigt
werden, dalR nur bei 65,2% der involvierten 187 Patienten eine zuverlassige Zyklu-

sanalyse mdglich war (Volm et al. 1988).

5.2 Helicobacter pylori und das Magenkarzinom

Wie viele klinische Studien zeigten, mufd man davon ausgehen, dal3 der Helicobacter
pylori (H. pylori) ein &tiologisches Agens flir die Ursache des Magenkarzinoms dar-
stellt.

Eine gestérte Apoptose stellt im Rahmen der Karzinogenese des Magenkarzinoms ei-
ne entscheidende Komponente dar. Obwohl die Apoptose nicht in dem Ausmald wie
beim Kolonkarzinom untersucht wurde, zeigten doch einige Studien, eine Assoziation

der H. pylori-Infektion mit einer gesteigerten Apoptoserate. Die H. pylori-Infektion fuhrt
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zu einer vermehrten DNA-Schadigung in den Epithelzellen, die dann durch das Apop-
toseprogramm absterben. Moss et al. konnten zeigen, daf bei nichtinfizierter Magen-
schleimhaut 2,9% der epithelialen Zellen Apoptosezeichen aufwiesen, wahrend bei ei-
ner H. pylori-infizierten Schleimhaut der Anteil von apoptotischen Zellen bei 16,8% lag
(Moss et al. 1996). Diese Daten wurden in anderen Studien bestatigt (Jones et al.
1996). Weiterhin wurde eine verminderte Expression des E-cadherin-Proteins bei Heli-
cobacter pylori Infektionen mit histologisch unauffalliger Magenschleimhaut, bei Gastri-
tis und bei Magen - / Dinndarmulkus beobachtet (Terres et al. 1998). Ob die H. pylori-
Infektion als Ursache fiir die verminderte E-cadherin-Expression anzusehen ist, oder
ob die Minderexpression als solche zu einer malignen Transformation fihrt, ist bisher
noch nicht ausreichend untersucht worden.

Die Aktivierung der Telomerase ist verantwortlich fiir die Immortalitat der Zellen. Sie ist
ein haufig beobachtetes Ereignis bei gastrointestinalen Neoplasien. Bei ansteigendem
H. pylori-Infektionsgrad wurde ein paralleler Anstieg der humanen Telomerase-RNA-
Expression (hTR) nachgewiesen (Kuniyasu et al. 1997). Im Gegensatz dazu war die
Mikrosatelliteninsabilitat unabhéngig von einer H. pylori-Infektion (Lin et al. 1995). Wu
et al. konnten einen Zusammenhang von H. pylori-Infektion und molekularen Ereignis-
sen bei p53, c-erbB-2, c-met, APC und DCC nachweisen. Die Veranderungen wurden
sowohl beim intestinalen als auch beim diffusen Typ des Magenkarzinoms in gleicher
Art und Weise beobachtet (Wu et al. 1997).

Es sind jedoch noch weiter molekularbiologischen Untersuchungen notwendig, um die
H. pylori-Infektion als &atiologischer Faktor in der Karzinogenese des Magenkarzinoms
charakterisieren zu kdnnen.

Beim Magenstumpfkarzinom wurde bisher keine Bedeutung der H. pylori-Infektion
nachgewiesen, so konnte Greene bei 153 Patienten nach partieller Gastrektomie kei-
nen H. pylori in deren Restmagenschleimhaut detektieren, obwohl 6,7% (11/153) der
beobachteten Patienten ein Magenstumpfkarzinom entwickelten (Greene 1995). Diese
Daten weisen darauf hin, dal3 die H. pylori-Infektion bei der Karzinogenese des Ma-
genstumpfkarzinoms nur eine untergeordnete Rolle spielt. In der hier durchgefiihrten

Studie wurde der H. pylori Status nicht evaluiert.
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5.3 Molekularbiologischer Hintergrund der Karzinogenese

