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1. Fragestellung

ECRG1 (Esophageal Cancer Related Gene 1) ist ein vor kurzem entdecktes
Tumorsuppressorgen, das einen Einfluss auf die Regulation der Zellproliferation und auf den
Zellzyklus hat. Die vorhergehenden Analysen mit Hilfe der Reverse Transkiptase-PCR und
des Northern-Blot zeigten, dass ECRG1 im gesunden Osophagus, in Leber, Colon und Lunge
vorhanden ist. Eine Unterregulation des ECRG1 wurde in Tumoren und besonders im
Osophaguskarzinom nachgewiesen (Katlik et al. 1990). Die Hochregulation des ECRGL in

vivo und vitro zeigte eine Hemmung der Tumorzellproliferation (Wang et al. 2000).

Mutationen und genetische Polymorphismen in der codierenden Sequenz des Gens kdnnen
Funktionséanderungen verursachen. In einer vor kurzem durchgefiihrten Studie wurde ein
Arg290GIn variantes Allel im Exon 8 des ECRG1 durch SSCP-PCR (Single-strand
Conformation Polymorphism PCR) und DNA Sequenzierung gekennzeichnet, das fur die
Aminoséuren Arginin(Arg) oder Glutamin(GIn) im Codon 290 codiert. Dieses Allel ist in der
Asp Serin-Protease Doman des ECRG1 lokalisiert. Ein Single Nukleotid Polymorphismus
(Arg290GIn), der in der Entwicklung des Osophaguskarzinoms eine Rolle spielen konnte,
wurde in der codierenden Region des ECRGL1 identifiziert (Shiokawa et al. 2005, Li et al.
2006). Der SNP (Single Nucleotide Polymorphism) im Exon 8 fuhrt zu einem Arg—Gln
Aminosdaure Austausch am Codon 290. Der Polymorphismus im ECRGL1 fihrt zu drei
Varianten (290Arg/Arg, 290Arg/GIn und 290GIn/GIn). In einer Studie wurde der
Zusammenhang zwischen diesen Polymorphismen im ECRG1 und dem Auftreten eines
Osophaguskarzinoms in der chinesischen Bevélkerung uberprift. Bei Patienten mit einem
290GlIn Allel, d.h. bei den Patienten mit einem 290Arg/GIn oder 290GIn/GIn Genotyp, wurde
ein erhohtes Risiko fir die Entwicklung eines Osophaguskarzinoms nachgewiesen (Li et al.
2006). In der hier vorliegenden Studie wurde die Rolle des Single Nukleotid Polymorphismus
(Arg290GIn) im ECRG1 in der europdischen Bevolkerung untersucht. Das Ziel der
vorliegenden Studie war die mogliche Rolle des Nukleotid Polymorphismus (Arg290GIn) im
ECRG1 bei der Entstehung des Osophaguskarzinoms und seinen Einfluss auf die Prognose
und das Uberleben der Patienten mit Osophaguskarzinom nach der totalen operativen
Resektion zu (berprifen. AufRerdem wurde der Einfluss klinischpathologischer Daten wie
Alter, Geschlecht, Tumorinvasionstiefe, Lymphknotenmetastasierung und die histologische

Differenzierung auf die Prognose der Patienten untersucht.



2. Einleitung

Das Osophaguskarzinom ist eine der haufigsten Tumorerkrankungen weltweit. Die Inzidenz
des Osophaguskarzinoms zeigt groBe geographische Unterschiede. Sowohl zwischen
unterschiedlichen Léndern als auch innerhalb der verschiedenen Regionen eines Landes sieht
man grofle Inzidenzschwankungen. Die bekanntesten Risikofaktoren sind Alkohol- und
Nikotinabusus, scharfe Nahrungsmittel und ein Mangel an Vitaminen und Spurenelementen.
Die chronische Refluxdsophagitiden, Narbenstrikturen nach Verdtzungen, das Plummer-
Vinson-Syndrom und die Achalasie stellen die Prakanzerosen fiir das Osophaguskarzinom

dar.

Trotz fortgeschrittener chirurgischer Verfahren und Einsatz multimodaler Therapiekonzepte
hat das Osophaguskarzinom eine schlechte Prognose. Zum Zeitpunkt der ersten Vorstellung
beim Arzt sind bereits 50 % der Patienten inoperabel und 60 % der Patienten inkurabel
(Katlik et al. 1990, Mayoral et al. 1999). Diese h&ufig auftretende schlechte Prognose des
Osophaguskarzinoms beruht auf einer ausgedehnten lokalen Invasion und der schnellen

Metastasierung in die benachbarten Lymphknoten.

Das Alter, die Lymphknotenmetastasierung, die Tumorinvasionstiefe, das Tumorstadium und
das Grading des Tumors sind die bereits bekannten Prognosefaktoren. Neben diesen
klinischpathologischen Daten wurde der Einfluss verschiedener molekularbiologischer
Markern bei der Entstehung und Prognose des Osophaguskarzinoms untersucht; bisher
wurden jedoch nur wenige signifikante Erkenntnisse aus diesen Untersuchungen gewonnen
(Kuo et al. 2003, Kulke et al. 2005).

Studien in Regionen mit hoher Inzidenz haben ein vermehrtes Auftreten des
Osophaguskarzinoms bei Familienmitgliedern nachgewiesen. Es wurde angenommen, dass
genetische Faktoren eine wichtige Rolle in der Atiologie des Osophaguskarzinoms spielen.
Genetische Veranderungen in den Onkogenen und in den Tumorsuppressorgenen kommen
haufig bei Patienten mit Osophaguskarzinom vor. Die zu Grunde liegenden Mechanismen, die
zur Transformation des normalen Osophagusepithels zu malignen Tumorzellen fiihren, sind
bisher nicht ausreichend verstanden. Viele kirzlich durchgefiihrte Studien (Gber das
Osophaguskarzinom haben sich auf die Identifizierung der ECRG konzentriert, die eine
wichtige Rolle in der Entwicklung des Osophaguskarzinoms spielen sollen. Mit der Hilfe der

MRNA Differenzial Display Methode wurde das ECRG1 durch Vergleich der Genexpression

2



zwischen dem normalen Osophagusepithel mit Osophagustumorzellen identifiziert (Su et al.
1998, Liu et al. 1999).



3. Material und Methoden

3.1 Patienten

Die Ethik-Kommission der Arztekammer Hamburg hat diese Studie genehmigt. Die Studie
untersucht 107 im Zeitraum zwischen 1997 und 2005 am Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorf in der Klinik fur Allgemein-, Viszeral- und Thoraxchirurgie wegen eines
Osophaguskarzinoms operierte Patienten. In allen untersuchten Fallen war ein
Osophaguskarzinom durch histopathologische Untersuchungen festgestellt worden. Eine
komplette Resektion des Tumorgewebes wurde bei allen Patienten durchgefiihrt. Die
histopathologischen Untersuchungen zeigten tumorfreie Resektionsrander (R0). Die
Tumorklassifikation und das Staging erfolgten nach der TNM-Klassifikation. Die Blutproben
der Patienten wurden untersucht. AuBerdem wurde die DNA von 100 gesunden Personen, die

Knochenmark fr Transplantationszwecke gespendet hatten, extrahiert und untersucht.

3.2 Klinischpathologische Daten

Alle Daten einschlieBlich des Geschlechts, der Histologie, der Tumorinvasionstiefe, der
Lymphknotenmetastasierung, des Gradings und des Krankheitsstadiums wurden den
klinischen und pathologischen Protokollen entnommen. Die fiir die Studie notwendigen
Follow-up-Daten sind durch Uberpriifung der Krankenhausunterlagen sowie durch Kontakt zu
den zustdndigen Hausédrzten oder den Patienten selbst gewonnen worden. Die
Gesamtlberlebenszeit des jeweiligen Patienten wurde vom Tag der operativen Resektion des
Tumors (RO- Resektion) bis zum Tod des Patienten oder bis zur letzten Verlaufskontrolle
berechnet.

3.3 DNA Extraktion

Am Tag der Operation wurde den Patienten jeweils 5 ml Blut abgenommen. Die DNA wurde
von den Leukozyten extrahiert und gemaR standardisierten Protokollen mit Hilfe der Ql1Aamp
(Qiagen, Hilden, Germany) gereinigt. In der durchgefiihrten Studie war die DNA schon
extrahiert, so dass mit der Polymerase Kettenreaktion weitergearbeitet werden konnte.



3.4 DNA- Amplifikation

Die extrahierte DNA wurde mittels PCR (Polymerase-Kettenreaktion) amplifiziert. Zur
Durchfiihrung der PCR wurde zuerst einen Reaktionsansatz vorbereitet. Der so genannte
Mastermix enthalt alle Komponenten, die flir die Synthese der DNA in vitro notwendig sind.
Diese Komponenten sind vor allem Pufferlosung, Magnesiumchlorid, die vier
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dANTPs), die synthetischen Oligonucleotide (Primer) und
die Tag-DNA-Polymerase. Wenige Mikroliter Nucleinsaureextrakt (DNA-Matrize) wird zum
Mastermix gegeben. Zur Herstellung des Ansatzes mischt man 4,0 pl 1,25 mM dNTP- Mix,
0,25 ul Tag-Polymerase, 0,5 pl Vorwérts- Primer, 0,5 pl Riickwarts- Primer, 2,5 pl Puffer IV,
15 mM MgCI? und 16,25 pl H*O zusammen.

Komponente Volumina
1.25 mM dNTP-Mix (invitrogen™) 40
Tag-Polymerase (Roche Diagnostics GmbH) 0,25
Vorwarts- Primer (SIGMA-GENOSYYS) 05
Rickwaérts- Primer (SIGMA-GENOSYS) 05
Puffer IV mit 15 mM MgCI? (ABgene) 25 ul
H20 16,25 ul
DNA 1,0
Ansatzvolumen 25,0 ul

3.4.1 Herstellung einer 1,25 mM dNTP- Lésung

Die 1,25 mM dNTP- Ldsung wird durch Vermischung von 100 pl dTTP 100 mM
(invitrogen™), 100 pl dCTP 100 mM (invitrogen™), 100 pul dGTP 100 mM (invitrogen™)
und 100 ul dATP 100 mM (invitrogen™) hergestellt. Insgesamt bekommt man 400 pl 25 mM
dNTP- Losung. Die 25 mM dNTP- Losung wird dann 1:20 verdiinnt. Hierzu gibt man zu 25
pl dNTP- Losung (25mM) 380 pl Aqua dest.. Dies resultiert in einer 400 pl 1,25 mM dNTP-

Ldosung.



Tab. 1 Herstellung einer 1,25 mM dNTP- Losung

Desoxyribonukleosidtriphosphat (ANTP) Volumen
Desoxythymidintriphosphat (dTTP) 100 mM (invitrogen™) 100 pl
Desoxycytosintriphosphat (dCTP) 100 mM (invitrogen™) 100 pl
Desoxyguanosintriphosphat (dGTP)100 mM (invitrogen™) 100 pl
Desoxyadenosintriphosphat (dATP) 100 mM (invitrogen™) 100 pl
Gesamt: dNTP- Ldsung 25 mM 400 pl
Verdinnung 1:20

dNTP- Losung (25mM) 25 ul
Agua dest. 380 pl
Gesamt: 1,25 mM dNTP- Ldsung 400 pl
3.4.2 Primer

In der durchgefuhrten Studie wurden Primer der Firma SIGMA-GENOSYS verwendet. Die

verwendeten Primer hatten die folgenden Sequenzen:

Oligo Name Sequenz (5°-3")
ECR1-F der Firma SIGMA-GENOSYS CAGGGCTTAGCGCTCTGTTA
ECR1-R der Firma SIGMA-GENOSYS GCTCATATACTTTGGGCAGCTT

Die Primer produzieren jeweils ein Fragment aus 354 Basenpaaren.

3.4.3 Polymerase Kettenreaktion

Bei Durchfuhrung einer PCR sollte jegliche Kontaminationen der Proben moglichst
vermieden werden. Bei Herstellung der Reaktionsansatze sind deshalb Handschuhe zu tragen.
Aulerdem sind alle in der PCR benutzten Substanzen vor Gebrauch gut zu vermischen. Von
dem vorbereiteten Reaktionsansatz im Eppendorf Tube 0,5 ml (eppendorf®) wurde jeweils
24l in 8- Tube Strip 0,2 ml (Micro Amp™) pipettiert und sodann dazu 1,0 ul von der vorher
extrahierten DNA gegeben. Zusatzlich wurde eine Reaktion mit einer Negativkontrolle

durchgefihrt. Hierzu wurde die DNA durch ein entsprechendes VVolumen an H,O ersetzt.



http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Desoxythymidintriphosphat&action=edit
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Desoxyguanosintriphosphat&action=edit

Bei der Durchfiihrung der PCR ist darauf zu achten, dass die Tubes gut verschlossen sind, um
zu verhindern, dass der Inhalt der Tubes in dem PCR-Gerét verdampft. Die PCR wurde mit
dem Thermocycler (Biometra®) durchgefihrt. Die Amplifikation erfolgte nach folgendem

PCR-Programm:

Tab. 2 PCR-Schema

Vorgang Temperatur Dauer Anzahl
Pretreatment/ 94°C 2 Minuten 1
DNA-

Denaturierung

Denaturierung 94°C 30 Sekunden 35
Annealing 58°C 30 Sekunden

DNA- Synthese 72°C 30 Sekunden

Posttreatment/ 72°C 7 Minuten 1
Elongation

3.5 Gelelektrophorese

Zur bildlichen Darstellung der in der PCR gewonnenen Amplifikate erfolgte eine Gel-

Elektrophorese in einem 2,5 %-igen Agarose-Gel.

3.5.1 Herstellung eines 2,5 %-igen Agarose-Gels

Zur Herstellung eines 2,5 %-igen Agarose-Gels wird ein Kunststoffschlitten an beiden
offenen Seiten mit einem Klebeband abgeklebt. Die passenden Kdmme sind nach der
gewinschten Trennstrecke auszuwéhlen. Der verwendete Erlmeyerkolben ist sodann mit 150
ml TBE-Puffer (TRIS-BORAT-EDTA-Puffer) aufzufullen. Dazu gibt man 3,75 g Agarose
(Seakem®). Der Ansatz wird mit einem Magnetriihrer bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Agarose-Losung wird sodann in der Mikrowelle bei 600 W aufgekocht, bis die Agarose
vollstandig gel6st ist. Nach einer kurzen Abkuhlung der Agarose-Ldsung werden 8,0 pl
Ethidiumbromid zu der Agarose-Losung pipettiert. Ethidiumbromid ist ein Farbstoff, der zum
Nachweis von Nukleinsduren benutzt wird. Die Ethidiumbromid-Molekile schieben sich
zwischen benachbarte Basenpaare der DNA-Doppelhelix (Interkalation) und verédndern dabei
ihr Absorptionsspektrum. Bei ultraviolettem Licht werden die Stellen im Agarose-Gel

sichtbar, an denen sich Nukleinsduren befinden. Das Gel wird in die schon vorbereiteten

7



Geltrager gegossen. Nach dem Erstarren des Gels werden die Kd&mme entfernt und das Gel

wird in die vorgesehenen Grof3en geschnitten.
3.5.2 Durchfihrung der Gelelektrophorese

Zur bildlichen Darstellung der in der PCR gewonnenen Amplifikate erfolgte eine Gel-
elektrophorese in einem 2,5 %-igen Agarose-Gel.

Um eine Gelelektrophorese durchzufiihren werden folgende Materialien bendtigt:

. die amplifizierte DNA

. Marker VI1II 19-1114 bp (ROCHE), zur GroRenbestimmung und Quantifizierung der
DNA- Strénge, die untersucht werden sollen

. TBE-Puffer (TRIS-BORAT-EDTA-Puffer)

. Agarose-Gel 2,5 %

. Bromphenolblau (ein niedermolekularer Farbstoff)

. Ethidiumbromid (Nukleinséure-Farbstoff)

Nach der erfolgten Amplifikation werden jeweils 10 pl der Proben mit 2 pl Bromphenolblau
(BPB) vermischt. Als DNA-Leiter wurde hier 1,0 ul Marker VIII (ROCHE), 9,0 ul TBE-
Puffer und 2,0 pl BPB benutzt. Das Gel wird in die Laufkammer mit TBE-Puffer gelegt.
Dabei ist darauf zu achten, dass alle Geltaschen ausreichend mit Flissigkeit bedeckt sind.
Nach einem festen Schema wird je 12 pl der Mischung von links nach rechts in die
vorbereiteten Gel-Kammern eingefiillt. Die Elektrophorese wird tiber 30 Minuten bei 200 V,
100 W und 150 mA durchgefiihrt. Nach 30 Minuten wird das Agarose-Gel unter UV-Licht
bestrahlt. Bei allen in diese Studie aufgenommenen Proben wurde im UV-Licht ein Signal bei
400 bp festgestellt.



Abb. 1 Gelelektrophorese der PCR- Produkte

3.6 RFLP (Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus)

Die einzelnen Proben werden, wie oben beschrieben, durch die PCR amplifiziert und dann mit
dem benétigten Enzym zusammen pipettiert. Auch hier muss jegliche Kontamination der
Proben vermieden werden. Fir die Herstellung der Reaktionsansdtze sind 10 ul von den
jeweiligen PCR- Produkten in 8- Tube Strip 0,2 ml (Micro Amp™) zu pipettieren. Dazu wird
1 ul Restriktionsenzym Mspl (Biolabs ® New England) hinzugefiigt. Restriktionsenzyme,
genauer Restriktionsendonukleasen, sind Enzyme, welche DNA innerhalb einer Sequenz
schneiden konnen. Der 8-Tube Strip wird mit einem 8-Cap Strip (Micro Amp™) geschlossen.
Hier ist es auch wieder wichtig, dass die Tubes gut verschlossen sind, um ein Verdampfen des
Inhalts zu verhindern. Die 8-Tube Strips mit den Reaktionsansatzen werden in Thermocycler
(Biometra®) gestellt. Der Verdau dauert bei 37°C eine Stunde.

Nach einem festen Schema wurde je 10 pl der Reaktionsansétzen von links nach rechts in die
vorbereiteten Gel-Kammern eingefiihrt. Dazu gibt man in jede Geltasche 2 pl
Bromphenolblau. Die sich anschlieRende Elektrophorese dauert Giber 30 Minuten bei 200 V,
100 W und 150 mA. Nach 30 Minuten ist das Agarose-Gel mit UV-Licht zu bestrahlen.


http://de.wikipedia.org/wiki/Enzyme
http://de.wikipedia.org/wiki/Desoxyribonukleins%C3%A4ure

Abb. 2 Gelelektrophorese des ECRG1

3.7 Statistische Auswertungen

Fur die statistische Analyse dieser Arbeit wurde SPSS® fir Windows® (Version 11.5.1)
(SPSS Inc., Chicago, IL) benutzt. Bei der statistischen Auswertung wurde fir alle Variablen
Kreuztabellen generiert und der Fischer-Test oder Chi-Quadrat-Test angewendet. Im
Anschluss folgte die multivariante Cox-Regressionsanalyse. Die Uberlebensanalyse wurde
mit der Kaplan-Meier-Methode berechnet und mit dem Log-Rang-Test analysiert. Mit der
Hilfe des Log-Rang-Tests und der Kaplan-Meier Methode wurde die Rolle der einzelnen
Faktoren fiir die Prognose und Uberlebenszeit der Patienten untersucht. Ein Signifikanzniveau

wurde fir P<0,05 festgelegt.
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4. Ergebnisse

4.1 Patientendaten

107 Patienten mit Osophaguskarzinom wurden retrospektiv fiir diese Studie ausgesucht. Die
Patienten wurden im Zeitraum zwischen 1997 und 2005 an dem Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf in der Klinik fiir Allgemein-, Viszeral- und Thoraxchirurgie aufgrund
eines Osophaguskarzinoms operiert. Das Vorliegen eines Osophaguskarzinoms wurde durch
histopathologische Untersuchungen in allen Fallen bestatigt. Bei allen Operationen wurde
eine RO-Resektion des Primartumors angestrebt und histopathologisch nachgewiesen. Die
histopathologischen Untersuchungen zeigten tumorfreie Resektionsrdnder (R0). Alle Daten
einschlieBlich des Geschlechts, der Histologie, der Tumorinvasionstiefe, der vorliegenden
Lymphknotenmetastasen, des Gradings und des Krankheitsstadiums wurden den klinischen
und pathologischen Protokollen der betroffenen Patienten entnommen. Die fur die Studie
verwendeten Follow-up-Daten wurden unter Zuhilfenahme der Krankenhausunterlagen und
durch Kontakt zu den Hausdarzten oder den Patienten selbst gewonnen. Bei der Bewertung der
Ergebnisse mussten 5 Patienten von der Studie ausgeschlossen werden, da keine Follow-up-

Daten zu ermitteln waren.
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50 in dieser Studie aufgenommene Patienten waren junger als 62 Jahre und 57 Patienten

waren dlter als 62 Jahre. Das mittlere Alter der Patienten lag bei 65 Jahren.

Tabelle 3 zeigt die Altersverteilung der Patienten in dieser Studie.

Tab. 3 Altersverteilung der Patienten

Alter Zahl der Patienten Prozent %
<62 50 46,7 %
> 62 57 53,3%

Von den 107 untersuchten Patienten mit Osophaguskarzinom waren 87 ménnliche und 20

weibliche Patienten.

Tabelle 4 zeigt die Geschlechtsverteilung der ausgewahlten Patienten in dieser Studie.

Tab. 4 Geschlechtsverteilung der Patienten

Geschlecht Zahl der Patienten Prozent %
Mannlich 87 81,3%
Weiblich 20 18,7 %
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Bei den Tumoren handelte es sich histomorphologisch um 66 Plattenepithelkarzinome und 41
Adenokarzinome.
Tabelle 5 zeigt die histomorphologische Einteilung des Osophaguskarzinoms bei den

ausgewahlten Patienten.

Tab. 5 Histopathologische Einteilung

Histopathologie

Zahl der Patienten

Prozent %

Adenokarzinom

41

38,3 %

61,7 %

Plattenepithelkarzinom 66

Zudem wurden durch histopathologische Untersuchungen die Eindringtiefe des Tumors und
das Stadium der Tumore klassifiziert. T bezeichnet die Ausdehnung des Primértumors. Die
Tumortiefe wird in vier Stadien eingeteilt: Der Tumor ist auf Lamina propria und submukosa
(PT1) begrenzt, der Tumor infiltriert Muscularis propria (PT2), der Tumor infiltriert
Adventitia (PT3), der Tumor infiltriert extradsophageale Strukturen (PT4). PT1 wurde bei 19,
PT2 bei 30, PT3 bei 46 und PT4 bei 12 Patienten nachgewiesen.

Tabelle 6 zeigt die Verteilung der Patienten nach der Invasionstiefe des Tumors.

Tab. 6 Die Einteilung der Patienten nach der Tiefe des Karzinoms

Tumor Tiefe Zahl der Patienten Prozent %
PT1 19 17,8 %
PT2 30 28,0 %
PT3 46 43,0 %
PT4 12 11,2 %
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Die histologische Aufarbeitung der Resektate durch die Pathologen des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf ergab, dass 31 Patienten primdr NO (kein nachweisbarer
Lymphknotenbefall) aufwiesen, wéhrend bei 76 Patienten Lymphknotenmetastasen (N1)
nachgewiesen wurden.

Tabelle 7 zeigt die Verteilung der Patienten nach dem Befall der Lymphknoten.

Tab. 7 Einteilung der Patienten nach Lymphknotenmetastasierung

Lymphknotenmetastasen

Zahl der Patienten

Prozent %

PNO

31

29,0 %

PN1

76

71,0 %

AuRerdem wurde das histopathologische Tumorgrading des jeweiligen Osophaguskarzinoms
bestimmt. Das Grading-System macht eine Aussage Uber die Malignitat des Tumors und wird
im Zusammenhang mit der Beurteilung des Tumors benutzt. Das Osophaguskarzinom wird in
hoch differenziert (G1), maRig differenziert (G2) und wenig differenziert (G3) klassifiziert.
In dieser Studie befanden sich 10 Patienten im G1 Stadium, 47 Patienten im G2 Stadium und
50 Patienten im G3 Stadium.

Tabelle 8 zeigt die Verteilung der Patienten nach dem Grading-System.

Tab. 8 Grading-System

Grading- System

Zahl der Patienten

Prozent %

Gl 10 9,3%
G2 47 43,9 %
G3 50 46,7 %
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4.2 DNA-Polymorphismus

Die DNA wurde nach Vervielféltigung durch die Polymerasekettenreaktion mit dem
Restriktionsenzym Mspl abgebaut. Mspl erkennt den Arg290GIn Polymorphismus. Ein
Arg290GIn variantes Allel im Exon 8 des ECRG1 wurde in vorherigen Studien identifiziert
(Shiokawa et al. 2005 und Li et al. 2006). Durch die SSCP-PCR wurde das Vorliegen des
SNPs in Exon 8 nachgewiesen. Der SNP im Exon 8 des ECRG1 resultierte in einem
Arg—GIn Aminosdure Wechsel im Codon 290. Durch den Aminosdure Wechsel ergeben sich
drei Genotypen: 290Arg/Arg, 290Arg/GIn und 290GIn/GIn. Das Fragment aus 354 bp
représentiert den Genotyp 290GIn/GIn. Die Variation 290 Arg/Arg hat zwei Fragmente aus
232 bp und 122bp. Der heterozygote Genotyp 290 Arg/GIn hat drei Fragmente aus 122 bp,
232 bp und 354 bp (Li et al. 2006).

Abbildung 3 zeigt die RFLP- PCR Analyse von ECRG1- Genotypen in der DNA nach der
Abbau mit dem Restriktionsenzym Msp1.

Abb. 3 Gelelektrophorese des ECRG1. Die Nummer 1, 2, 8, 13 und 15 zeigen zweli
Fragmente und so den Genotyp Arg/Arg, die Nummer 3, 4, 5, 6, 7, 9, 11, 12 und 14 zeigen

alle drei Fragmente, d.h. den Genotyp Arg/GIn und die Nummer 10 zeigt nur ein einziges

Fragment und somit den Genotyp GIn/GIn.
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Die Auswertung der im Labor erhaltenen Ergebnisse ergab folgende Resultate: Der Genotyp
290Arg/Arg wurde bei 51 Patienten (47,7 %), der Genotyp 290Arg/GlIn bei 49 (45,8 %) und
der Genotyp 290GIn/GlIn bei 7 Patienten (6,5 %) gefunden. Anders ausgedruckt hatten 56
Patienten (52,3 %) mindestens ein GIn Allel.
Die Tabelle 9 zeigt die DNA- Polymorphismus Verteilung innerhalb der untersuchten

Patienten.

Tab. 9 DNA- Polymorphismus Verteilung

Zahl der Arg/Arg Arg/Gln GIn/GIn Gln Allel
Patienten
107 (100,0 %) 51 (47,7 %) 49 (45,8 %) 7 (6,5 %) 56 (52,3 %)
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4.3 Korrelation zwischen DNA- Polymorphismus und den Patientendaten

Wie oben beschrieben waren 50 der in diese Studie aufgenommenen Patienten jliinger und 57
alter als 62 Jahre. Von den 50 Patienten, die jlinger als 62 Jahre waren, wurde bei 23 der
Genotyp Arg/Arg, bei 23 der Genotyp Arg/GIn und bei 4 der Genotyp GIn/GIn nachgewiesen.
57 Patienten waren dlter als 62 Jahre. Von diesen hatten 28 den Genotyp Arg/Arg, 26 den
Genotyp Arg/GIn und 3 den Genotyp GIn/GIn. Es zeigte sich unter Verwendung des Chi-

Quadrat-Testes ein signifikanter Zusammenhang (P=0,034).

Tab. 10 Verteilung der Genotypen Anhand des Alters der Patienten

Alter Arg/Arg Arg/Gln GIn/GIn
<62 23 (46,0 %) 23 (46,0 %) 4 (8,0 %)
>62 28 (49,1 %) 26 (45,6 %) 3 (5,3 %)

Von 51 Patienten mit dem Genotyp Arg/Arg waren 43 Manner und 8 Frauen. Der Genotyp
290Arg/Gln ist bei 49 und 290 GIn/GlIn nur bei 7 Patienten vorgekommen. Von 49 Patienten
mit dem Genotyp 290Arg/GIn waren 40 mannliche und 9 weibliche Patienten. VVon den 7
Patienten mit dem Genotyp 290GIn/GIn waren 4 Manner und 3 Frauen. Im Chi-Quadrat-Test
zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Geschlecht der Patienten und

dem Polymorphismus (P=0,058).

Tab. 11 Geschlechtsverteilung des ECRG1

Geschlecht Arg/Arg Arg/Gin GIn/GIn
Mannlich 43 (49,4 %) 40 (46,0 %) 4 (4,6 %)
Weiblich 8 (40,0 %) 9 (45,0 %) 3 (15,0 %)
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Histomorphologisch handelte es sich bei den Tumoren um 66 Plattenepithelkarzinome und
um 41 Adenokarzinome. Von den 41 Patienten mit einem Adenokarzinom hatten 21 den
Arg/Arg Genotyp, 18 den Arg/Gin Genotyp und 2 den GIn/GIn Genotyp. Von den 66
Patienten mit Plattenepithelkarzinom besalRen 30 den Genotyp Arg/Arg, 31 den Genotyp
Arg/GIn und 5 den Genotyp GIn/GIn. Hier zeigte sich nach dem Chi-Quadrat-Test kein
signifikanter Zusammenhang (P=0,175).

Tab. 12 Verteilung der Genotypen Anhand der histomorphologischen Verteilung

Entitat Arg/Arg Arg/Gln GIn/GIn
Adenokarzinom 21 (51,2 %) 18 (43,9 %) 2 (4,9 %)
Plattenepithelkarzinom 30 (45,5 %) 31 (47,0 %) 5 (7,6 %)

Wie oben beschrieben wurde nach den histopathologischen Untersuchungen die Eindringtiefe
des Tumors in vier Stadien eingeteilt. Von 19 Patienten im pT1 Stadium hatten 7 den Arg/Arg
Genotyp, 10 den Arg/GIn Genotyp und 2 den GIn/GIn Genotyp. Von 30 Patienten im pT2
Stadium hatten 17 den Arg/Arg Genotyp, 11 den Arg/Gin Genotyp und 2 den GIn/GIn
Genotyp. VVon 46 Patienten im pT3 Stadium hatten 22 den Arg/Arg, 22 den Arg/GIn und 2
Patienten den GIn/GIn Genotyp. 5 Patienten im fortgeschrittenem Tumorstadium mit
Infiltration der extradsophagealen Strukturen (pT4) hatten den Arg/Arg, 6 den Arg/GIn und
ein Patient den GIn/GIn Genotyp. Hier konnte mit Hilfe des Chi-Quadrat-Testes ein
signifikanter Zusammenhang festgestellt werden (P=0,046).

Tab. 13 Verteilung der Genotypen nach der Tumortiefe

Tumortiefe Arg/Arg Arg/Gin GIn/GIn
pT1l 7 (36,8 %) 10 (52,6 %) 2 (10,5 %)
pT2 17 (56,7 %) 11 (36,7 %) 2 (6,7 %)
pT3 22 (47,8 %) 22 (47,8 %) 2 (4,3 %)
pT4 5 (41,7 %) 6 (50,0 %) 1 (8,3 %)

18




31 Patienten in dieser Studie hatten keine Lymphknotenmetastasen, wéhrend bei 76 Patienten
Lymphknotenmetastasen  nachgewiesen wurden. Von den 31 Patienten ohne
Lymphknotenmetastasen hatten 12 den Arg/Arg, 17 den Arg/Gln und 2 den GIn/GIn Genotyp.
Von den Patienten mit Lymphknotenmetastasierung hatten 39 den Arg/Arg Genotyp, 32 den
Arg/GIn und 5 den GIn/GIn Genotyp. Hier zeigte sich auch ein signifikanter Zusammenhang
zwischen der Lymphknotenmetastasierung und dem Polymorphismus der Patienten
(P=0,024).

Tab. 14 Verteilung der Genotypen nach dem Lymphknotenstatus

LK-Metastase Arg/Arg Arg/Gln GIn/GIn
pNO 12 (38,7 %) 17 (54,8 %) 2 (6,5 %)
pN1 39 (51,3 %) 32 (42,1 %) 5 (6,6 %)

Nach dem Grading-System wird das Osophaguskarzinom in G1, G2 und G3 eingeteilt. Von
10 Patienten im G1 Stadium hatten 4 den Arg/Arg, 5 den Arg/GIn und ein Patient den
GIn/GIn Genotyp. Bei 22 Patienten im G2 Stadium wurde den Genotyp Arg/Arg, bei 21 der
Genotyp Arg/Gln und bei 4 der Genotyp GIn/GIn nachgewiesen. Von 50 Patienten mit wenig
differenziertem Tumor hatten 25 den Arg/Arg, 23 den Arg/Gln und 2 Patienten den GIn/GIn
Genotyp. Es zeigte sich auch hier ein signifikanter Zusammenhang nach dem Chi-Quadrat-
Test (P=0,047).

Tab. 15 Verteilung der Genotypen nach dem Grading- Stadium des Tumors

Grading Arg/Arg Arg/Gin GIn/GIn
Gl 4 (40,0 %) 5 (50,0 %) 1 (10,0 %)
G2 22 (46,8 %) 21 (44,7 %) 4 (8,5 %)
G3 25 (50,0 %) 23 (46,0 %) 2 (4,0 %)
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4.4 Uberlebensanalyse
4.4.1 DNA- Polymorphismus im ECRG1 (290 Arg/Arg, 290 Arg/Gln, 290 GIn/GIn)

Mit der Hilfe des Kaplan-Meier-Verfahrens wurden die Uberlebenskurven fir den jeweiligen
DNA-Polymorphismus dargestellt. Abbildung 4 zeigt die Gesamtiiberlebenszeit fiir die DNA-
Polymorphismen im ECRG1 (290Arg/Arg, 290Arg/GIn, 290 GIn/GIn). Die mittlere
Uberlebenszeit fiir Patienten mit 290Arg/Arg Genotyp war 17 Monate (95 % CI 9,6-24,4).
Fur den 290Arg/GIn Genotyp war die mittlere Uberlebenszeit 30,8 Monate (95 % CI 20,7-
40,9) und fur den 290GIn/GIn Genotyp 39,9 Monate (95 % CI 6,8-72,9) bzw. 30,8 Monate
(95 % CI 23,0-38,6) bei Vorliegen mindestens eines GlIn Allels. Es zeigte sich eine
signifikante kiirzere Uberlebenszeit fiir 290Arg/Arg Genotyp (P=0,038).

ArglArg vs. Arg/Gln vs. GIn/IGIn

1
p=0.038
g 1 H‘”[’T—l
4 ‘l\ Argh90GIn (n=47)

Gln2 200G (r=1)

[
=

Gesamtiiberleben
]

Lrg2S0brg n=48h L—
0 10 o A a0 0 il
Meonate nach der Operation

Abb. 4 Kaplan-Meier-Analyse der Gesamtlberlebenskurve fiir DNA- Polymorphismus in
ECRGL1. 48 Patienten hatten den Arg/Arg, 47 Patienten den Arg/Gln und 7 Patienten den
GIn/GIn Genotyp. Die mittlere Uberlebenszeit fir den Arg/Arg Genotyp war 17 Monate (95
% CI1 9,6-24,4). Fur den 290Arg/GIn Genotyp betrug die mittlere Uberlebenszeit 30,8 Monate
(95 % CI 20,7-40,9) und fur den GIn/GIn Genotyp 39,9 Monate (95 % CI 6,8-72,9).
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4.4.2 DNA- Polymorphismus im ECRG1 (290 Arg/Arg / Prasenz Gln Allele)

Bei der anschlieRenden Analyse der Bedeutung der Préasenz von mindestens einem Gin Allel
(bei 290 GIn/GIn n=7) erfolgte eine Zusammenfassung der 290 Arg/GIn und 290 GIn/GIn
Genotype zu einer Gruppe. Die statistische Analyse mit der Hilfe des Log-Rang-Tests zeigte,
dass die Patienten mit dem Arg/Arg Genotyp eine signifikant schlechtere Uberlebensprognose
haben. Die Analyse zeigte signifikante Unterschiede bei Vorliegen eines 290Arg/Arg
Genotyps im Vergleich zur Prasenz mindestens eines GIn Allels im ECRGL1 (p=0,01).

Die Abbildung 5 stellt die Uberlebenskurve der Patienten mit Arg/Arg Genotyp der
Uberlebenskurve der Patienten mit mindestens einem GIn Allel gegeniiber. Es zeigte sich ein

signifikanter Zusammenhang (P=0,011).