Das Magenstumpfkarzinom stellt fir die Untersuchung von Karzinogeneseprozessen
eine geeignete Erkrankung dar. Die Karzinomentwicklung erfolgt im Laufe eines lange-
ren Zeitraumes Uber mehrere Zwischenstufen, die einzelnen Entwicklungsstufen sind
hierbei makroskopisch teilweise erkennbar und einer minimalinvasiven (endoskopi-
schen) Gewebegewinnung zuganglich. Die Karzinogenese des Magenstumpfkarzi-
noms soll in Anlehnung an die bekannten molekularbiologischen Ergebnisse des Ma-
genkarzinoms betrachtet werden. In den zuriickliegenden Jahren konnten fiir die Initie-
rung und Progression des Magenkarzinoms genetische Verdnderungen in Tumor-

suppressor - und Onkogenen gezeigt werden.

Verschiedene Studien zum Nachweis von Loss of Heterozygosity (LOH) und Compa-
rative genomic hybridization (CGH) Analysen haben einige Chromosomenabschnitte
identifiziert, die auf einen Allelverlust hinweisen. Betroffen sind davon mégliche Tumor-
suppressorgene, die im Rahmen der Karzinogenese des Magenkarzinoms eine be-
deutende Rolle spielen. Folgende chromosomale Regionen waren betroffen: 3p, 4, 5q
(30 bis 40% am oder in der Nahe des APC Genlokus) (Sano et al. 1991, Rhyu et al.
1994), 69 (Carvallo et al. 1999), 9p, 17p (Uber 60% am p53 Genlokus) (Sano et al.
1991), 18q (uber 60% am DCC Genlokus) (Uchino et al. 1992) und 20q (Moskaluk et
al. 1998, el-Rifai et al. 1998,Yustein et al. 1999). Auf Chromosom 11p15 wurden LOH
bei proximalen und distalen Magenkarzinomen gefunden, was als Hinweis flr eine ge-
meinsame Karzinogenese sprechen wiirde (Moskaluk und Rumpel, 1998). Ein LOH
des Lokus 7p (D7S959) ist mit einer peritonealen Metastasierung verbunden.

Die Haufigkeit der Mikrosatelliteninsabilitat (MSI) beim sporadischen Magenkarzinom
reicht von 13% bis 44% (Seruca et al. 1995). Die MSI scheint ein Hinweis flr fortge-
schrittene Magenkarzinome vom intestinalen Typ zu sein. Der Grad der genomischen
Instabilitét steigt signifikant mit der zunehmenden MSI. Bei einer MSI von Uber 33%
spricht man von einer high-rate MSI (MSI-H), ansonsten von einer low-rate MSI (MSI-
L) (dos Santos et al. 1996). Bei verminderter Proteinexpression der hMLH1 oder
hMSH2 Gene ist die Hypermethylierung fir diese Inaktivierung verantwortlich (Leung et
al 1999, Fleisher et al.1999). Bei den MSH-positiven Tumoren finden sich in den kodie-
renden Regionen mit einfachen repetitiven Sequenzen, Gene fir TGF-R Il Rezeptor,
BAX, IGFR Il, hMSH3, hMSH6 und E2F-4. Studien an phenotypischen MSI-H
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Magenkarzinomen zeigten hauptséachlich einen mutierten TGF-3 Il Rezeptor in einem
Adeninkomplex (Oliveira et al. 1998, Park et al. 1994). In MSI-Lasionen wurden aber
auch andere TGF-R3 Il Rezeptorgene gefunden.