ArglArg vs. Priasenz Gln Allele
10

p=0.01

Gin Allele (n=54)

Arg200hre (n=18)
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0 10 o A0 40 A0 B0
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Gesamtiberleben
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=
=

Abb. 5 Kaplan-Meier-Analyse der Gesamtuberlebenskurve bei Vorhandensein mindestens
eines GIn Allels. 48 Patienten hatten den Arg/Arg Genotyp. Bei 54 Patienten konnte
mindestens ein GIn Allel nachgewiesen werden. Die mittlere Uberlebenszeit bei Patienten mit
Arg/Arg war 17 Monate (95 % CI 9,6-24,4). Hingegen betrug die mittlere Uberlebenszeit bei
Vorhandensein mindestens eines GIn Allels 30,8 Monate (95 % CI 23,0-38,6).
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4.4.3 Alter und Uberleben der Patienten

50 der untersuchten Patienten waren junger als 62 Jahre und 52 Patienten waren élter als 62
Jahre. VVon der 50 Patienten, die jlnger als 62 Jahre waren, sind 23 und von der alteren
Patientengruppe 34 Patienten gestorben. Folglich hat 54 % der jungeren und 34,6 % der
alteren Patientengruppe Uberlebt. Mit der Hilfe der Kaplan-Meier Methode wurden die beiden
Patientengruppen hinsichtlich des Alters und dessen Rolle fir die Uberlebenszeit der
Patienten untersucht. Die mittlere Uberlebenszeit betrug 30,2 Monate (95 % CI 22,8-37,60)
fiir die Patienten die junger als 62 Jahre waren und 19,7 Monate (95 % CI 14,6-24,8) fir die
altere Patientengruppe. Es zeigte sich, dass Patienten mit einem hoheren Lebensalter, d.h.
Patienten, die alter als der Durchschnitt (62 Jahre) sind, eine schlechtere Prognose haben, als
jungere Patienten (p=0,034).

Die Abbildung 6 zeigt das Ergebnis der Kaplan-Meier-Analyse des Alters der Patienten zum
Uberleben.
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Abb. 6 Kaplan- Meier-Analyse der Uberlebenskurve im Verhaltnis zum Alter der Patienten.
Die mittlere Uberlebenszeit betrug 30,2 Monate (95 % CI 22,8-37,60) fiir die Patienten, die
junger als 62 Jahre waren und 19,7 Monate (95 % CI 14,6-24,8) flr die Patienten, die alter als
62 Jahre waren.
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4.4.4 N-Stadium und Uberleben der Patienten

Zudem wurde auch der Zusammenhang zwischen der Lymphknotenmetastasierung und der
Uberlebensrate der Patienten mit der Hilfe der Kaplan-Meier Methode untersucht. 27
Patienten wiesen primar pNO auf. Bei 75 Patienten wurden Lymphknotenmetastasen
nachgewiesen. Wahrend von der 27 Patienten im pNO Stadium 6 Patienten gestorben sind,
starben von den Patienten im pN1 Stadium 51. 21 Patienten (77,8 %) im pNO Stadium und 24
Patienten (32,0 %) im pN1 Stadium uberlebten. Die mittlere Uberlebenszeit betrug 41,4
Monate (95% CI 32,0-50,9) flr die Patienten im pNO Stadium und 22,3 Monate (95 % CI
17,5-27,0) fiur die Patienten im pN1 Stadium. Insgesamt wurde bei den Patienten mit
Lymphknotenmetastasen eine schlechtere Prognose beobachtet (p=0,024).

In der Abbildung 7 wird die Rolle der Lymphknotenmetastasierung fiir das Uberleben der

Patienten verdeutlicht.
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Abb. 7 Kaplan- Meier-Analyse der  Uberlebenskurve im  Verhéltnis  zur
Lymphknotenmetastasierung. Die mittlere Uberlebenszeit betrug 41,4 Monate (95% CI 32,0-
50,9) fur die Patienten im pNO Stadium und 22,3 Monate (95 % CI 17,5-27,0) fiir Patienten
im pN1 Stadium.
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4.4.5 Tumorinvasionstiefe und Uberleben der Patienten

PT1 wurde bei 14, pT2 bei 30, pT3 bei 46 und pT4 bei 12 Patienten nachgewiesen. VVon den
14 Patienten im pT1 Stadium sind zwei Patienten gestorben und 12 Patienten (85,7 %) haben
iberlebt. Im pT2 Stadium sind 18 Patienten gestorben und es gab 12 Uberlebende (40,0 %).
Von den 46 Patienten im pT3 Stadium starben 28 Patienten und dementsprechend tberlebten
18 Patienten (39,1 %). Im fortgeschrittenem pT4 Stadium haben von 12 Patienten nur 3 (25,0
%) uberlebt und 9 Patienten sind gestorben. Die mittlere Uberlebenszeit betrug 24,6 Monate
(95 % CI 17,8-31,34) fiir Patienten im pT1 Stadium, 29,6 Monate (95 % CI 21,29-37,96) fur
Patienten im pT2 Stadium, 21,0 Monate (95 % CI 15,39-26,62) fir Patienten im pT3 Stadium
und 13,7 Monate (95 % CIl 6,86-20,61) fur Patienten im pT4 Stadium. Es wurde
nachgewiesen, dass Patienten mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium eine schlechtere
Prognose (p=0,046) hatten.

Abbildung 8 zeigt das Verhaltnis der Tumorinvasionstiefe und des Uberlebens der Patienten.
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Abb. 8 Kaplan- Meier-Analyse der Uberlebenskurve im Verhaltnis zur Tumorinvasionstiefe.
Die mittlere Uberlebenszeit betrug 24,6 Monate (95 % CI 17,8-31,34) fir Patienten im pT1
Stadium, 29,6 Monate (95 % CI 21,29-37,96) fiir Patienten im pT2 Stadium, 21,0 Monate (95
% CI 15,39-26,62) fiir Patienten im pT3 Stadium und 13,7 Monate (95 % ClI 6,86-20,61) flr
Patienten im pT4 Stadium.
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4.4.6 Grading und Uberleben der Patienten

Auler dem Alter, dem Lymphknoten Status und der Tumorinvasionstiefe spielt auch das
Grading des Tumors eine signifikante Rolle fir die Uberlebenszeit und die Prognose der
Patienten. In dieser Studie befanden sich 8 Patienten im G1 Stadium, 45 Patienten im G2
Stadium und 49 Patienten im G3 Stadium. Die 8 Patienten im G1 Stadium haben alle Gberlebt.
25 Patienten im G2 Stadium sind gestorben und 20 Patienten (44,4 %) Uberlebten. Von 49
Patienten im G3 Stadium starben 32 Patienten und 17 Patienten (34,7 %) Uberlebten. Die
mittlere Uberlebenszeit betrug 35,1 Monate (95 % Cl 32,10-38,26) fir Patienten im G1
Stadium, 24,8 Monate (95 % CI 22,4-27,25) fur Patienten im G2 Stadium und 23,6 Monate
(95 % CI 19,72-27,73) flir Patienten im G3 Stadium. Es wurde festgestellt, dass ein
undifferenzierter Tumor mit einer schlechteren Prognose einhergeht (p=0,047).

In der Abbildung 9 wird das Verhiltnis des Gradings des Tumors zum Uberleben der

Patienten verdeutlicht.
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Abb. 9 Kaplan- Meier-Analyse der Uberlebenskurve im Verhaltnis zum Grading des Tumors.
Die mittlere Uberlebenszeit betrug 35,1 Monate (95 % CI 32,10-38,26) fiir Patienten im G1
Stadium, 24,8 Monate (95 % CI 22,4-27,25) fur Patienten im G2 Stadium und 23,6 Monate
(95 % CI 19,72-27,73) flr Patienten im G3 Stadium.
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4.4.7 Geschlecht und Uberleben der Patienten

Im Gegensatz zum Alter, dem Lymphknoten Status, der Tumorinvasionstiefe und dem
Grading sind das Geschlecht der Patienten und die Histomorphologie des Tumors
(Plattenepithelkarzinom, Adenokarzinom) prognostisch nicht signifikante Faktoren. VVon der
Gesamtanzahl der Patienten mit Osophaguskarzinom waren 82 mannliche Patienten und 20
weibliche Patienten. VVon den 82 mannlichen Patienten Uberlebten 35 (42,7 %) Patienten und
47 Patienten starben. VVon den weiblichen Patienten Uberlebte genau die Hélfte. Die mittlere
Uberlebenszeit betrug 23,1 Monate (95 % CI 18,1-28,1) fiir mannlichen Patienten und 34,5
Monate (95 % CI 24,5-44,5) fur weiblichen Patienten.

Abbildung 10 verdeutlicht, dass das Geschlecht der Patienten keine statistisch signifikante
Rolle beim Uberleben der Patienten spielte (p=0,058).
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Abb. 10 Kaplan- Meier-Analyse der Uberlebenskurve im Verhiltnis zum Geschlecht der

Patienten. Die mittlere Uberlebenszeit betrug 23,1 (95 % Cl 18,1-28,1) Monate fiir
méannlichen Patienten und 34,5 Monate (95 % CI 24,5-44,5) flr weiblichen Patienten.
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4.4.8 Histomorphologie und Uberleben der Patienten

Histomorphologisch handelte sich um 64 Plattenepithelkarzinome und 38 Adenokarzinome.
Von den Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom starben 39 Patienten und 25 Patienten
(39,1 %) Uberlebten. 18 Patienten mit einem Adenokarzinom starben und 20 Patienten (52,6
%) Uberlebten. Die mittlere Uberlebenszeit betrug 21,5 Monate (95 % CI 16,7-26,3) fiir
Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom und 29,2 Monate (95 % CI 21,3-37,2) fir
Patienten mit einem Adenokarzinom. Die Histomorphologie der Tumore hat sich als ein
statistisch nicht signifikanter Faktor herausgestellt (p=0,175).

Abbildung 11 verdeutlicht, dass die Histomorphologie der Tumore keine signifikante Rolle
beim Uberleben der Patienten spielt.
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Abb. 11 Kaplan- Meier-Analyse der Uberlebenskurve im Verhaltnis zur Histomorphologie
der Tumore. Die mittlere Uberlebenszeit betrug 21,5 Monate (95 % Cl 16,7-26,3) fiir
Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom und 29,2 Monate (95 % CI 21,3-37,2) fir

Patienten mit einem Adenokarzinom.
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4.5. Cox-Regression
4.5.1 DNA-Polymorphismus

Die multivariante Analyse mit dem Cox-Regressionsmodell bestatigte, dass der DNA-
Polymorphismus ein unabhangiger prognostischer Faktor fiir das Uberleben ist (p=0,046).
Dabei wurde fir Arg/Arg ein relatives Risiko von 1,630 (95 % CI 1,009 - 2,633) festgestellt.
Tabelle 16 zeigt die Analyse des DNA-Polymorphismus. Neben diesen Parametern waren das
Alter, das Grading und die Tumorinvasionstiefe unabhangige Faktoren fiir das Uberleben der

Patienten.

Tab. 16 Analyse mit dem Cox-Regressionsmodell fur das Gesamtiberleben bei

verschiedenen Varianten (n=102) fur DNA- Polymorphismus im ECRG1

Gesamtuberleben RR* /95 % CI** P- Werte

Alter 1,814 (1,035 -3,179) 0,037

Tumor Invasionstiefe 1,635 (1,104 — 2,412) 0,014

LK- Metastasierung 1,346 (0,546 — 3,320) 0,519

Grading 1,716 (1,009 — 2,917) 0,046

AA vs AG vs GG 1,630 (1,009 — 2,633) 0,046

*RR = risk ratio, **Cl = confidence interval. Die statistischen Analysen wurden mit dem Cox-

Regressionsmodell durchgefiihrt. RRs beziehen sich auf das Gesamtiberleben.
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4.5.2 Prasenz eines GIn Allels

Tabelle 17 zeigt die multivariante Cox-Regressionsanalyse fur die Prdsenz mindestens eines
GIn Allels. Wie die dargestellten Ergebnisse in der Tabelle zeigen, ist die Abwesenheit eines
GIn Allels (Arg/Arg) ein unabhéngiger prognostischer Faktor gegen ein Uberleben (p=0,012)
und hat ein relatives Risiko von 2,016 (95 % CI 1,164 — 3,493).

Tab. 17 Analyse mit dem Cox-Regressionsmodell fur das Gesamtiberleben bei

verschiedenen Varianten (n=102) bei Présenz mindestens eines GIn Allels

Gesamtuiberleben RR* /95 % CI** P- Werte

Alter 1,831 (1,047 — 3,202) 0,034

Tumor Invasionstiefe 1,687 (1,135 - 2,510) 0,010

LK- Metastasierung 1,266 (0,511 — 3,133) 0,610

Grading 1,765 (1,034 — 3,015) 0,037

AA vs AG und GG 2,016 (1,164 — 3,493) 0,012

*RR = risk ratio, **Cl = confidence interval. Die statistischen Analysen wurden mit dem Cox-

Regressionsmodell durchgefiihrt. RRs beziehen sich auf das Gesamtiiberleben.
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4.6 DNA-Polymorphismus ist ein pradiktiver Faktor

Die Rolle des DNA-Polymorphismus im ECRGL1 als ein Prognosefaktor und seine Rolle als
ein Risikofaktor fur die Entstehung eines Osophaguskarzinoms wurden untersucht. Bei den
Untersuchungen wurden die Patienten mit einem DNA-Polymorphismus mit der gesunden
Population verglichen. Wahrend der DNA-Polymorphismus 290Arg/Arg in 34 (34 %) und der
DNA-Polymorphismus 290Arg/Gln in 58 (58 %) der Proben gefunden wurde, besalRen nur 8
Félle (8 %) der gesunden Knochenmarkspender einen 290GIn/GIn DNA-Polymorphismus.

Es konnte eine signifikante Assoziation zwischen dem 290Arg290 Genotyp und der
Entwicklung eines Osophaguskarzinoms gezeigt werden (p=0,012). Das Quotenverhiltnis
(Odds Ratio) betrug beim Vorhandensein des 290Arg290 Genotyps 1,77 (CI 1,01 — 3,10).
Hieraus konnte geschlossen werden, dass der 290Arg290 Genotyp ein Risikofaktor fir
Entwicklung des Osophaguskarzinoms ist.

Tabelle 18 vergleicht die DNA- Polymorphismen im ECRGL1 bei der Kontrollgruppe mit den

DNA-Polymorphismen bei Patienten mit Osophaguskarzinom.

Tab. 18 Kreuztabelle fir Prasenz mindestens eines GIn Allels vs. Arg/Arg im ECRG1

Variablen Arg/Arg GIn Allel Zahl der Patienten
Kontrollgruppe 34 (34 %) 66 (66 %) 100 (100 %)
Osophaguskarzinom | 51 (47,66 %) 56 (52,34 %) 107 (100 %)
Insgeasamt 85 (41,06 %) 122(58,94 %) 207 (100 %)

RR = 1,77 (95 % CI 1,01 — 3,10); p= 0,012
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5. Diskussion

5.1 Osophaguskarzinom

5.1.1 Anatomie und Physiologie des Osophagus

Der Osophagus entwickelt sich wie der Magen und der Darm aus der entodermalen
Darmanlage und dem Splanchnopleuramantel. Der Osophagus wird durch das Septum
oesophagotracheale von der Trachea getrennt.

Der Osophagus ist ca. 25 cm. lang und breitet sich vom Pharynx bis zum Magen aus. Der
Osophagus verlauft dorsal der Luftrohre und ventral der Wirbelsaule. Er gliedert sich in eine
Pars cervicalis, eine Pars thoracica und eine Pars abdominalis. Die Pars cervicalis beginnt mit
dem Osophagusmund in Hohe des 6. oder 7. Halswirbels und ist an der Ringknorpelplatte
befestigt. Die Pars thoracica beginnt mit dem Durchtritt des Osophagus durch die obere
Thoraxapertur und endet im Hiatus Osophagus des Zwerchfells. Die Pars thoracica ist mit
16 cm. der langste Abschnitt des Osophagus. Die Pars abdominalis ist je nach der Korperlage

1 bis 4 cm. lang und miindet im Ostium cardiacum in den Magen.

Der Osophagus ist in drei Stellen eingeengt. Die erste physiologische Enge ist mit ca. 13 mm
die engste Stelle des Osophagus und liegt hinter der Cartilago cricoidea. Die zweite Enge,
auch die Aortenenge genannt, liegt in Hohe des 4. Brustwirbels und wird durch den
Aortenbogen hervorgerufen. In der Hohe des 10. Brustwirbels kommt es im Hiatus
Osophagus durch den Tonus der Osophagusmuskulatur zur letzten physiologischen Enge. Die
Engen des Osophagus sind die Pradilektionsstellen fiir Karzinome. Fremdkdrper kénnen hier

bevorzugt eindringen und auBerdem Veratzungen gravierender auftreten.

Der Wandaufbau des Osophagus ist fiir alle Abschnitte des Verdauungstrakts repréasentativ.
Die Tunica mucosa ist wegen der hohen mechanischen Beanspruchung beim Schlucken mit
einem mehrschichtigen unverhornten Plattenepithel ausgekleidet. Die Lamina propria
mucosae besteht aus einem lockeren Bindegewebe, den Driisen und vielen Blut- und
Lymphgefaen. Die Lamina muscularis mucosae ist eine zirkuldrschraubig angeordnete
Schicht glatter Muskulatur zur Feinanpassung an den Inhalt. Die Tela submucosa wirkt als

eine  Verschiebeschicht, die aus lockerem Bindegewebe mit BlutgefaBen und

31



Nervengeflechten (Plexus submucosus) besteht. In der Tela submucosa breitet sich ein dichter
Venenplexus aus, dessen GefaRe mit denen in der Lamina propria in Verbindung stehen. Die
Tunica muscularis besteht in den oberen zwei Dritteln aus quergestreifter Muskulatur, im
unteren Drittel hingegen aus glatter Muskulatur. Die quergestreifte Muskulatur kontrahiert
schneller als die glatte Muskulatur. Die beiden Muskelgewebsarten kommen in einer
Ubergangszone im mittleren Drittel nebeneinander vor. Nur im abdominalen Anteil des
Osophagus findet sich eine Serosaiiberzug, sonst stellt die Adventitia die Verbindung zum
mediastinalen Bindegewebe her.

Tabelle 19 stellt die Schichtenfolge von innen nach auRen dar:

Tab. 19 Histomorphologischer Aufbau des Magen-Darm-Traktes

Tunica mucosa - Lamina epithelialis mucosae
- Lamina propria mucosae

- Lamina muscularis mucosae

Tela submucosa Eine Bindegewebsverschiebeschicht, die Plexus submucosus
enthélt.
Tunica muscularis Dient der Motorik, aus zwei Schichten aufgebaut:

- Stratum circulare
- Stratum longitudinale
Tunica adventitia Bindegewebe zum Einbau oder Serosaiiberzug

Tunica serosa An freien, in der Bauchhohle liegenden Abschnitten

Die Speiserohre hat die Aufgabe, den bereits zerkleinerten Bissen weiter zu transportieren.
Zum Transport und zur Durchmischung dienen Kontraktionswellen, die mit einer Verkirzung
der Speiserohre einhergehen und das Lumen derselben verengern. Die quergestreifte
Muskulatur ist proximal durch ihre andauernde Kontraktion fiir den proximalen Verschluss
(oberer Osophagussphinkter) zustdndig. Beim Schlucken lasst die Kontraktion der
quergestreiften Muskulatur nach und es kommt zu peristaltischen Muskelbewegungen, die
vom Nervus Vagus koordiniert werden. Den Ubergang bildet der untere Osophagussphinkter
(Kardiasphinkter). Der Mechanismus beruht einerseits auf den unterschiedlichen
Druckverhéltnissen im Pleura- und Bauchraum und andererseits auf der speziellen Anordnung

der Muskulatur.
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5.1.2 Epidemiologie des Osophaguskarzinoms

Unter dem Begriff Osophaguskarzinom versteht man alle Typen von epithelialen malignen
Neubildungen in Bereich der Speiseréhre. Das Osophaguskarzinom ist einer der haufigsten
Tumoren weltweit und ist mit einer schlechten Prognose verbunden (Sugimachi et al. 1988,
Parkin et al. 1993). Das Osophaguskarzinom ist mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate zwischen
10 bis 20 % selbst nach Resektion mit kurativer Intention ein aggressiver Tumor (Herskovic
et al. 1992). Die Haufigkeit der Neuerkrankungen pro Jahr betrégt bei Mannern 6,8 Falle pro
100.000 Einwohner und bei Frauen 0,84 Falle pro 100.000 Einwohner (Meyer et al. 2004).
Das Geschlechtsverhaltnis liegt bei m:w 7:1 (Herold et al. 2006). Hinsichtlich der Inzidenz
sind jedoch deutliche regionale Unterschiede nachweisbar (Parkin et al. 1997). Am haufigsten
kommt diese Erkrankung in China und in Stdafrika vor. Der Altersgipfel liegt um das 65.
Lebensjahr. Ein wichtiger prognostischer Faktor ist die lymphogene Metastasierung. Zum
Zeitpunk der Diagnosestellung liegen zu 60 % Lymphknotenmetastasen vor. Ca. 5 % aller
Malignome des Gastrointestinaltraktes sind im Osophagus gelegen. Davon 15 % im oberen,
50 % im mittleren und 35 % in unterem Drittel. Es handelt sich meist um Plattenepithel- oder
undifferenzierte Karzinome, sehr selten um Sarkome und neuroendokrine Tumore des ADUP-
Systems. Plattenepithelkarzinome treten zu 50 % im mittleren, zu 30 % im unteren und zu 20
% im oberen Bereich des Osophagus auf. Adenokarzinome kommen hingegen hauptsachlich

im unteren Osophagusdrittel vor (Anderson et al. 1982).

5.1.3 Pathogenese und die histologische Einteilung des Osophaguskarzinoms

Die bekanntesten Risikofaktoren fiir Osophaguskarzinom sind Alkohol- und Nikotinabusus,
heiBe oder scharfe Nahrungsmittel, ionisierende Strahlen, Nitrosamine (Obstschnédpse) und
ein Mangel an Vitaminen und Spurenelemente. Die chronische Refluxdsophagitiden mit
Endobrachydsophagusbildung, die Entstehung von Narbenstrikturen nach Verdtzungen, das
Plummer-Vinson-Syndrom und die Achalasie stellen die Prakanzerosen fur das
Osophaguskarzinom dar. Die Adenokarzinome entstehen auf dem Boden eines Barrett-
Osophagus (Zylinderzellmetaplasie) als Komplikation einer Refluxdsophagitis. Es kommt
durch langjahrige Refluxdsophagitis zum Ersatz des Plattenepithels durch Zylinderepithel. Es
kann mit einer Dysplasie und damit mit einer Entartung zum Adenokarzinom einhergehen.

Umgekehrt zeigt Vitamin C einen protektiven Effekt (Barone et al. 1992). Das
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Osophaguskarzinom entsteht meist an physiologischen Engen (Osophagusmund,
Trachealbifurkation, Zwerchfelldurchtritt).

Das Osophaguskarzinom geht zu 60-70 % vom Gsophagealen Plattenepithel aus. Im distalen
Drittel finden sich in ca. 30 % Adenokarzinome. Weniger als 5 % der Tumore sind
anaplastische bzw. kleinzellige Karzinome, Zylindrome, Karzinoide oder Leiomysarkome
(Fukunaga et al. 2000).

Weltweit gesehen ist das Plattenepithelkarzinom etwa 5- bis 10-mal so hdufig wie das
Adenokarzinom. Die Inzidenz des Adenokarzinoms hat jedoch insbesondere in den USA und
in Westeuropa in den letzten drei Jahrzehnten deutlich zugenommen. Die Ursachen fir die
deutliche Haufigkeitszunahme des Adenokarzinoms bei gleichbleibender Inzidenz des
Plattenepithelkarzinoms sind nicht bekannt. Wahrend den letzten 20 Jahren hat man eine
Tendenz zu weniger gut differenzierten Tumoren mit einer vermehrten lymphogenen

Metastasierung bei den Adenokarzinomen beobachtet (Walsh et al. 1996).

Tab. 20 Haufigkeit der Subtypen des Osophaguskarzinoms

Histologische Subtypen Haufigkeit
Plattenepithelkarzinome (meist in oberen und unteren Drittel) 60-70 %
Adenokarzinome (meist im unteren Drittel) 30-40 %
Andere Karzinome <5%

Das Osophaguskarzinom wichst polypés, ulzerierend oder diffus infiltrierend (intramural).
Beim intramuralen Wachstum kann eine zirkulare Stenose mit steigender Rigiditat der Wand
entstehen. Das Plattenepithelkarzinom variiert mikroskopisch zwischen der hé&ufiger
auftretenden undifferenzierten und kleinzelligen Form und der seltener auftretenden hoch

differenzierten und verhornenden Form (Biihling et al. 2004).
5.1.4 Symptomatik und klinisches Bild

Die Leitsymptome sind Dysphagie, Gewichtsverlust, retrosternaler Schmerz, Regurgitation,
Singultus (Infiltration des N. Vagus), Heiserkeit (Rekurrensparese), Reizhusten, pulmonale
Beschwerden beim Auftreten von Fisteln zum Tracheobronchialtrakt und gelegentlich

Hamatemesis. Die Symptome treten aber leider erst in einem fortgeschrittenen Stadium auf.
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Die Hauptsymptome des fortgeschrittenen Tumorleidens sind Dysphagie (80 %) und
Gewichtverlust (50 %). Das klassische Symptom ist die zunehmende Dysphagie, zundchst
mit Schluckstorungen fir feste Speisen, spater auch fur Flussigkeiten. Die Dysphagie kann
man erst bei einem Obstruktion von zwei Dritteln des Osophaguslumens feststellen (Barier et
al. 1998, Mayer et al. 1986) und wird als Spatsymptom gewertet, auch wenn sie meist das
erste fur die Patienten bemerkbare Symptom Uberhaupt darstellt. Die Dysphagie tritt meist
erst in einem fortgeschrittenen Stadium auf, zu dieser Zeit sind mehr als die Halfte der
Patienten bereits inoperable (Katlik et al. 1990). Ein Frihkarzinom ist in 40 % der Félle
unsymptomatisch (Adachi et al. 1993).

5.1.5 Diagnose des Osophaguskarzinoms

Der Goldstandard fir die Diagnose des Osophaguskarzinoms ist die Osophagoskopie mit
Entnahme von Biopsien fir die nachfolgende histologische Untersuchung. Wegweisend ist
der endoskopische Befund mit einer Aussage uber die Lokalisation, die Héhe und die
Langenausdehnung des Tumors. Im Falle einer nicht passierbaren Stenose sollte eine
Bougierung erfolgen, um mindestens die Stenose und die distal davon gelegenen Abschnitte
mit einem Kinder-Endoskop beurteilen zu kdnnen. Die intramukdsen Tumoranteile, die von
der Haupttumormasse durch die intakte Schleimhaut getrennt sein kénnen und haufig der
radiologischen Diagnostik entgehen, lassen sich durch Stufenbiopsien im Rahmen der
Endoskopie erkennen. Bei der Osophagogastroskopie steht neben der Mdglichkeit der
Gewebeentnahme und der GroRenbestimmung noch die endoskopische Sicht unter einer
Vitalfarbung im Falle eines Friihkarzinoms als zusétzliche Mdoglichkeit zur Verfligung
(Weiser und Lange 1986, Schmassmann 1999). Die Rontgenkontrastuntersuchung der
Speiserohre ist fur die Gesamtdarstellung der pathologischen Verénderung im anatomischen
Gesamtzusammenhang, insbesondere zur Beurteilung einer Stenosierung, wichtig und
ermdglicht die Lokalisation des Tumors in Bezug auf den oberen Osophagussphinkter, zur
Trachealbifurkation und zur Kardia. Die Endosonographie dient zur Beurteilung der
Ausdehnung und der GroRe des Tumors (T-Stadium). Sie hat im Zusammenhang mit der
Computertomographie die grofite Aussagekraft tiber das N-Stadium des Tumors (Takemoto et
al. 1986, Pokieser et al. 1999). Zum Staging des Tumors werden weitere diagnostische
Verfahren bendtigt. Die Tracheo-Bronchoskopie schlielit eine Infiltration des benachbarten
Bronchialsystems aus (Schmassmann 1999). Die Computertomographie von Thorax und

Abdomen dient zum Ausschluss von Fernmetastasen und zum Ausschluss einer Infiltration
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der benachbarten Organe (Rice 2000). Bei Knochenschmerzen kann eine Skelettszintigraphie
durchgefiihrt werden. Eine diagnostische Laparoskopie kann zum Ausschluss einer
Peritonealkarzinose oder Kleineren intraabdominalen Metastasen insbesondere beim
Adenokarzinom sinnvoll sein, um eine unnétige Operation zu vermeiden (Meyenberger et al.
2000, Benhidjeb et al. 2001).

Das therapeutische Vorgehen nach der Diagnosestellung hangt primdr vom Stadium der
Erkrankung ab. Das préoperative Staging hat eine wichtige Bedeutung in der
Therapieplanung, da nur eine vollstdndige Tumorresektion eine Verbesserung der Prognose
nach sich zieht. Das klinische Staging und Grading des Osophaguskarzinoms nach dem TNM-
System der Union internationale contre le cancer (UICC) ist international etabliert.

Die Tabelle 21 zeigt die TNM- Klassifikation des Osophaguskarzinoms. Das
Osophaguskarzinom wird nach dem Grading-System in das hoch differenzierte G1, maRig
differenzierte G2 und wenig differenzierte G3 Stadium eingeteilt.

Tab. 21 Tumor-Nodus-Metastase (TNM)-Stadieneinteilung des Osophaguskarzinoms nach
uiCcC

T Priméartumor
Tis Carcinoma in situ/ High grade Dysplasie
Tl Lamina propria oder Submucosa
Tla Lamina propria oder Muscularis mucosae
Tlb Submucosa
T2 Muscularis propria
T3 Adventitia
T4 Tumor infiltriert extradsophageale Strukturen
T4a Infiltration von Pleura, Perikard, Zwerchfell und
Peritoneum
T4b Infiltration anderer benachbarten Organe, z.B. Aorta,
Trachea
N Regionare Lymphknoten
NO Keine Evidenz fur Befall regionarer Lymphknoten
N1 Evidenz fur Befall 1 bis 2 regionédrer Lymphknoten
N2 Evidenz fur Befall 3 bis 6 regiondrer Lymphknoten
N3 Evidenz fur Befall mehr als 6 regionarer Lymphknoten
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M Fernmetastasen

MO Keine Evidenz fiir Fernmetastasen

M1 Evidenz fiir Fernmetastasen

R Tumorresektionsrander

RO Resektionsrander mikroskopisch und makroskopisch
Tumorfrei

R1 Mikroskopischer Residualtumor

R2 Makroskopischer Residualtumor

Tab. 22 Anatomische Stadieneinteilung der Osophaguskarzinome nach UICC

Stadium IA T1 NO MO
Stadium IB T2 NO MO
Stadium lIA T3 NO MO
Stadium 11B T1, T2 N1 MO
Stadium A T4a NO MO
T3 N1 MO
T1, T2 N2 MO
Stadium 111B T3 N2 MO
Stadium 1IC T4a N1, N2 MO
T4b Jedes N MO
Jedes T N3 MO
Stadium IV Jedes T Jedes N M1

5.1.6 Tumormarker

Tumormarker werden heute bei einer Vielzahl von malignen Tumoren in der klinischen
Diagnostik eingesetzt. Tumormarker im Serum sind in der Friiherkennung der Karzinome, in
der Prognose und in der Nachsorge der Patienten von Bedeutung. Sie kdnnen bei hoher
Spezifitat und Sensivitat zur Friherkennung von Karzinomen eingesetzt werden. AulRerdem
kdnnen sie eine prognostische Relevanz fir die Patienten haben und dienen der

Verlaufskontrolle sowie dem Erkennen eines Rezidives.

Aufgrund der niedrigen Sensitivitdt und Spezifitdt spielen Tumormarker bei den
Speiser6hrenkarzinomen eine geringere Rolle als bei den anderen Karzinomen;

Beispielsweise Ovarial-, Prostata- und Kolorektalen Karzinome.
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5.1.6.1 Tumormarker des Plattenepithelkarzinoms des Osophagus

Als Tumormarker fir das Plattenepithelkarzinom des Osophagus sind Carcinoembryogenic
Antigen (CEA) (Brockmann et al. 2000, Kawaguchi et al. 2000), Squamos-cell-carcinoma-
Antigen (SCC) (Yamamoto et al. 1997, Brockmann et al. 2000), Carbohydrate Antigen 72-4
(CA 27-4) (Brockmann et al. 2000) und im Serum nachweisbare Fragmente von Zytokeratin
19 (CYFRA 21-1) beschrieben (Brockmann et al. 2000, Kawaguchi et al. 2000, Yamamoto et
al. 1997).

Nach den vorliegenden Studien ist CYFRA 21-1 der Tumormarker mit der hochsten
Sensitivitdt (ca. 50 %) fir das Plattenepithelkarzinom des Osophagus (Brockmann et al.
2000, Kawaguchi et al. 2000). Die Spezifitdt von CYFRA 21-1 wird mit 90 % angegeben
(Kawaguchi et al. 2000, Yamamoto et al. 1997). Trotz dieser hohen Spezifitat ist der Einsatz
von CYFRA 21-1 als Screeninguntersuchung zum Nachweis des Plattenepithelkarzinoms in
der klinischen Routine wegen der niedrigen Sensitivitat weniger sinnvoll. Der Marker
CYFRA 21-1 scheint aber auch im Hinblick auf die prognostische Aussagekraft ein
bedeutsamer Tumormarker fiir das Plattenepithelkarzinom des Osophagus zu sein. Es muss
aber erwahnt werden, dass fir CYFRA 21-1 in keiner Arbeit bisher eine unabhéngige

prognostische Relevanz belegt werden konnte.

Fur CEA, SCC und CA 72-4 konnte bis jetzt kein Zusammenhang mit der Progression des
Plattenepithelkarzinoms des Osophagus nachgewiesen werden. Zusammenfassend lasst sich
sagen, dass keiner der bis jetzt untersuchten Tumormarker als Screeninguntersuchung fur den

Nachweis des Plattenepithelkarzinoms des Osophagus sinnvoll erscheint.

Neben CEA, SCC, CA 72-4 und CYFRA 21-1 wurden in der letzten Zeit auch im Serum der
Interleukin-2-Rezeptor und der vascular endothelial growth factor (VEGF) (Oka et al. 1999,
Shimada et al. 2001) analysiert. Es zeigte sich, dass ein hoher Interleukin-2-Rezeptor Spiegel
im Serum mit Lymphknotenmetastasen und Fernmetastasen einhergeht, aber keine
Korrelation mit der T-Klassifikation und dem Grading des Tumors aufweist (Oka et al. 1999).
Auch fur den Interleukin-2-Rezeptor konnte kein unabh&ngiger prognostischer Wert
festgestellt werden (Oka et al. 1999). Ein hoher VEGF-Spiegel im Serum ist bei Patienten mit
einem Plattenepithelkarzinom des Osophagus haufiger zu finden als in der Kontrollgruppe
(Shimada et al. 2001). Dieser Marker korreliert mit allen bekannten prognostischen

Parametern der TNM- Klassifikation.

38



Auch in Hinblick auf die Nachsorge sind CYFRA 21-1 und VEGF von Bedeutung. Die
Erhohung des Serumspiegels von CYFRA 21-1 wahrend der Nachsorge operierter Patienten
mit einem Plattenepithelkarzinom des Osophagus ist haufig der erste Indikator fir ein
Rezidiv. In der Nachsorge scheint der CYFRA 21-1 Spiegel bei 50 % der Patienten, bei denen
praoperativ eine Erhohung des Spiegels beobachtet wurde, fir die Erkennung eines Rezidives
hilfreich zu sein (Yamamoto et al. 1997). Nach den vorlaufigen Daten zeigen bei Patienten,
die neoadjuvant behandelt wurden, die Responder einen niedrigen und die Nonresponder
einen erhohten VEGF-Spiegel (Shimada et al. 2001). Responder sind die Patienten, die von
einem multimodalen Therapiekonzept profitieren. Hingegen haben die Nonresponder ein
schlechteres Ergebnis als primédr operierte Patienten. Weitere Studien sind allerdings

winschenswert, da die Erfahrungen in diesem Bereich noch nicht ausreichend sind.

Tab. 23 Tumormarker des Plattenepithelkarzinoms des Osophagus

Plattenepithelkarzinom des Osophagus

Marker Sensitivitat % Friherkennung Prognostische Relevanz Nachsorge

CYFRA21-1 50 R &) 0
VEGF <50 - + +)
SCC <30
CEA <20

-; keine Aussagekraft; (+): fragliche Aussagekraft; +: aussagekréaftig.