Das sporadische Magenkarzinom, besonders der diffuse Typ, zeigt am E-cadherin-Gen
DNA-Veranderungen, die zu einer abnormalen Transkription mit einer verdnderten
oder verminderten E-cadherin-Expression fiihren (Mayer et al. 1993, Machando et al.
1998). Eine reduzierte E-cadherin-Expression ist mit einer schlechteren Uberlebens-
rate verbunden (Jawhari et al. 1997). Eine verminderte E-cadherin-Expression wird
durch LOH und Missense-Punktmutationen hervorgerufen, einige Tumoren zeigen in
beiden Allele genetische Veranderungen (Berx et al. 1998). Somatische E-cadherin
Genveranderungen wurden auch bei anderen Tumoren mit diffusen Komponenten be-
obachtet (Machado et al. 1999). Alpha-catenin, ein intrazellulares Verbindungsprotein
zwischen der E-cadherin-Doméane und Elementen des Zytoskeletts, zeigt in vielen Tu-
moren eine immunohistochemische verminderte Expression und korreliert mit dem in-
filtrativen Wachstum, sowie mit einer geringeren Tumorzelldifferenzierung (Matsui et al.
1998). Beta-catenin ist in ahnlicher Weise beim Magenkarzinom verandert. Ein weiterer
Inaktivierungsmechanismus der E-cadherin-Funktion wird durch eine Promotormethy-
lierung verursacht (Yokozaki 2000, Suzuki et al. 1999)

Beim Magenkarzinom gibt es Hinweise fiir die Lokalisation eines Tumorsuppressor-
gens auf dem Chromosom 3p (Kastury et al. 1996, Schneider et al 1995). Dieser
Chromosomenabschnitt beinhaltet das FHIT Gen. Magenkarzinome mit einem Gen-
defekt zeigten eine verénderte Transkription, einen Verlust von Exons (Ohta et
al.1996), eine somatische Missensemutation im Exon 6 und eine verminderte FHIT-
Proteinexpression (Baffa et al 1998).

Ein LOH fir das APC Tumorsuppressorgen konnte in 30% der Magenkarzinome de-
tektiert werden, es nimmt eine bedeutende Stellung bei der Karzinogenese ein (Naga-
se und Nakamura, 1993)

Weiterhin wurden Amplifikationen und Uberexpressionen der c-met Gene beim Ma-
genkarzinom beobachtet. Diese Gene kodieren flir einen Tyrosinkinase-Rezeptor (Ku-
niyasu et al. 1992). Andere Wachstumsfaktoren und Rezeptor-Signal-Systeme, die
beim Magenkarzinom nachgewiesen wurden und an der Karzinogenese beteiligt sind:
EGF (Epidermal growth factor), TGF-alpha, Interleukin-1-a, Cripto, Amphiregulin,
PDGF (Platelet-derived growth factor) und K-sam (Tahara et al. 1996). Amplifikationen
des c-erbB-2 Onkogens, das fur einen transmembrandsen Tyrosinkinase-Rezeptor ko-

diert, wurden in nahezu 10% von gastralen Neoplasien gefunden, eine Uberexpression
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ist mit einer schlechten Prognose verbunden (David et al. 1992). Die Gene der ras-
Familie (H-ras, N-ras und K-ras) kodieren fiir 21 kD-Proteine, die gebundenes GTP zu
GDP hydrolisieren. GTP-ras stellt die aktive Proteinkonfiguration dar und fuhrt bei einer
Mutation durch ein persistierendes Aktivierungssignal zu einer neoplastischen Trans-
formation (Barbacid 1987, Bos 1989) Beim intestinalen Typ des Magenkarzinoms
zeigten sich 9% von mutiertem k-ras (Ranzani et al. 1990). Eine Telomerase Aktivitat
wurde im spaten Stadium bei Magenkarzinomen detektiert, die Beobachtung einer sol-

chen ist ebenfalls mit einer schlechten Prognose behaftet (Hiyama et al. 1995).
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Genetische Veranderungen Diffuser Typ Intestinaler Typ
(%) (%)
Genetische Instabilitat 40 11

LOH und Tumorsuppressorgene

LOH auf Chromosom 1p 38 25
LOH auf Chromosom 1q - 44
LOH auf Chromosom7q 33 53
p53 (LOH, Mutation) 76 60
DCC (LOH) 50
APC (LOH, Mutation) 40 - 60
Proto-Onkogene
K-sam (Amplifikation) 33 -
c-met (Amplifikation) 39 19
k-ras (Mutation) - 9
c-erbB-2 (Amplifikation) - 20
Bcl-2 (LOH) - 43
Cyclin E (Amplifikation) 10 10
E-cadherin (Amplifikation) 50 -
Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) 2 15

Tabelle 12 Genetische Veranderungen beim Magenkarzinom, Unterteilung in diffusen und intestinalen
Typ.
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5.3.1 p53-Tumorsuppressorgen

Ziel dieser Arbeit war es, durch den Zusammenhang von histologischen Befunden und
p53-Status in einem grofRen Probenkollektiv (495 Biopsien) einen Riickschluf3 auf die
Bedeutung des p53 Tumorsuppressorgens in der Karzinogenese des Magenstumpf-
karzinoms zu erhalten.