5.1.6.2 Tumormarker des Adenokarzinoms des Osophagus

Fur die Friherkennung der Adenokarzinome des Osophagus gibt es keinen sicheren
Tumormarker im Serum. Auch in Hinblick auf die prognostische Aussagekraft und Relevanz
ist kein bedeutsamer Tumormarker zu erkennen. Dies liegt an der Tatsache, dass bis heute
keine publizierten Studien vorliegen, die die Wertigkeit der Serumtumormarker fir die
Adenokarzinome des Osophagus analysieren. Weitere Daten in diesem Bereich sind
winschenswert. Ein erhdhter CEA-Wert liegt bei jedem 5. Patienten mit Fernmetastasen vor.
Eine Untersuchung Uber die Wertigkeit des CEA-Werts im Serum bei den Patienten mit
einem Adenokarzinom zeigte bei etwa 20 % dieser Patienten erhohte CEA-Werte (Kim et al.
1995). Die wenigen Patienten mit Adenokarzinom, die CEA positiv sind, kénnen im

postoperativen Verlauf durch die Bestimmung des Tumormarkers tiberwacht werden.
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5.1.7 Therapeutische Ansatze beim Osophaguskarzinom

Eine frihe Erkennung der Erkrankung ist die beste Moglichkeit, die Prognose zu verbessern.
Bei der Behandlung des Osophaguskarzinoms wird ein multimodales Therapiekonzept
eingesetzt, das die total operative Resektion, die Chemotherapie und die Radiotherapie
beinhaltet. Das Ziel jeder Behandlung sollte in erster Linie die Kuration des Patienten sein.
Bei jeder Behandlung ist zudem die Wiederherstellung der Schluckfahigkeit des Patienten in
zweiter Linie anzustreben. Eine Indikation zur Operation ist bei fast jedem Patienten gegeben.
Nur bei Patienten in einem fortgeschrittenen Stadium, d.h. bei der Infiltration der
Nachbarorgane (T4-Stadium) und bei einer diffusen Fernmetastasierung ist eine radikal
operative Therapie nicht indiziert. In diesem Fall stellt eine Operation als eine rein palliative
Therapie eine oftmals zu groRe Belastung im Verhéltnis zu der kurzen zu erwartenden
Uberlebenszeit des Patienten dar. Patienten in den Stadien I und 1A kénnen unter kurativer
Zielsetzung radikal operiert werden. Bei den primdr nicht operablen Patienten wird durch die
neoadjuvante Radio-/Chemotherapie ein Downstaging erhofft, wodurch ein Teil der Patienten
doch noch mit kurativer Zielsetzung operiert werden kann. Eine postoperative adjuvante
Radio-/Chemotherapie soll die zum Operationszeitpunkt bestehenden Mikrometastasen
eliminieren. Bei fortgeschrittenem Tumorleiden und bei Patienten mit reduziertem
Allgemeinzustand stehen palliative MaBnahmen zur Verfligung. Bei diesen Patienten ist das
endoskopisches Einlegen eines Kunststofftubus oder eines Metallstents, eine Beseitigung der
Stenosen durch wiederholte endoskopische Beamer-/Lasertherapie und eine friihzeitige
Erndhrung Uber PEG (perkutane endoskopische Gastrostomie) oder PSG (perkutane

sonografisch gesteuerte Gastrostomie) anzustreben.
5.1.7.1 Chirurgische Therapie

Die operative Therapie des Osophaguskarzinoms sollte in Zentren mit besonderer Erfahrung
in der Osophaguschirurgie erfolgen, da das Risiko der Operation auch von der Erfahrung des
Operationsteams abhangig ist (Benhidjeb et al. 2001). In einer Studie von 23 Krankenhdusern
in Sld- und Westengland von Juli 1996 bis Juni 1997 wurde gezeigt, dass mit zunehmender
Erfahrung des Operateurs die 30-Tages-Letalitdt um 40 % gesenkt werden kann. Sie fuhrte

damit zu einer verbesserten Uberlebensrate (Bachmann et al. 2002).

Die Prognose von Patienten mit Osophaguskarzinom hangt von der Tumorinfiltration und

vom Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen ab. Nur eine RO-Resektion (radikale
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Tumorentfernung mit dem regionalen Lymphabflussgebiet) kann die Prognose der Patienten
mit Osophaguskarzinom verbessern und ist in den Leitlinien (Arbeitsgemeinschaft der
wissenschaftlichen medizinischen Fachgesellschaften) als die wesentliche VVoraussetzung fur
einen kurativen Behandlungserfolg definiert. Deswegen kommt der préoperativen
Stadieneinteilung des Tumors eine groRe Bedeutung zu. VVor jedem operativen Eingriff muss
das Risiko des geplanten Eingriffs und die Wahrscheinlichkeit einer kompletten
makroskopischen und mikroskopischen Tumorentfernung (RO-Resektion) abgewogen werden.
Die Entscheidung Uber die Operationsindikation bzw. die Indikation zu einer neoadjuvanten
oder rein palliativen Therapie hédngt vom Tumorstadium und dem Allgemeinzustand des
Patienten ab. Im Gegensatz dazu ist das Ausmal} der durchzufiihrenden Lymphadenektomie
von der Lokalisation des Tumors abhangig.

Im Falle der Resektabilitdt besteht die chirurgische Therapie in der subtotalen Resektion des
Osophagus. Das Osophaguskarzinom breitet sich insbesondere intramural in longitudinaler
Richtung aus; deswegen ist fir eine radikale Resektion einen Sicherheitsabstand von

mehreren Zentimetern anzustreben.

Das Osophaguskarzinom wird unter therapeutisch-prognostischen und operationstechnischen
Aspekten klassifiziert. Anhand des Bezugs zum Tracheobronchialsystem wird das
Osophaguskarzinom topographisch-anatomisch in infrabifurkale Osophaguskarzinome
(unterhalb der Trachealbifurkation), suprabifurkale Osophaguskarzinome (oberhalb der
Trachealbifurkation) und Tumore, die auf dem zervikalen Osophagusanteil beschrankt sind
(zervikal) unterteilt. Man grenzt auflerdem die lokal beschrankten, potentiell resektablen
Tumore (T1-3/N0-1/M0) von lokal fortgeschrittenen Tumoren (T3-4/N0-1/MO) ab.

Nach dem neuen Stand der Leitlinien (Arbeitsgemeinschaft der wissenschaftlichen
medizinischen Fachgesellschaft) bzw. nach der Konsensuskonferenz geht man beim
Osophaguskarzinom in Abhangigkeit von der Lokalisation vor. Beim infrabifurkalen
Osophaguskarzinom ist eine subtotale Osophagusresektion mit abdominaler und mediastinaler
Lymphadenektomie (2-Feld-Dissektion) die Therapie der Wahl. In einem fortgeschrittenen
Tumorstadium kann man auch eine subtotale Osophagusresektion mit abdominaler und
mediastinaler Lymphadenektomie (2-Feld-Dissektion) anstreben. Im Stadium T4 ist aber mit

einem erhohten Operationsrisiko zu rechnen.
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Eine subtotale Osophagusresektion mit abdominaler und mediastinaler Lymphadenektomie ist
ebenfalls bei suprabifurkalen Tumoren indiziert. Eine 3-Feld-Dissektion, die auch das
zervikale Kompartiment einschliet, ist in diesem Fall zu bevorzugen, jedoch Kkein

notwendiger Bestandteil der Operation.

Beim zervikalen Osophaguskarzinom liegen noch keine genauen Leitlinien vor. Bezuiglich des

therapeutischen Vorgehens sind weitere Studien wiinschenswert.

Beim thorakalen Plattenepithelkarzinom kann beim hohen Risiko eines transthorakalen
Vorgehens, eine transmediastinale (stumpfe) Dissektion des Osophagus durchgefiihrt werden.
Die stumpfe Dissektion ist aber umstritten, da diese Methode die Anspriiche an einen

chirurgischen-onkologischen Eingriff nicht sicher erfullt.

Eine komplette Tumorresektion ist beim Adenokarzinom des distalen Osophagus bis zum T3
Stadium mit einer grol’en Wahrscheinlichkeit mdglich. Im T4 Stadium kann mittels primérer
Resektion teilweise kein RO-Stadium mehr erreicht werden. Die distalen Adenokarzinome
(Barret Karzinome) werden ebenfalls thorakoabdominal durch die radikale 2-Feld-

Lymphadenektomie behandelt.

Die Kontinuitét der Speisepassage wird durch die Transposition des Magens oder durch eine
Koloninterposition bzw. eine Jejunuminterposition erreicht. Die Anastomose erfolgt
intrathorakal oder extrathorakal im zervikalen Anteil der Speiseréhre (Kollare Anastomose).
Der Magenhochzug ist die bevorzugte Methode zur Rekonstruktion der Speisepassage. Die
Koloninterpositionsmethode ist vor allem dann durchzufiihren, wenn der Magen nicht mehr
zur Verfugung steht. Bei Magenvoroperationen, zum Beispiel beim Zustand nach einer
Gastrektomie, bei Karzinomen des 6sophagogastralen Ubergangs oder bei einer zu hohen
Anastomose, wird eine Koloninterposition durchgefihrt. Ein Jejunuminterponat ist bei
benignen Tumoren, Frihkarzinomen oder bei fortgeschrittenen Tumoren in palliativen
Situationen indiziert. Scheidet der Magen oder Colon aus, kann ein gestieltes
Jejunuminterponat mit einem mikrochirurgischen GefaRanschlull an den cervicalen Gefallen

indiziert sein.

Bei gutem Allgemeinzustand und bei einem lokal begrenzten Osophaguskarzinom (T1-
T2/NO-N1/MO) ist eine en bloc. Osophagektomie mit radikaler 2-Feld-Lymphadenektomie
(abdominal/mediastinal) in der gleichen Sitzung indiziert. Eine 5-Jahres-Uberlebensrate von
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ca. 45 bis 60 % kann nach einer en bloc. Osophagektomie mit radikaler Lymphadenektomie
bei den submukosal gewachsenen Tumoren und von 100 % bei den intramukosalen Tumoren
erreicht werden (Kato et al. 1990, Moghissi 1992, Nabeya et al. 1993, Sugimachi et al. 1993).
Bei Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen Tumorleiden (T3-T4/N1/MOQ) ist wegen der
frihen mediastinalen Infiltration in Anbetracht des Bezugs zum Tracheobronchialsystem und
der Anatomie des hinteren Mediastinums eine kurative Resektion nicht zu erreichen. Bei
diesen Patienten kann ein Downstaging des Tumors durch eine neoadjuvante Radio-
/Chemotherapie erzielt werden. Die neoadjuvante Radio-/Chemotherapie kann den Anteil der
RO-Resektion und das rezidivfreie Intervall erhdhen, sie geht aber haufig mit einer erhéhten
postoperativen Morbiditat und Mortalitat einher (Nakano et al. 2001, Benhidjeb et al. 2001).

5.1.7.2 Radiotherapie

Die Radiotherapie des Osophaguskarzinoms wird als préoperative Radio- oder Radio-/
Chemotherapie, als postoperative Bestrahlung in Kombination mit einer Chemotherapie, als
kurative Therapie oder als palliative Behandlung durchgefuhrt. Die Radiotherapie wird in der
Regel mit anderen therapeutischen Verfahren, insbesondere mit einer Operation und einer
Chemotherapie, kombiniert (Oliver et al. 1990, Diel 1991, Harter 1992, Sargeant et al. 1992,
Coia 1993). Im Gegensatz zum Adenokarzinom, das wenig strahlensensibel ist, fuhrt die
Radiotherapie  beim  Plattenepithelkarzinom oft zu guten Resultaten. Beim
Plattenepithelkarzinom lasst sich durch Strahlentherapie oftmals zumindest eine Teilremission
erreichen. Flr die Radiotherapie stehen zwei Verfahren zur Verfugung: die perkutane oder die
lokale Applikation der Strahlung. Bei der lokalen Applikation wird eine mit 192-Iridium oder
137-Casium beschichtete Afterloadingsonde in den Osophagus eingefiihrt und intraluminal
bestrahlt (Brachytherapie). Bei diesem Verfahren erreicht man eine sehr hohe Lokaldosis im
Zielvolumen. Der Nachteil dieses Verfahrens ist, dass die regionaren Lymphknoten von der
Strahlenaktivitét nicht erreicht werden. Deswegen wird die Indikation fur eine Brachytherapie
sehr selten gestellt (Sander et al. 1991). Die beiden Verfahren kdénnen auch in Kombination
angewandt werden. Fir eine radikale Radiotherapie wird eine Dosis von 50 Gy benétigt. Bei
einer Standardradiotherapie werden tégliche Einzeldosen von 2 Gy fiir 5 Tage pro Woche
Uber insgesamt 5 Wochen eingesetzt (Lambert 1994). Die Nebenwirkungen der
Strahlentherapie (Hautverbrennungen, Leukopenie, Osophagitis oder Osophagusstriktur)
treten erst bei Strahlendosen tiber 60 Gy auf (Barbier et al. 1982).
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5.1.7.2.1 Praoperative (neoadjuvante) Radiotherapie

Mit dem Ziel einer sekundér erreichbaren Resektabilitat bei lokal fortgeschrittenen Tumoren
oder einer Tumorverkleinerung bei primér resektablen Tumoren kommen die neoadjuvanten
Radiotherapieansétzen meist in der Kombination mit einer Chemotherapie zur Anwendung.
Besonders bei lokal fortgeschrittenen Tumoren wurde eine Verbesserung der Uberlebenszeit
beobachtet. Eine Tumorverkleinerung wird in 30-40 % der Falle erreicht. Einige
randomisierte Studien wurden bis heute Uber die neoadjuvante Radiotherapie publiziert
(Arnott et al. 1992, Arnott et al. 2000, Gignoux et al. 1987, Launois et al. 1981, Nygaard et al.
1992). In einer Studie konnte eine Senkung der Lokalrezidivrate nachgewiesen werden, ohne
allerdings eine Verbesserung der Langzeitprognose zu beobachten (Wang et al. 1989). Die
vorhergehenden  Studien mit einer ausreichenden Patientenzahl zeigten bisher
widersprichliche Ergebnisse: einer signifikanten Verbesserung der RO-Resektion steht einer
erhdhten perioperativen Mortalitat bei den neoadjuvant vorbehandelten Patienten gegenuber.
Deswegen kann eine alleinige neoadjuvante Radiotherapie bei Patienten mit
Osophaguskarzinom nicht empfohlen werden (Arnott et al. 2000, Malthaner et al. 2004). Die
Behandlungsvolumina sind der Osophagus einschlieRlich eines cranialen und caudalen
Sicherheitsabstands von ca. 5 cm. sowie die regiondren Lymphknoten. Tégliche
Strahlendosen von 1,8 Gy werden eingesetzt um eine Gesamtdosis von 36- 40 Gy zu

erreichen.
5.1.7.2.2 Postoperative Strahlenbehandlung

Eine adjuvante Radiotherapie kann die eventuell vorhandenen Tumorreste im
Operationsgebiet und in den Lymphknoten eliminieren. Vier Studien wurden tber adjuvante
Therapie nach RO-Resektion publiziert (Fok et al. 1993, Teniere et al. 1991, Xiao et al. 2003,
Zieren et al. 1995). Nur eine Studie zeigte eine Verringerung der Lokalrezidivrate in der
Patientengruppe mit pNO-Status (Teniere et al. 1991). In allen Studien wurde aber von einer
erhdhten Toxizitatsrate berichtet. Nach einer R0O-Resektion verringert zwar die adjuvante
Strahlentherapie die Lokalrezidivrate, sie fihrt aber zu keiner Verldngerung der
Uberlebenszeit. Daher kann eine adjuvante Radiotherapie nach kurativer Osophagusresektion
nicht empfohlen werden. Bei R1- oder R2-Resektion ist hingegen eine postoperative
Radiotherapie zu empfehlen, solange der Allgemeinzustand des Patienten es zuldsst. Die

strahlentherapeutischen Behandlungsvolumina sind wie bei der neoadjuvanten Radiotherapie
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der Osophagus einschlieRlich eines Sicherheitsabstandes von ca. 5 cm. und die regionéren
Lymphknoten. Die Anastomose wird in das Behandlungsfeld einbezogen. Bei der adjuvanten
Radiotherapie werden Einzeldosen von 1,8 Gy verabreicht und eine Gesamtdosis von 50 — 56

Gy angestrebt.

5.1.7.2.3 Palliative Strahlenbehandlung

Die palliative Strahlentherapie wird bei Patienten mit einem lokalen Osophaguskarzinom, die
aufgrund von Nebenerkrankungen oder einem schlechtem Allgemeinzustand nicht operabel
sind, eingesetzt. Bei primér definitiver Strahlentherapie werden Gesamtdosen von 60 — 70 Gy

verabreicht.

5.1.7.3 Chemotherapie

Bereits in den 1970er-Jahren wurde aufgrund der durch die spate Tumorsymptomatik und der
frilhen lymphogenen Metastasierung sehr ungiinstigen Prognose des Osophaguskarzinoms die
pra- und postoperative Systemtherapie in das kurative Konzept des Osophaguskarzinoms
eingesetzt. Eine zytostatische Monotherapie kommt nur bei Patienten mit einem
fortgeschritten Tumorleiden als palliative Therapie zur Anwendung (Lambert 1994). Sonst ist
die Chemotherapie im Rahmen der multimodalen Therapie indiziert. Eine multimodale
Therapie beinhaltet die totale Resektion des Tumors und die adjuvante oder neoadjuvante

Chemo- und Radiotherapie.

5.1.7.3.1 Neoadjuvante (praoperative) Chemotherapie

Eine neoadjuvante (praoperative) Chemotherapie kann zu einer Tumorverkleinerung und
dadurch zu einer Steigerung der RO-Resektionsrate, zur Eradikation und zur Bek&mpfung der
h&ufig vorhandenen okkulten Fernmetastasen fiihren. Aullerdem kann die Wirksamkeit der
Therapie in vivo beurteilt werden. Die Kombination aus Cisplatin und 5-Fluorouracil wird
heute als Standardtherapie der préoperativen Behandlung angesehen. Phase-I11-Studien
zeigen, dass die Kombinationschemotherapie in der Lage ist, signifikante histologische
Veranderungen bei Osophaguskarzinomen hervorzurufen. AuBerdem hat man eine komplette
Remission der Tumorzellen bei 5-10 % der Patienten mit einem Osophaguskarzinom
beobachtet. Die unterschiedlichen Ergebnisse missen in Anbetracht der verschiedenen

Tumorstadien (resektabel / lokal fortgeschritten) und histologischen Entitaten (Plattenepithel-/
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Adenokarzinome) beurteilt werden. Die Kombinationstherapien induzieren bei lokalisierten
Plattenepithelkarzinomen (T1-3/N0-1/M0) eine Remission von 45-70 % (Meyer et al. 2004).
Sechs Studien wurden (ber RO-Resektionsrate nach der neoadjuvanten Chemotherapie
durchgefuhrt (Nygaard et al. 1992, Schlag et al. 1992, Kok et al. 1997, Law et al. 1997, Roth
et all. 1998, Acona et al. 2001). Allerdings konnte nur in einer von sechs Studien eine erhéhte
RO-Resektionsrate nach der neoadjuvanten Chemotherapie im Vergleich zu primarer
Operation gezeigt werden. In den anderen fiinf Studien konnte ein solcher Nachweis nicht
gefiihrt werden. In der Studie von Roth und seinen Kollegen 1998 wurden 19 Patienten mit
alleiniger Operation versus 17 Patienten mit neoadjuvanter Chemotherapie und Operation
verglichen. Die 3-Jahre-Uberlebensrate betrug bei der Patientengruppe mit alleiniger
Operation 5 % und bei der anderen Gruppe mit neoadjuvanter Chemotherapie 25 %. In den
anderen funf Studien konnte dies nicht belegt werden.

Aufgrund  dieser  Ergebnisse  wird eine  prdoperative = Chemotherapie  bei
Plattenepithelkarzinomen nicht als wirksam angesehen und sollte wenn dann nur im Rahmen
einer klinischen Studie in Betracht kommen. In allen Studien war auffallig, dass die

praoperative Vorbehandlung zu keiner erhohten postoperativen Letalitat und Mortalitat fihrte.

Bei den potentiell resektablen Adenokarzinomen (T1-3/N0-1/M0) wird durch die
Kombinationschemotherapie eine Remission von 30-45 % erreicht. Leider sind bisher nur
wenige Untersuchungen zum Adenokarzinom durchgefiihrt worden und die bis jetzt

unterschiedlichen Ergebnisse machen eine abschlielende Beurteilung unmaglich.

Zur praoperativen Chemotherapie beim lokal fortgeschrittenen Osophaguskarzinom (T3-
4/N0-1/M0) stehen nur vereinzelte Studien zur Verfligung. Ausweislich der retrospektiven
Vergleiche mit den chirurgischen Ergebnissen konnte keine prognostische Bedeutung der
neoadjuvanten Chemotherapie bei Patienten mit fortgeschrittenem Tumorleiden nachgewiesen
werden (Stahl et al. 1994).

5.1.7.3.2 Postoperative (adjuvante) Chemotherapie

Die Untersuchung der adjuvanten postoperativen Chemotherapie in vergleichenden Studien
zeigte keine Verbesserung der Uberlebenszeit, so dass sie wenn dann nur im Rahmen von

klinischen Studien empfohlen werden kann (Meyer et al. 2004).
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5.1.7.4 Praoperative (neoadjuvante) kombinierte Radio-/Chemotherapie

Die kombinierte Radio-/Chemotherapie wird seit Jahren in der Medizin eingesetzt. Eine
amerikanische Studie verglich die Kombination von 4 Kursen Cisplatin/5-Fluorouracil und
einer 50 Gy Bestrahlung mit einer alleinigen Radiotherapie von 64 Gy bei Patienten mit
Plattenepithelkarzinom (Cooper et al. 1999). Diese Studie zeigte im Fall einer kombinierten
Radio-/Chemotherapie eine deutliche Verbesserung der lokalen Tumorkontrolle, d.h. eine
maximale Tumorriickbildung bzw. eine Tumorinaktivierung zum Zeitpunkt der Operation,

eine Reduktion der Fernmetastasen und eine Verbesserung des Langzeitiiberlebens.

Die neoadjuvante = Kombinationstherapie  bei  einem  potenziell  resektablen
Plattenepithelkarzinom (T1-3/N0-1/MO0) zeigte in randomisierten Studien eine Verbesserung
der Resektabilitat aber zugleich auch eine erh6hte postoperative Letalitdt (Bosse et al. 1997).
Leider ist aber die gewahlte Kombinationstherapie in allen diesen Studien als suboptimal zu
bewerten (geringe Dosis der Radiatio, nur Monotherapie mit Cisplatin und eine

Unterdosierung des 5-Fluorouracil).

Zum potenziell resektablen Adenokarzinom (T1-3/NO-1/MO0) liegen zwei Phase-111-Studien
vor, die ein verbessertes Langzeitiiberleben bei Patienten mit préoperativer
Kombinationstherapie gegeniiber Patienten mit einer alleinigen chirurgischen Behandlung
zeigen. Diese Tatsache ist darauf zurtickzufihren, dass die Lokalrezidivrate von etwa 40 %
auf 20 % nach multimodaler Vorbehandlung gesenkt wurde. Eine erhdhte postoperative
Letalitat wurde nicht beobachtet (Walsh et al. 1996, Urba et al. 2001).

Langzeitbeobachtungen (Follow-up mindestens 5 Jahre) praoperativer Radio-/Chemotherapie
bei Patienten mit einem lokal fortgeschrittenem Plattenepithelkarzinom (T1-3/NO-1/MO0)
zeigten eine um 25 % erhohte Uberlebensrate nach 5 Jahren im Vergleich zur alleinigen
operativen Behandlung. Allerdings wurde eine erhohte postoperative Letalitdt beobachtet
(Stahl et al. 1996). Eine Kombinationstherapie von Cisplatin/5-Fluorouracil und der 30-45 Gy
Bestrahlung machte bei 85-95 % der Patienten mit lokal fortgeschrittenem Adenokarzinom
(T1-3/NO-1/M0) eine komplette Resektion mdglich, bei 8-30 % der Adenokarzinome wurde
im Resektat kein Tumor mehr nachgewiesen und nach 3 Jahren lebten noch 30-43 % der

Patienten. Auch diese Studie zeigte eine erhdhte postoperative Letalitat (Stahl et al. 1998).
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Insgesamt kann man sagen, dass die praoperative Radio-/Chemotherapie die Chance auf ein
Langzeitiiberleben der Patienten mit einem lokalisierten Osophaguskarzinom verbessert, aber
gleichzeitig die postoperative Letalitat erhoht. Fur Patienten mit lokal fortgeschrittenem und
primar nicht resektablem Osophaguskarzinom scheint die neoadjuvante Radio-

/Chemotherapie eine sinnvolle Therapieoption zu sein.

5.1.7.5 Palliative Verfahren

Palliative Malinahmen werden sowohl bei einem reduzierten Allgemeinzustand als auch zur
Aufrecherhaltung der Nahrungsaufnahme, wenn die Mdoglichkeit einer Resektion nicht
gegeben oder aber eine chirurgische Passagerekonstruktion aufgrund des fortgeschrittenen

Tumorleidens unmaglich ist, eingesetzt.

Fur die palliative Behandlung stehen endoskopisch-interventionelle Techniken zur Verfiigung
(Lambert 2001). Diese endoskopischen Methoden sind weniger belastend fur die Patienten
und sind meist ambulant durchfiihrbar. Die endoskopischen Verfahren werden zurzeit in der
Palliativtherapie des Osophaguskarzinoms routinemaRig eingesetzt (Lambert 1994, Lambert
et al. 1993, Neuhaus 1993, Spinelli et al. 1993, Tytgat 1994). Die Implantation einer
selbstexpandierenden Metallendoprothese ist die beste Methode zur Behandlung der

Dysphagie.

Die Dilatation (Bougierung) der Osophagusstenosen wird haufig durchgefiihrt (Aste et al.
1985). Die Bougierung der Tumorstenosen im Osophagus ist ambulant durchfiihrbar und
wenig belastend fir den Patienten. Der Behandlungseffekt halt allerdings im Durchschnitt
weniger als 2 Wochen an (Parker und Peura 1991). Wiederholungsbehandlungen sind
notwendig. Deswegen ist die Bougierung nur im Zusammenhang mit einer Stentimplantation
und einer Tumordestruktion durch lokale Verfahren im Rahmen palliativer Malinahmen
sinnvoll und ist heute als alleinige Dilatationsbehandlung nicht mehr gebrauchlich.

Die Lasertherapie, die mit dem YAG Laser (Yttrium-Aluminium-Granat-Laser) durchgefihrt
wird (Lambert 2001, Heier et al. 1995), dient zu der Rekanalisation der malignen Stenosen,
zur Beseitigung des Tumorlberwuchses bei Vorliegen eines Stents und zur palliativen
Verkleinerung des Tumors (Barr et al. 1990). Die endoskopische Rekanalisation gilt als

wirkungsvolle PalliativmaRnahme vor allem bei kleineren, stenosierend wachsenden
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Tumoren. Der Nachteil thermischer Verfahren liegt in der Notwendigkeit einer repetitiven

Behandlung bis zum gewi(inschten Wirkungseintritt.

Hochprozentiger Alkohol fiihrt zu einer voriibergehenden lokalen Destruktion des
Tumorgewebes. Die Nachteile dieser Methode sind starke Nebenwirkungen wie z.B.
retrosternale Schmerzen, Entstehung von 0sophagorespiratorische Fisteln, Perforation und
Mediastinitis. Diese Methode benétigt ebenfalls eine relativ hohe mittelfristige

Reinterventionsrate (Chung et al. 1994).

Verschiedene Endotuben aus Kunststoffmaterial oder Metall wurden zur endoskopischen
Tubuslegung angewendet. Der groRe Nachteil der Plastikstents bestand in der hohen Rate an
Komplikationen, vor allem Perforationen, die mit einer hohen Letalitdt verbunden waren
(Fugger et al. 1990). Selbstexpandierende Stents aus Metall wurden in den 1980er Jahren
entwickelt und 1990 eingefuhrt. Sie sind im Vergleich zu den Plastikstents sicherer und
kosteneffektiver (Knyrim et al. 1993). Insofern ist die Stentimplantation im Vergleich zu den
anderen interventionellen Methoden wegen des guten Behandlungserfolgs und der relativ
geringen Komplikationsrisiko zu bevorzugen (Adam et al. 1997, Bartelsman et al. 2000).
Nebenwirkungen der Stents sind druckbedingte Nekrosen, Blutungen oder retrosternale
Schmerzen und Dislokationstendenzen des Stents. Es ist fraglich, ob eine vorhergehende
Radio-/Chemotherapie das Risiko von Stentkomplikationen erhoht. Hierzu liegen
unterschiedliche Ergebnisse vor. Manche Autoren gehen aufgrund retrospektiver
Untersuchungen von einem erhohten Risiko aus, wohingegen andere Studien einen solchen
Zusammenhang verneinen (Kinsman et al. 1993, Raijman et al. 1997). Insgesamt l&sst sich
sagen, dass die Stentimplantation heute die erste Wahl zur Behandlung wvon
Osophagorespiratorischen Fisteln und stenosierenden Tumoren im mittleren oder unteren
Drittel des Osophagus sowie im Bereich der Cardia darstellt (Kozarek et al. 1992, Cusumano
et al. 1992, Goldin et al. 1994, Boyce 1993, Wu et al. 1994).
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5.1.8 Prognose des Osophaguskarzinoms

Das Osophaguskarzinom hat trotz der Fortschritte in der Chirurgie und dem Einsatz
multimodaler  Therapiekonzepte eine schlechte Prognose. Zum  Zeitpunkt der
Diagnosestellung liegen schon bei 50 bis 60 % der Patienten Metastasen vor (Weitensfelder et
al. 1985). Die spontane mittlere Uberlebenszeit von Patienten liegt ohne Therapie nach der
Diagnosestellung bei 6-12 Monaten. Nach Diagnosestellung sterben ungefahr 70 %
unbehandelt im ersten Jahr und die 5-Jahrensuberlebensrate betragt lediglich 3,6-7,7 % (Durst
et al. 1996). Normaleweise wird der Tumor in einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert.
Die globale 5-Jahres-Uberlebensrate ist weniger als 10 %. Bei gutem Allgemeinzustand und
bei einem lokal begrenzten Osophaguskarzinom (T1-T2/NO-N1/MQ) ist eine en bloc.
Osophagektomie mit radikaler 2-Feld-Lymphadenektomie (abdominal/mediastinal) in der
gleichen Sitzung indiziert. Eine 5-Jahres-Uberlebensrate von ca. 45 bis 60 % kann nach einer
en bloc. Osophagektomie mit radikaler Lymphadenektomie bei den submukosal gewachsenen
Tumoren und von 100 % bei den intramukosalen Tumoren erreicht werden (Kato et al. 1990,
Moghissi 1992, Nabeya et al. 1993, Sugimachi et al. 1993). Bei Patienten mit einem lokal
fortgeschrittenen Tumorleiden (T3-T4/N1/MO0) ist wegen der frihen mediastinalen Infiltration
in Anbetracht des Bezugs zum Tracheobronchialsystem und der Anatomie des hinteren
Mediastinums eine kurative Resektion nicht zu erreichen. Bei diesen Patienten kann ein
Downstaging des Tumors durch eine neoadjuvante Radio-/Chemotherapie erzielt werden. Die
neoadjuvante Radio-/Chemotherapie kann den Anteil der RO-Resektion und das rezidivfreie
Intervall erhohen, sie geht aber h&ufig mit einer erhdhten postoperativen Morbiditat und
Mortalitat einher (Nakano et al. 2001, Benhidjeb et al. 2001). Die retrospektive Aufarbeitung
chirurgischer und strahlentherapeutischer Studien ergaben fiir resektable lokalisierte Tumore
eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 10 bis 36 % und fiir Patienten mit fortgeschrittenen, meist
nur bestrahlten Tumoren eine Uberlebensrate von 4 bis 6 % (Wong und Malthaner 2000,
Yang et al. 2003). Der Grund dafir ist eine umfangreiche lokale Invasion, eine friihzeitige
Infiltration benachbarter Strukturen (Aorta, Bronchialtrakt) durch den fehlenden
Serosatiberzug in der zervikalen und der thorakalen Speiseréhre, die frihe lymphogene
Metastasierung in die zervikalen, paraésophagealen, mediastinalen und parapankreatischen
Lymphknoten aufgrund der engmaschigen Versorgung der Speiser6hre mit den Lymphwegen
und die hdufige hdmatogene Metastasierung. Ziele fiir eine hd&matogene Metastasierung sind:

Lunge zu 21 %, Knochen zu 8 %, Niere zu 7 %, Netz zu 5 % und die Nebenniere zu 4 %.
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Lymphogenen Metastasen sind haufiger (60-75 %) als hamatogenen Fernmetastasen (10-50
%) (Buhling et al. 2004).

5.2 Diskussionen von Material und Methodik
5.2.1 DNA Extraktion

Zum Nachweis von Mutationen und genetischen Polymorphismen muss vorher die DNA aus
dem Blut oder aus dem zu untersuchendem Gewebe extrahiert werden. Die DNA Extraktion
passiert nach international standardisierten Methoden und Protokollen.

5.2.2 Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase Kettenreaktion ist die wiederholte Verdopplung von DNA in mehreren
Zyklen. Um DNA auf Mutationen und genetische Polymorphismen zu untersuchen, muss die

DNA vorher vervielféltigt werden.

5.2.2.1 Geschichte der PCR

Kary Banks Mullis hatte 1983 die Idee, DNA durch die wiederholten Verdoppelungen in
mehreren Zyklen unter Zuhilfenahme von DNA-Polymerase kinstlich zu vervielfaltigen. Im
ersten PCR Versuch von Mullis wurde bereits DNA-Polymerase Enzyme in vitro verwendet.
Dies erforderte die Aufteilung der doppelstrdéngigen DNA in zwei Einzelstrange durch
Erhitzen auf 96 °C. Diese hohe Temperatur zerstorte die verwendete DNA-Polymerase, was
eine Erneuerung der DNA-Polymerase nach jedem Schritt erforderlich machte. Deswegen war
dieses erste Verfahren sehr ineffizient und zeitaufwendig. Dieses Problem wurde mit der
Entdeckung von thermostabilen DNA-Polymerasen beseitigt. Diese DNA-Polymerasen
werden von thermophilen Bakterien gewonnen. Diese Art der DNA-Polymerase muss nicht
mehr nach jedem Erhitzen erneuert werden, was eine Automatisierung des Verfahrens

ermaoglicht.

Die in dieser Studie verwendete Tag-Polymerase wurde zum ersten Mal 1980 von dem
russischen Forscher Kaledin entdeckt. Tag-Polymerase wird aus dem Bakterium Thermus
aquaticus gewonnen. Thermus aquaticus gehort zu den warmeliebenden Bakterien und lebt in

Quellen mit einer Umgebungstemperatur von etwa 50-80 °C.
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5.2.2.2 Prinzip der PCR

Die Durchfiihrung einer PCR erfordert folgende Komponenten:

. Die Orginal-DNA: Diese enthalt den Abschnitt, der zu vervielféltigen ist.

. Zwei Primer: Die Primer legen auf den beiden DNA-Strédngen jeweils den Startpunkt
der DNA- Synthese fest. So wird der zu vervielfaltigender Abschnitt von beiden Seiten
begrenzt. Man unterscheidet zwischen Vorwarts- und Rickwartsprimern. Ein Primer
ist eine Spiegelbildkopie eines charakteristischen  Abschnittes aus der
nachzuweisenden DNA-Sequenz. Diese missen zur Basenfolge der zu
amplifizierenden DNA exakt komplementédr sein. Typische Primer sind 15 bis 20
Basen lange Oligonukleotidsequenzen.

. DNA-Polymerase: Die DNA-Polymerase repliziert den festgelegten DNA-Abschnitt
durch Verknupfung der Desoxynukleosidtriphosphate zu einer Kette.

. Pufferlésung: Um die geeignete chemische Umgebung fur die DNA-Polymerase
sicherzustellen, wird eine Pufferldsung bendtigt. Die Pufferlosung stellt die chemische
Umgebung fir die Funktion der DNA-Polymerase sicher.

. Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs): dNTPs sind die Bausteine fiir die Synthese des
DNA-Stranges.

Die PCR besteht aus 25 bis 50 Zyklen, die in einem Thermocycler durchgefihrt werden. Im
Thermocycler laufen die verschiedenen temperaturabhangigen Schritte der PCR
vollautomatisiert ab. Jeder PCR-Zyklus besteht aus drei Schritten. Durch die mehrmalige
Wiederholung der zyklischen Abldaufe wird der zwischen den Oligonukleotiden liegende

Sequenzbereich exponentiell amplifiziert.

1. Denaturierung (Melting): Die DNA besteht aus zwei Einzelstrangen, die durch
Wasserstoffbriicken zwischen Purin- bzw. Pyrimidinbasen miteinander verbunden
sind. Die Spaltung dieser Wasserstoffbriicken zu Gewinnung zweier Einzelstrange
erfordert ein Erhitzen der DNA auf 94-96 °C. Jede PCR beginnt mit einer langeren
Denaturierungsphase. Jedem neuen Zyklus wird ein kirzerer Denaturierungsschritt

von 45 bis 90 Sekunden vorgeschaltet.

2. Primerhybridisierung (primer annealing): Auf die Denaturierungsphase folgt eine
Annealingsphase. Hierzu wird die Temperatur gesenkt. Die Temperatur in dieser
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Phase liegt normalerweise 2 bis 3 °C unter dem Schmelzpunkt der Primer und ist vom
jeweils verwendeten Primern abhangig. Typischerweise liegt die Temperatur
zwischen 50 und 65 °C. In dieser Phase lagern sich die Primer an die komplementaren
DNA-Abschnitte an.

Elongation (Verlangerung, Polymerisation): Das Verfahren wird mit der so genannten
Elongationsphase abgeschlossen. Die Temperatur in dieser Phase hdngt von der
verwendeten DNA-Polymerase ab. Fur die Tag-Polymerase betragt die Temperatur
72 °C. In diesem Bereich kann die Tag-Polymerase am besten arbeiten und zeigt die
hochste Aktivitat. In diesem Prozessschritt nutzt die DNA-Polymerase einen bereits
bestehenden DNA-Strang als Matrize und synthetisiert den komplementaren DNA-
Strang. Die Synthese beginnt am 3"-Ende des angelagerten Primers. Am Ende dieser
Phase liegt eine doppelstrangige DNA vor, die einen alten DNA-Strang und einen neu
synthesierten Strang enthélt. Die Elongation dauert unterschiedlich lang, meistens
zwischen 20 und 90 Sekunden und ist von der DNA-Polymerase und der Lange des

zu vervielfaltigenden DNA-Fragments abhangig.

Die Schritte 1-3 werden 25-40 Mal wiederholt. Das resultierte Gemisch wird bei 4-
8 °C aufbewahrt. Man kann die PCR dber Nacht laufen lassen. Die DNA wird bei

dieser Temperatur nicht beschadigt.
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Abb. 12 Schematische Darstellung des PCR-Zyklus

5.2.3 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese fuhrt zu einer Aufteilung der Molekiile nach ihrer Grofe und
ermoglicht somit den Vergleich mit Strangen bekannter Grolie.