Beim Magenkarzinom wurde LOH flr das p53 Tumorsuppressorgen in Uber 60% der
Falle identifiziert, wahrend p53 Mutationen, abhéngig von der Mutationsnachweisme-
thode, nur in 30% bis 50% gefunden wurden (Hollstein et al. 1996, Tolbert et al 1999).
In der intestinalen Metaplasie wurden p53-Mutationen gefunden, die meisten p53 Ver-
anderungen zeigten sich jedoch im fortgeschrittenen Magenkarzinom (Fenoglio-Preiser
et al 1996). Die p53 Mutationen reprasentieren beim Magenkarzinom ein ahnliches
Spektrum wie bei anderen gastrointestinalen Tumoren mit einer Pradominanz des Ba-
senaustausches von CpG Dinukleotiden. Verschiedene Studien beschreiben ein Auf-
treten von p53-Mutationen erst im spaten Stadium des Magenkarzinoms (Craanen et
al. 1995, Yamada et al. 1991, Kim et al. 1991). Es wurden jedoch auch p53-Mutationen
in frihen Karzinomstadien sowie in schweren intraepithelialen Neoplasien (Dysplasien)
beobachtet (Parenti et al. 1995, Craanen et al. 1995, Oiwa et al.1995). Der immunohi-
stochemische Nachweis des p53-Proteins korreliert mit der Aneuploidie der Tumorzel-
len und einem erhéhten Potential, in regionale Lymphknoten zu metastasieren (Kita-
yama et al. 1995). Im fortgeschrittenen Stadium der Magenkarzinome vom intestinalen
und diffusen Typ treten p53-Mutationen in einer gemeinsamen Endstrecke auf (Craa-
nen et al. 1995).

Beim Magenkarzinom werden im Durchschnitt in 31% p53-Mutationen detektiert (Tol-
bert et al. 1999, Ricevuto et al. 1996, Uchino et al. 1992, Hongyo et al. 1995). Safatle-
Ribeiro et al. konnten als einzige beim Magenstumpfkarzinom in 35,7% p53-
Mutationen von 14 Patienten mit einem postoperativem Intervall von 32 Jahren nach-
weisen (Safatle- Ribeiro et al., 1996). In der hier durchgefiihrten Studie zeigten zwei
von drei Magenstumpfkarzinome eine Mutation, beide wurden jeweils 25 Jahre nach
erfolgter partieller Gastrektomie detektiert. Bei beiden Patienten wurde eine Billroth |l
Operation durchgefiihrt. Zu diesen beiden Karzinompatienten, konnten noch bei sieben
weiteren Patienten eine p53-Mutation gezeigt werden. Somit wiesen 10,3% der unter-
suchten 87 Patienten eine p53 Mutation auf. Die Mutationen traten im Median bei allen
Patienten nach 25 postoperativen Jahren auf. Bei 8 (88,9%) der 9 Patienten, die eine