5.2.3.1 Prinzip der Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist eine Analysemethode flir geladene Molekile (z.B. DNA, RNA).
Die zu trennenden Molekiile wandern je nach Ladung und GroRe unterschiedlich schnell
durch ein als Tragematerial dienendes Gel, das innerhalb eines elektrischen Feldes liegt.
Dabei wandern die kleinen negativ geladenen Molekile (Anionen) in Richtung der positiv
geladenen Anode und die grofieren positiv geladenen Molekile (Kationen) in Richtung der
negativ geladenen Kathode. Das als Tragematerial verwendete Gel liegt in einer ionischen
Pufferldsung. In der durchgefiihrten Studie wurde ein Agarose-Gel verwendet. Agarose-Gele

sind relativ groBporig und eignen sich sehr gut fir die Trennung von DNA und
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hochmolekularen Proteinen. Die zu trennenden Molekiile werden nach der Elektrophorese mit
der Hilfe von Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar.

5.2.4 RFLP

Durch das Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-Verfahren, abgekirzt RFLP-
Verfahren, werden Unterschiede zwischen DNA-Sequenzen homologer Chromosome
nachgewiesen. Die Analyse Uber RFLP/PCR ist die sensitivste und spezifischste Methode um
Punktmutationen festzustellen und ermdglicht zusatzlich einen hohen Durchlauf an Proben
(Marsh 1999). Bei dieser Methode kdnnen weniger als ein mutiertes Allel in zehn wildtyp
Allelen erkannt werden (Parsons und Heflich 1997). RFLPs sind im menschlichen Genom
héaufig. Vergleicht man zwei individuelle Chromosome miteinander tauchen Unterschiede in
der Basenpaarung mit einer Haufigkeit von > 1 pro 1000 bp auf (Lewin 1997).

Die DNA-Sequenzen werden als verschiedene Restriktionsfragmentmuster sichtbar. Bei dem
RFLP-Verfahren nutzt man die individuellen Schnittstellen der Restriktionsnukleasen. Die
Restriktionsenzyme sind in der Lage, hochspezifisch die Abfolge bestimmter Basensequenzen
zu erkennen und den DNA-Doppelstrang an dieser Stelle zu durchtrennen, wodurch

Restriktionsfragmente unterschiedlicher L&nge entstehen.

Die genetischen Polymorphismen kénnen zu verdnderten  Schnittmustern der
Restriktionsendonukleasen fiihren. Durch Basenaustausch kann es folglich zu Hinzugewinnen
oder Verlusten von Restriktionsschnittstellen kommen, wodurch sich nach dem
Restriktionsverdau die Lange der DNA-Fragmente vom Wildtyp (Normalsequenz)
unterscheidet. Diese Fragmente lassen sich nach der GréRenauftrennung im Agarose-Gel
durch Anfarbung mit einem Fluoreszenzfarbstoff darstellen. Das RFLP-Verfahren wird zur
Detektion bekannter Basenaustausche sowie zur Bestitigung von neu identifizierten

Mutationen eingesetzt.

Bei der RFLP-Analyse sind gewisse Storfaktoren zu beachten. Zum einem konnen die
Reaktionsansdatze und PCR-Produkte kontaminiert sein. Zum anderen brauchen die
Restriktionsenzyme eine bestimmte Temperatur fr eine optimale Arbeit. Diese Methode ist
somit sehr anféllig fir Temperaturschwankungen. Eine Temperatur unterhalb der Norm kann

dazu fiihren, dass die DNA nicht verdaut wird.
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5.2.5 Statistische Auswertung

Die Kaplan-Meier-Methode basiert auf den individuellen Uberlebenszeiten der Patienten und
ist ein gebrduchliches Verfahren zum Schétzen der Survivalfunktion. Die Survivalfunktion
gibt den Anteil der Personen wieder, die bis zum Zeitpunkt t tberlebt haben. Der Log-Rang-
Test gehort zu den nicht parametrischen Verfahren und ist das Standardverfahren in der
Uberlebenszeitanalyse fir Gruppenvergleiche (Bender et al. 2002). Das Cox-
Regressionsmodell ist die populérste Regressionsmethode zur Analyse von Uberlebensdaten.
Wenn der Effekt mehrerer EinflussgroRen auf eine Zielvariable untersucht werden soll, wird
die Cox-Regressionsanalyse eingesetzt. In der durchgefiihrten Studie wurde diese Methode zu
Analyse des unabhangigen Einflusses des Arg290Arg Polymorphismus mit anderen
Covarianten verwendet. Fir alle Variablen wurden Kreuztabellen erzeugt und die P-Werte
wurden mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests und des Fisher-Exact-Tests berechnet. Die
Assoziation zwischen DNA-Polymorphismus und dem Risiko fir die Entwicklung eines
Osophaguskarzinoms wurde durch die Berechnung des Quotenverhaltnisses (Odds Ratio) und

des 95 %-Konfidenzintervalls abgeschatzt.

5.3 Molekularbiologische Daten tber das Osophaguskarzinom
5.3.1 Bisherige Erkenntnisse

Die Tumorgenese ist ein mehrstufiger Prozess, der entweder mit Aktivierung der Onkogene
oder mit Inaktivierung der Tumorsuppressorgene einhergeht (Lu 2000). Tumorzellen
entstehen durch Verédnderung der Onkogene wund/oder der Tumorsuppressorgene
einschlieBend von Umlagerungen, Amplikationen und Deletionen. Diese Verdnderungen
betreffen meist Proteine, die fur die Kontrolle der Zellproliferation eine zentrale Rolle spielen.
Verénderungen dieser Proteine kdnnen die Entstehung von Tumorzellen begunstigen und/oder
einleiten. Die Identifizierung und Isolierung dieser Gene, deren Expression in von Tumoren
befallenen Zellen im Vergleich zu gesunden Zellen deutlich verandert ist, hat insofern
Anhaltspunkte fur das Verstandnis vieler biologischer Prozesse einschlief3lich neoplastischen

Transformationen geliefert (Wang et al.2008).

Fortschritte in der Medizin haben in den letzten Jahrzehnten erheblich dazu beigetragen, neue
Behandlungsstrategien und -methoden zu entwickeln. Neben dem Alter, der Tumortiefe, dem

Lymphknotenstatus und der Fernmetastasierung wurden viele andere Marker fur das
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Osophaguskarzinom identifiziert, denen verschiedene Bedeutungen bei der Prognose und dem
Verlauf der Krankheit zukommen. Es wurde festgestellt, dass die Expression von
verschiedenen Proteinen wie epidermal growth factor receptor (EGRF), Cyclooxygenase-2
(COX2) und Transforming Growth Factor (TGF B) mit einer kurzen Uberlebenszeit und mit
einer hohen Aggressivitit des Tumors verbunden ist (Kuo et al. 2003, Kulke et al. 2005, Xi et
al. 2005, Fukai et al. 2003, Ikeda et al. 1999).

Maligne Tumoren entstehen als Folge von Verdnderungen verschiedenster zellularer
Regulationsmechanismen. Die Veranderungen in den Regulationsmechanismen flhren
schlie3lich zu ungehemmter Proliferation, infiltrativem Wachstum in gesundes Gewebe und
zu einer Metastasierung des Tumors. Die Entstehung von Tumoren ist ein multifaktorieller
Prozess. Fruhere Studien zeigten, dass bei Tumoren sowohl die Zellzyklusregulation als auch
die Zelltodmechanismen gestdrt sind. Die Stérung der Apoptoseprogramme und der
Zellzyklusregulation spielen eine wesentliche Rolle beim Ubergang vom normalen zu einem
malignen Zellwachstum. Die Stérungen der Proliferations- und Apoptosekontrolle fuhrt zur
Enthemmung der Zellproliferation bei einem schon aufgrund einer genetischen Verénderung
entstandenen Tumor. AulBer der Stérung der Zellzyklus- und Apoptoseregulatoren sind auch
Storungen in den Signalwegen urséchlich fir die Entstehung von Tumoren. Die genetischen
Signalwege, beispielsweise der Signalweg fur die DNA-Reparatur, kontrollieren die
genetische und chromosomale Stabilitat (Wyllie et al. 1999, Scott und Alan 1997).

DNA- Polymorphismen werden immer wieder bei Protein-Expressions-Analysen entdeckt.
Nur wenige genetische Marker sind zurzeit fir ihre klinische Bedeutung evaluiert. Fir die
Kontrolle des Zellzyklus hat die Zelle verschiedene Restriktionspunkte eingerichtet. An den
Restriktionspunkten findet die Uberpriifung statt, bevor die Zelle in die naichste Phase
wechselt. Der Eintritt ruhender Zellen aus der GO-Phase in die G1-Phase und aus der G1-
Phase in die S-Phase wird durch mehrere, konsekutiv wirkende Restriktionspunkte in der G-
Phase vermittelt. Durch diese Restriktionspunkte wird die Progression der proliferierenden
Zelle durch die friihe in die spate G1-Phase und der Ubertritt in die S-Phase reguliert. Wenn
die Restriktionspunkte nicht aktiviert sind, kann die Zelle in die S-Phase tbergehen und die
DNA-Synthese beginnen sowie die spétere M-Phase vorbereiten. Dieser Vorgang wird
engmaschig kontrolliert durch die koordinierte und phasen-spezifische Expression der G1-
Phase-Cycline: D1, D2, D3 und E. Diese Cykline aktivieren die cyclinabhangigen Kinasen
(CDK). Die D-Cykline interagieren mit CDK4 und CDKG6; Cyklin E hingegen mit CDK2. In
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mehreren Schritten phosphorylieren die cyklinabhangigen Kinasen das Rb-Protein. Hierdurch
wird die Repression der Transkriptionsfaktoren wie E2F und c-myc, die die S-Phase
aktivieren, aufgehoben (Evan und Vousden 2001). Viele Studien zeigen, dass eine
Uberexpression von Cyklin D1 eine wichtige Rolle bei der Proliferation von
Osophagustumoren spielt. Insofern konnte es als ein negativer prognostischer Faktor etabliert
werden (Shinozaki et al. 1996, Takeuchi et al. 1996, Mathew et al. 2002, Toyoda et al. 2000,
Anayama et al. 1998).

Die Dysregulation des Zellzyklus hat bei der Entstehung von Tumoren eine zentrale
Bedeutung. Eine Storung des G1-Restriktionspunkts kann in Tumoren durch die Inaktivierung
des p16™“® Gens entstehen (1zzo et al. 2007). P53 induziert bei DNA Schaden und Hypoxie.
P16"™K*? yerhindert die Assoziation von CDK4 und CDK6 mit den D-Typ-Cyklinen. So wird
das Rb-Protein nicht phosphoryliert und fihrt zu einem G;-Arrest. Eine Inaktivierung von
p16™K* kann sich auf verschiedenen Ebenen ereignen. Die Inaktivierung kann durch
homozygote Deletion, durch Punktmutation und/oder durch die Hypermethylisierung von
Promotoren erfolgen. Die Mehrzahl dieser Veranderungen fihrt zu einer verringerten oder zu
einer fehlenden p16"™<** Proteinexpression (Takeuchi et al. 1997). Humane Tumorzellen mit
fehlender p16 ™K Aktivitat sind resistent gegeniiber dem DNA-schadigungsinduzierten
Wachstumsarrest im Vergleich zu Zellen mit einer intakten p16 "<** und Rb Expression und
Funktion (Reed et al. 1996).

AuBer p16 "N spielt auch p27 “""eine Rolle bei der Entstehung von Tumoren. Die Stérung
des spaten Restriktionspunkts ist in der Tumorpathogenese und in der Tumorbiologie von
Bedeutung. In den vorherigen Studien wurde sowohl fiir Verlust von p27*"* als auch fiir
Uberexpression von Cyklin E (Porter et al. 1997, Catzavelos et al. 1997, Xiangming et al.
2000, Donnellan et al. 2001) einen Zusammenhang mit der Entstehung und Prognose des
Osophaguskarzinoms nachgewiesen. Bei einer Uberexpression von Cyklin E kann eine S-
Phaseprogression ausgeldst werden. Der CDK Inhibitor p27"'™* hemmt Cyklin E/CDK2. In
den bisher publizierten Studien konnte gezeigt werden, dass Veranderungen des p27 '™
Proteins mit der Prognose des Osophaguskarzinoms im Zusammenhang stehen. Fiir den
Verlust der p27%'™ Proteinexpression konnte gezeigt werden, dass die Stérung mit einer
schlechteren Prognose einhergeht (Shapiro et al. 1998, Ohashi et al. 1999, Shamma et al.
2000, Sakurai et al. 1998).
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Das p53 Protein ist der Aktivator fur eine grolRe Anzahl von Genen, die an der Regulation des
Zellzyklus und an der Apoptose beteiligt sind. Um der Einfluss des p53 Proteins auf die
Prognose von Patienten mit Osophaguskarzinom einzuschitzen, wurden die Komponenten
des p53 Signalwegs, p53 und die p53 Effektoren, p21°™WAFL und Bax in bereits
durchgefuhrten Studien untersucht. Wenn p53 aktiviert ist, wirkt es durch Aktivierung der
Inhibitoren des Zellzyklus wachstumshemmend bzw. kann die Apoptose induzieren (Kannan
et al. 2001). In vielen Tumoren einschlieRlich des Osophaguskarzinoms wurde eine Mutation
des p53 Gens nachgewiesen (Yasunaga et al. 1999). Die bisher durchgefuhrten Studien Gber
die Rolle des p53 Gens in der Prognose und Tumortherapie bei Patienten mit
Osophaguskarzinom lieferten  unterschiedliche Ergebnisse. In einer Reihe von
Untersuchungen wurde nachgewiesen, dass die p53 Inaktivierung durch eine Mutation oder
durch die Uberexpression des p53 Proteins ein negativer prognostischer Faktor ist (Hollstein
et al. 1990, Shimoyama et al. 1998, Ribeiro et al. 1998, Pomp et al. 1998). Eine Assoziation
zwischen der p53 Mutation und einer schlechten Prognose konnte allerdings in einer Reihe
neueren Studien nicht bestétigt werden (Hardwick et al. 1997, Lam et al. 1997). Im Gegensatz
zu p53 Korrelierte die Inaktivierung beider p53 Effektorgene, d.h. sowohl von Bax als auch
von p21°PWARL “hei den jeweiligen Einzelgenanalysen mit einer schlechteren Prognose der
Patienten (Patel et al. 1997, Hardwick et al. 1997, Sarbia et al. 1994).

5.3.2 ECRG

Molekularbiologische Untersuchungen zeigen, dass genetische Abnormalitaten in
Osophaguskarzinomen vorkommen (Montesano et al. 1996, Lu et al. 1998). Allerdings ist der
genaue Mechanismus der Entstehung des Osophaguskarzinoms noch nicht genau bekannt. Die
meisten vorherigen Studien waren auf die Identifizierung des ECRG1 konzentriert.

ECRGL1 ist ein Tumorsuppressorgen, das in der humanen Speiseréhre nachgewiesen wurde.
Das Gen wurde in den vorherigen Studien mit Hilfe der effizienten Methode mRNA
differential Display identifiziert (Liu et al. 1999). Bei dieser Methode wurde die
unterschiedlichen Genexpressionen zwischen normalem Osophagus und Osophaguskarzinom
verglichen. Vier ECRG1-4 wurden identifiziert. Die Auspragung von ECRG wurde mit der
Hilfe der RT- PCR- Methode (Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion) dargestellt.
Die Auspragung von ECRG zwischen dem normalen Epithel und dem Osophaguskarzinom
war signifikant unterschiedlich. In verschiedenen Tumorgeweben wund in den

Tumornachbargeweben, gewonnen aus der Leber, Lunge, Kolon und Endometrium, wurde die
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Expression des ECRG1 und des ECRG2 mit der RT-PCR-Methode nicht dargestellt, wahrend
das ECRG3 stark exprimiert war. Die ECRG4 Expression war in den Nachbargeweben héher
als in den Tumorgeweben. Man hat angenommen, dass zwischen der Entwicklung und der
Progression des Osophaguskarzinoms und dem ECRG1 und ECRG2 ein kausaler
Zusammenhang besteht (Su et al. 1998).

Das ECRG?2 ist bei Osophaguskarzinomen runterreguliert und beteiligt sich in der Induktion
der Apoptose in den Osophaguszelllinien (Cui et al. 2003). Ein Short Tandem Repeat (STR)
Polymorphismus wurde in Exon 4 des ECRG2 Gens gefunden. Drei STR Genotypen:
TCA3/TCA3, TCA3/TCA, und TCAL/TCA, wurden identifiziert. Der STR Polymorphismus in
Exon 4 des ECRG2 Gens wurde als ein Risikofaktor fiir das Osophaguskarzinom beschrieben.
STR Polymorphismus TCA3/TCA;z in Exon 4 des ECRG2 ist mit einer schlechten Prognose
fir das Osophaguskarzinom assoziiert. Das ECRG2 Gen scheint eine Rolle in der
Entwicklung des Osophaguskarzinoms spielen (Blessmann et al. 2007, Yue et al. 2004, Kaifi
et al. 2007).

Das ECRG1 wurde mit Hilfe der Polymerase Kettenreaktion und der Northen Blot Methode
im normalen Osophagus Gewebe, in Colon, Leber und Lunge entdeckt. Das Gen war aber in
den Tumorgeweben und besonders im Osophaguskarzinom Gewebe runterreguliert. Das
ECRG1 hemmt in vitro und in vivo die Tumorzellproliferation (Wang et al. 1998).
Bioinformatische Untersuchungen zeigten, dass das Protein, das vom ECRG1 verschlusselt
ist, zur Familie der Serin Proteasen gehdrt (Netzell et al. 2003). Das ECRGL1 Protein beteiligt
sich an den proteolytischen Reaktionen, die fir eine Vielzahl von physiologischen und
pathologischen Prozessen von essenzieller Bedeutung sind (Rawlings et al. 1994). Die
Regulation dieser Prozesse ist nicht nur fiir Matrix Remodelling wichtig, sondern auch fir die
Regulierung des Wachstums und fur die Differenzierung durch Aktivierung und/oder
Freisetzung von funktionell unterschiedlichen Effektormoleklen, einschlieBlich Zytokinen,
Wachstumsfaktoren und Zelloberflachenrezeptoren. Dartiber hinaus wurde die Beteiligung
vieler Serin Proteasen, zu denen auch das ECRG1 zahlt, wahrend Phasen der
Tumorsuppression  dokumentiert (Hooper et al. 1999). Das ECRG1 ist ein
Transmembranprotein. Bioinformatische Analysen zeigen, dass das von dem ECRG1 kodierte
Protein 40 % homolog zur humanen Serin Protease ist. Es wurde festgestellt, dass das ECRG1
Protein vor allem aus einer a-helix aus 30 % Aminosduren, einer zufalligen Windung aus 46

% Aminosduren und einem Verlangerungsstrang aus 18 % Aminoséuren besteht. Das ECRG1
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Protein hat hydrophile Eigenschaften. Die a-helix besteht aus 21 N- terminalen Aminoséuren.
Das ECRGL1 Protein besitzt eine serin phosphorylierte und eine glykolysierte Seite (Wang et
al. 2008).