p53 Mutation zeigten, lag die Operation mindestens 20 Jahre zurtick. Alle Patienten die
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eine Mutation aufwiesen, waren nach Billroth Il operiert worden. Wie diese Untersu-
chungen zeigen treten p53-Mutationen bei Patienten nach partieller Gastrektomie zu
einem sehr spaten Zeitpunkt auf. Bei einer deutlichen Risikozunahme nach 15 post-
operativen Jahren, kann die Detektion einer p53-Mutation zur Verlaufskontrolle solcher
magenoperierten Patienten nicht herangezogen werden. Die 0.g. Studie von Safatle et
al. bestétigt diese Aussage. Li und Lu. untersuchten prakanzerfse Lasionen, sie
konnten bei der intestinalen Metaplasie in 11,8% und bei der intraepithelialen Neopla-
sie in 31,3% p53-Mutationen nachweisen (Li und Lu, 1998). Allerdings lag die Mutati-
onsrate bei den Magenkarzinomen von Li et al. mit 60,1% deutlich Giber den sonstigen
Literaturangaben. Die Mutationen wurden mittels Sequenzierung detektiert. Eine
ebenfalls hohe Mutationsrate des p53 bei nicht malignen Veranderungen der Magen-
schleimhaut konnten Murakami et al. nachweisen: 52,4% der untersuchten 21 Patien-
ten mit Helicobacter pylori positiver Gastritis zeigten eine p53-Mutation, wéahrend die
Patienten ohne Gastritisnachweis keine Mutationen aufwiesen. Insgesamt betrachtet,
findet man in Magenadenomen und bei der chronischen atrophischen Gastritis in 33%
p53-Mutationen (Tohdo et al. 1993), dhnliche Zahlen wurden fur die intestinale Me-
taplasie und die intraepitheliale Neoplasie gezeigt (Shiao et al. 1994, Ochiai et al.
1996). Diese Studien kénnten darauf hinweisen, daR eine H. pylori—-Gastritis als mogli-
che Ursache fiir eine p53-Mutation diskutiert werden muf3. Hierzu fehlen aber derzeit
noch beweisende Studien.

Eine immunohistochemische p53 Uberexpression kann indirekt ein Hinweis fir eine
p53 Mutation sein. Die Auswertung von immunohistochemischen Studien die p53-
Protein-Expressionsmuster untersuchten, ergab keine zusatzlichen Hinweise flr die
Bedeutung des p53 bei der Karzinogenese des Magenkarzinoms (Gabbert et al. 1995,
Hurlimann und Saraga, 1994). Uberexpressionen des p53-Proteins beim Karzinom
wurden in 33% bis 57% gefunden (Kakeji et al. 1993, Martin et al. 1992, Sasano et al.
1993, Romiti et al. 1998). Kitayama et al. und Romiti et al. konnten nur bei malignen
Lasionen eine p53-Uberexpression finden, wahrend benigne Magenschleimhautveran-
derungen keine Uberexpression zeigten (Kitayama et al. 1995, Romiti et al.1998)
Gomyo et al. sahen in der normalen Mukosa keine, bei der intestinalen Metaplasie in
22% und beim Magenkarzinom in 54% p53-Uberexpression (Gomyo et al. 1996). Zur
genaueren Abklarung von pramalignen L&sionen im Magen, untersuchte Kim et al.
Karzinome mit und ohne dysplastische Vorstufen. So konnte er zeigen, dal3 Magenkar-
zinome, die auf dem Boden von Dysplasien entstanden waren, zu 90% eine p53-

Expression zeigten, die dazugehorigen intraepithelialen Neoplasien waren mit 40%
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p53-Expression schon deutlich erhéht. Im Gegensatz dazu waren die Malignome ohne
dysplastische Vorstufen nur zu 20% positiv fir p53 (Kim et al. 1999). Hieraus wiirde
sich ableiten, dal3 zum einen die p53-Genveranderung ein Frilhereignis bei der Karzi-
nogenese ware und dafd sich zum anderen die Pathomechanismen der Karzinogenese
bei intraepithelialen Neoplasien vom denen ohne unterscheidet. Die unterschiedlichen
Ergebnisse der immunohistochemischen Untersuchungen des p53-Expressions-
musters lassen sich auf unterschiedliche Methoden der Fixation und sonstige methodi-
sche Unterschiede zurtickfihren (Fisher et al. 1994).

Die in dieser Studie gefunden Anzahl von 10,3% an p53-Mutationen kdénnte durchaus
eine zu geringe Zahl darstellen. Die Proben wurden nach der PCR mit einer SSCP-
Analyse auf Mutationen untersucht. Tolbert et al. untersuchten 78 fortgeschrittene Ma-
genkarzinome auf p53-Mutationen mit PCR-SSCP und Sequenzierung, sowie die p53-
Expression mit immunohistochemischen Methoden. Dabei konnte die SSCP-Analyse
38% weniger p53-Mutationen detektieren als durch die Sequenzierung der gleichen

Proben gesehen wurde (Tolbert et al. 1999).

5.3.2 Onkogen k-ras

In Anlehnung zu der fir das sporadische Magenkarzinom beschriebenen Situation fan-
den sich keine k-ras-Mutationen. Primar deutet dies auf eine untergeordnete Rolle des
k-ras-Onkogens in der Entstehung des Magenstumpfkarzinoms hin. Vor dem Hinter-
grund der fir das sporadische Magenkarzinom beschriebenen Mutationszahlen ist hier
jedoch kritisch die Sensitivitdt der PCR-SSCP-Analyse als Mutationsscreeningverfah-
ren zu hinterfragen. Hinweise auf (Punkt-) Mutationen werden durch resultierenden
Konformationsénderungen der denaturierten Einzelstrange, nachgewiesen durch ein
verandertes Laufverhalten im Elektrophoresegel, gewonnen. Methodische Untersu-
chungen konnten, durch den Vergleich mit Sequenzierungsdaten, eine befriedigende
Sensitivitét dieses Verfahren zeigen (Hayashi 1991, Landegren 1992). Vor diesem
Hintergrund und aufgrund eines nicht erfolgten Vergleiches mit Sequenzierungsdaten
kann ein Unterschatzen der tatsachlich vorhandenen k-ras-Mutationen nicht ganzlich
ausgeschlossen werden. Somit ist aus den vorgelegten Ergebnissen abzuleiten, daf3
die k-ras-Mutation im Epithel des Restmagens fir die Abschnitte der neoplastischen
Transformation im friihen Stadium bis hin zum invasiven Karzinom von untergeordne-

ter Bedeutung ist. Vor dem Hintergrund der niedrigen Anzahl analysierter Biopsien mit
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dysplastischen Veranderungen und Karzinomproben bleibt eine endgiltige Aussage
Uber den Status spat detektierbarer k-ras-Mutationen beim Magenstumpfkarzinom Stu-

dien mit gréReren Patientenkollektiven vorbehalten.
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5.4 Schlu3folgerung und Perspektiven

Die hier vorgelegten Ergebnisse konnten zeigen, dal3 die p53-Tumorsuppressorgen-
Mutation sowie die DNA-Aneuploidie in der Anastomose Ereignisse im Rahmen der
neoplastischen Transformation darstellen. Hingegen scheinen k-ras-Mutationen selte-
ne Ereignisse bei der Entstehung des Magenstumpfkarzinoms zu sein. Die endgiiltige
Bedeutung der p53-Mutationen bedarf einer weiteren Uberprifung in gréReren Kollek-

tiven.

Folgende Perspektiven und Erfordernisse ergeben sich aus diesen Daten:

1. Die Ergebnisse weisen zum einen auf eine bedeutende Rolle des p53-
Tumorsuppressorgens in der Karzinogenese hin. Angesichts der gro3en Haufigkeit
gefundener p53-Veranderungen bereits in pramalignen Stadien, mul3 die funktio-
nelle Bedeutung hinsichtlich einer gestdrten Zellzyklusregulation bzw. einer beein-

trachtigten Apoptoseinduktion weiter untersucht werden.

2. Die Detektion von p53-Veranderungen erfordert unter klinischen Gesichtspunkten
die longitudinale und prospektive Evaluation dieser Veranderungen als Diagnose -

bzw. Risikomarker einer neoplastischen Transformation im Magenstumpf.

3. Weiterhin sollten molkularbiologische Marker evaluiert werden, die zusétzlich zur
histologischen Diagnostik zur Uberwachung von partiell gastrektomierten Patien-

ten dienen kdénnen.
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