Das p16 "™K* _Gen reguliert die Zellproliferation in beiden G1/S und G2/M
Restriktionspunkten. Eine zuvor durchgefiihrte Studie zeigte, dass das ECRG1 und die durch
das ECRG1 verschlusselten Fusionsproteine die Tumorzellproliferation sowohl in vivo als
auch in vitro hemmen. In dieser Studie wurde nachgewiesen, dass die Expression des ECRG1
zu einem Zellzyklus Arrest in der G2/M Phase fiihren. Das p16 "*** -Gen scheint fiir die
Vermittlung des Zellzyklus Arrests in der G2/M Phase durch die Expression des ECRG1

mitverantwortlich zu sein (Wang et al. 2008).

Eine ECRG1 Uberexpression kann das Zellwachstum hemmen und einen G1 Zellzyklusarrest
und eine P15™K* Expression durch Interaktion mit Miz-1 (Myc- interacting zinc finger
protein) induzieren. Diese Ergebnisse fihrten zu der Annahme, dass Veranderungen im
ECRGL eine wichtige Rolle in der Tumorgenese spielen. In einer Studie wurde das ECRG1
in eine NIH3T3 Zelle transfiziert. Die Expression des ECRGL1 in diesen Zellen hat eine Reihe
von Veranderungen verursacht. Diese Veranderungen beinhalten die Transformation der
Zellmorphologie, den Zellzyklusarrest in der G1/S Phase und eine eindeutige
Beeintrachtigung der Zellproliferation. In dieser Studie wurden auch die Verédnderungen der

Telomeraseaktivitat von p21 und p16 "NK*

in den Zellen untersucht. Eine Verminderung der
Telomeraseaktivitat und eine Erhéhung der p21 Expression wurden durch die Induktion des
ECRG1 hervorgerufen, wahrend keine Veranderung in der p16 "™** Expression beobachtet

wurde (Nianxi et al. 2006).

In einer anderen Studie hat man mit der Hilfe eines konfokalen Mikroskops festgestellt, dass
das ECRG1 mit Miz-1 im Zellkern colokalisiert ist. Die Transfektion des ECRG1 in den
Speiseréhretumorzellen hemmte die Tumorzellproliferation und induzierte einen G1/S Phase
Arrest. Bei der Cotranfektion des ECRG1 und des Miz-1 in die Tumorzellen wurde ebenfalls
eine Inhibition der Zellproliferation und der G1/S Phase festgestellt. In diesem Fall wurde
eine starkere Zellproliferation- und G1/S Phasen-Hemmung im Vergleich zur getrennten
Transfektion des ECRG1 oder des Miz-1 in die Tumorzellen induziert. Zudem kann die
Interaktion des ECRG1 und der Miz-1 die Expression des p15™*" Gens in
Osophaguskarzinomzellen induzieren. Allerdings hat die getrennte Transfektion des ECRG1

und der Miz-1 keine Expression des p15™*** Gens gezeigt. Die Transfektion von Miz-1

61



alleine konnte auch keine Expression des 15™%*’ Gens induzieren. Die Ergebnisse dieser
Studie liefern Hinweise, dass das ECRG1 und das Miz-1 in den Osophaguskarzinomzellen
mit der Regulation des Zellzyklus und der Expression des p15™*** Gens assoziiert sind. Sie
weisen darauf hin, dass ECRG1 die Tumorzellproliferation durch Wirkung auf den Zellzyklus
hemmt. Die Expression des p15™K** Gens fordert wahrscheinlich den Zellzyklusarrest
wéhrend der Interaktion des ECRG1 und der Miz-1. In dieser Studie konnte man nachweisen,
dass die Interaktion des ECRG1 und der Miz-1 eine wichtige Rolle in der Entwicklung des

Osophaguskarzinoms spielt (Zhao et al. 2004).
5.4 Diskussion der Ergebnisse
5.4.1 DNA- Polymorphismus und die Ergebnisse dieser Studie

In einer vor kurzem durchgefiihrten Studie wurde das ECRG1 identifiziert. Drei SNPs
lokalisiert in den Exons 3, 8 und 9 wurden gefunden. Das SNP in dem Exon 8 flihrt zu einem
Arg—GlIn Aminosdure Austausch am Codon 290. Das Ergebnis sind drei Variationen
290Arg/Arg, 290Arg/GIn und 290GIn/GIn. Es wurde vermutet, dass die Variationen des SNPs

im ECRG1 die Entwicklung eines Osophaguskarzinoms beeinflussen.

In dieser Studie wurden insgesamt 107 Patienten mit Osophaguskarzinom und 100 gesunde
Personen untersucht. Insgesamt 5 Patienten wurden aufgrund fehlerhafter Follow-up-Daten
aus der Studie ausgeschlossen. In der durchgefuhrten Studie wurde die Rolle des SNPs
(Arg290GIn) im ECRG1 auf die Entwicklung des Osophaguskarzinoms und auf die Prognose
der Patienten mit dem Osophaguskarzinom in der europaischen Bevélkerung untersucht. Die
statistischen Analysen mit dem Cox-Regressionsmodell zeigten, dass die Patienten mit dem
Genotyp Arg/Arg eine signifikant schlechtere Prognose haben. Die Analysen ergaben eine
signifikante Assoziation zwischen dem 290Arg/Arg Genotyp und einem hoheren Risiko fur
die Entwicklung eines Osophaguskarzinoms im Vergleich zu Patienten mit einem 290GIn
Allel (p=0,011). Das Quotenverhéltnis (Odds Ratio) betrug beim Vorhandensein des
290Arg290 Genotyps 1,77 (CI 1,01 — 3,10). Aus diesen Ergebnissen konnte geschlossen
werden, dass der 290Arg/Arg Genotyp ein Risikofaktor fiir die Entstehung eines
Osophaguskarzinoms ist und mit einer schlechteren Prognose einhergeht. Es konnte in der
Cox-Regressionsanalyse  festgestellt werden, dass der DNA-Polymorphismus ein
unabhangiger prognostischer Faktor fiir das Uberleben ist (p=0,046). Die Anwesenheit eines
GIn Allels ist ein unabhangiger prognostischer Faktor fiir das Uberleben und geht mit einer
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signifikant glnstigeren Prognose einher (p=0,012). AulRerdem waren das Alter, das Grading
und die Tumorinvasionstiefe unabhingige Faktoren fiir das Uberleben der Patienten. In dieser
Studie konnte die Lymphknotenmetastasierung in der multifokalen Analyse nicht als
unabhéngiger prognostischer Faktor identifiziert werden. Diese kann durch eine enge

Assoziation der Lymphknotenmetastasierung mit der Tumorinvasionstiefe erklart werden.
5.4.2 Diskussion der klinischpathologischen Daten

In dieser Studie wurde auch der mdgliche Einfluss der klinischpathologischen Daten wie
Alter, Geschlecht, Tumorinvasionstiefe, Lymphknotenmetastasierung und die histologische
Differenzierung des Tumors in der Prognose der Patienten mit Osophaguskarzinom

untersucht.

Die bereits dargestellten Ergebnisse mit Hilfe des Log-Rang-Tests zeigten, dass die Prognose
der Patienten mit Osophaguskarzinom von mehreren Faktoren abhangig ist. Diese Faktoren
beinhalten das Alter, die Lymphknotenmetastasierung, die Tumorinvasionstiefe, das
Tumorstadium und das Grading. Es wurde nachgewiesen, dass die Patienten mit einem
hoheren Lebensalter eine schlechtere Prognose als jiingere Patienten haben (p=0,034). Bei
den Patienten mit Lymphknotenmetastasen wurde eine schlechtere Prognose beobachtet
(p=0,024). Ein fortgeschrittenes Tumorstadium ist mit einer schlechteren Prognose verbunden
(p=0,046). AuBRerdem geht ein undifferenzierter Tumor mit einer schlechteren Prognose
einher (p=0,047). Die Analysen mit dem Cox-Regressionsmodell zeigten, dass das Alter, die
Tumorinvasionstiefe und die histologische Differenzierung des Tumors unabhangige Faktoren

fur das Uberleben der Patienten sind.

Insgesamt kann postuliert werden, dass ein hoheres Lebensalter, ein Nachweis von
Lymphknotenmetastasen, ein fortgeschritteneres Tumorstadium und ein undifferenzierter
Tumor Faktoren sind, die mit einer schlechteren Prognose des Osophaguskarzinoms
einhergehen. Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Faktoren sind das Geschlecht der

Patienten und die Histomorphologie des Tumors keine prognostisch relevanten Faktoren.
5.4.3 Vergleich der Studien

Die festgestellten Ergebnisse der hier durchgefiihrten Studie weichen von den Erkenntnissen
aus der Studie von Li und seinen Kollegen, die an asiatischen Patienten durchgefihrt wurde,

ab. In der Studie von Li und seinen Kollegen wurden zwei Populationen ausgewdhlt.
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Extrahierte DNA-Proben von 80 Patienten mit Plattenepithelkarzinom des Osophagus aus
dem Linxian, ein Gebiet in Nordchina mit erhohtem Risiko fiir Osophaguskarzinome, wurden
zur Darstellung von SNPs im ECRG1 verwendet. Die Fallkontrollstudie bestand aus 998
Patienten mit Plattenepithelkarzinom des Osophagus und 1252 gesunden Kontrollpersonen.
Die hier vorliegende Studie wurde in einer européischen Bevdlkerung durchgefuhrt. 107
Patienten mit Osophaguskarzinom und 100 gesunde Personen wurden in diese Studie
eingeschlossen. Histologische Untersuchungen ergaben 41 (38,8 %) Adenokarzinome und 66

(61,7 %) Plattenepithelkarzinome des Osophagus.

Die Fallkontrollstudie der chinesischen Bevoélkerung wurde durchgefiihrt, um den
Zusammenhang zwischen dem 290Arg/GIn Polymorphismus und der Anfalligkeit fur das
Entstehen des Plattenepithelkarzinoms des Osophagus zu tiberpriifen. Die Auswirkung der
ECRG1 Genotype wurde auBerdem fur potentielle Variablen wie Alter, Geschlecht, Rauchen
und histologische Differenzierung der Tumore untersucht. Flr Personen, die mindestens ein
290GlIn Allel (290Arg/GIn oder 290GIn/GIn Genotyp) hatten, bestand ein erhéhtes Risiko flr
die Entwicklung eines Plattenepithelkarzinoms des Osophagus. Personen mit mindestens
einem 290GIn Allel haben dieser Studie zufolge ein 1,23 Fach hoheres Risiko fir die
Entwicklung eines Osophaguskarzinoms als Personen mit dem homozygoten 290Arg/Arg
Genotyp. Ein signifikant erhdhtes Risiko wurde fur Raucher, die die Trager mindestens eines
290GlIn Allels waren, festgestellt. Eine multiplikativ gemeinsame Wirkung wurde zwischen
den ECRG1 290GIn/GIn oder 290Arg/GIn Genotypen und Zigarettenrauchen beobachtet.
Unter den Nichtrauchern waren die Genotype 290GIn/GIn oder 290Arg/GlIn nicht mit einem
erhdhten Risiko assoziiert. Es wurde auBerdem beobachtet, dass das Risiko fur die
Entwicklung eines Plattenepithelkarzinoms im Einklang mit der kumulativen Dosis bei
Rauchern steigt. Daruber hinaus schien die Wirkung der ECRG1 Genotype 290GIn/GlIn oder
290Arg/Gln als ein Risiko fir die Entwicklung eines Plattenepithelkarzinoms mehr bei den
méannlichen als die weiblichen Probanden ausgepréagt zu sein. Es wurde kein Zusammenhang
zwischen ECRG1 Genotypen und histologischer Differenzierung des Plattenepithelkarzinoms
und dem Geschlecht der Patienten gefunden. Das zweifach erhohte Risiko fir
Osophaguskarzinom bei Rauchern mit mindestens einem 290GIn Allel im Vergleich zu
Nichtrauchern ist ein gutes Beispiel fur die Gen-Umwelt-Interaktion bei der Genese des

Osophaguskarzinoms (Li et al. 2006).
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Nach der hier durchgefuhrten Studie an europdischen Patienten haben die Patienten mit dem
290Arg/Arg Genotyp ein erhohtes Risiko fir die Entwicklung eines Osophaguskarzinoms und
eine signifikant schlechtere Prognose. Ein hoheres Lebensalter, ein Nachweis von
Lymphknotenmetastasen, ein fortgeschritteneres Tumorstadium und ein undifferenzierter
Tumor sind weitere Faktoren, die mit einer schlechteren Prognose des Osophaguskarzinoms
einhergehen. Eine mogliche Assoziation vom Genotyp 290Arg/Arg und Zigarettenrauch

wurde nicht untersucht.

Der Unterschied zwischen der hier vorliegenden Studie und der vor kurzer Zeit
durchgefuhrten Studie in China Uber die Rolle des ECRG1 in der Entwicklung und der
Prognose des Osophaguskarzinoms in den chinesischen und europiischen Populationen
konnte verschiedene Grunde haben. Die unterschiedlichen Ergebnisse dieser zwei Studien
konnten daran liegen, dass in der hier durchgefiihrten Studie Patienten sowohl mit
Adenokarzinomen als auch mit Plattenepithelkarzinomen untersucht wurden. In dieser Studie
stellte sich jedoch die Histomorphologie des Tumors als statistisch nicht signifikanter Faktor
heraus. Im Gegensatz dazu wurde in der chinesischen Studie die Rolle des ECRG1 nur in der
Entwicklung und Prognose des Plattenepithelkarzinoms des Osophagus analysiert. Andere
Faktoren wie die genetische Differenzierung und Umweltfaktoren in den verschiedenen
ethnischen Gruppen koénnten bei der Entstehung von unterschiedlichen DNA-

Polymorphismen im ECRGL1 eine Rolle spielen.

Die zwei Studien Uber die Rolle des ECRG1 in der Entwicklung und Prognose des
Osophaguskarzinoms in der chinesischen und europaischen Bevolkerung missten zukiinftig
zur Uberprifung der Ergebnisse erneut durchgefiihrt werden. Durch zusitzliche Studien
konnten die eventuell vorkommenden Fehler in der Studie von Li und Kollegen und in der
hier vorliegenden Studie bzw. in beiden Studien ausgeschlossen werden. Durch den Vergleich
der erneut durchgefilhrten Studien konnten die jetzigen Resultate Gber den DNA-
Polymorphismus im ECRGL1 in der chinesischen Studie und in der hier vorliegenden Studie
bestéatigt oder abgelehnt werden.

In den zwei genannten Studien wurden zwei unterschiedliche ethnischen Gruppen untersucht.
Menschliche Populationen konnen sich genetisch voneinander unterscheiden. Obwohl alle
Menschen derselben Spezies angehoren, besteht innerhalb von ethnischen Populationen eine
gewisse, wenn auch kleine Varianz. Diese interindividuelle genetische Variabilitét ist fir die

Unterschiede in den duf’eren Merkmalen wie z.B. Hautfarbe, Grélie und Gestalt zustéandig.
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Aullerdem sind Unterschiede in den Blutgruppenmerkmalen, Transplantationsmerkmale und
in den Mutationen, die zu genetischen Erkrankungen fuhren, zu finden. Diese Unterschiede
sind auf Differenzen in den Allel- H&ufigkeiten in verschiedenen Bevolkerungen
zuriickzufuhren. Bevolkerungsgruppen, die durch verschiedene Merkmale miteinander
korrelieren, werden als ethnische Gruppen bezeichnet. Eine ethnische Gruppe ist eine mehr
oder weniger isolierte Gruppe von Menschen, die sich von anderen Gruppen im Genpool
wesentlich  unterscheidet. Die Ausbildung genetischer Differenzierung zwischen
menschlichen Bevdlkerungen kann von natirlichen Selektionsfaktoren der Vergangenheit
abhangen. Anderseits kann die genetische Differenzierung auf zuféllige Prozesse bei der
Vererbung der Allele basieren oder durch die zuféllige Verteilung der Allele in den
Populationen hervorgerufen werden. Diese unterschiedliche genetische Differenzierung
konnte erklaren, warum bestimmte ethnische Gruppen anfalliger fur manche Krankheiten

sind.

Wie in dieser vorliegenden Arbeit beschrieben wurde, sind an der Entstehung des
Osophaguskarzinoms mehrere genetische Veranderungen beteiligt. Darliber hinaus spielen
Umwelteinflusse wie der Lebensstil oder der Kontakt mit krebserzeugenden Substanzen eine
wichtige Rolle. Beim Osophaguskarzinom kann das Erkrankungsrisiko von einer
Kombination aus genetischer Veranlagung und aus Umweltfaktoren abhangig sein. Zum
Beispiel konnen Umweltfaktoren, die einen geringen Einfluss in der Gesamtpopulation haben,
ein erhdhtes Risiko flr Menschen mit einer bestimmten genetischen Veranlagung darstellen.
Die unterschiedlichen Umweltfaktoren in der chinesischen und europdischen Bevolkerung
und die unterschiedlichen Lebensgewohnheiten der zwei Bevolkerungsgruppen,
beispielsweise die unterschiedliche Erndhrung, kénnten fir die unterschiedliche Bedeutung
der DNA-Polymorphismen in der Studie von Li und seinen Kollegen und in der hier

vorliegenden Studie verantwortlich sein.

Die hier vorliegende Studie ist die erste Studie, die den Einfluss des DNA- Polymorphismus
im ECRGL1 auf der Entstehung des Osophaguskarzinoms und auf die Prognose der Patienten
mit Osophaguskarzinom in einer europaischen Bevélkerung untersucht, so dass zurzeit keine
vergleichbaren Ergebnisse vorhanden sind. Weitere Studien (ber die Rolle des ECRG1 im

Osophaguskarzinom sind wiinschenswert.
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6. Zusammenfassung

ECRGL1 ist ein vor kurzem entdecktes Tumorsuppressorgen. Das ECRG1 hat einen Einfluss
auf die Regulation der Zellproliferation und des Zellzyklus. In der vorliegenden Arbeit wurde
die Rolle des SNP 290Arg/GIn bei der Entstehung des Osophaguskarzinoms und bei der
Prognose der Krankheit in der européischen Bevolkerung untersucht. 107 Patienten wurden in
dieser Studie aufgenommen. Die DNA der Patienten wurde extrahiert und auf einen
Polymorphismus im ECRG1 (290Arg/Arg, 290Arg/Gln, 290GIn/GIn) mit der Hilfe der PCR-
Methode und der Gelelektrophorese untersucht. Der 290Arg/Arg Genotyp wurde bei 51 (47,7
%) Patienten, der 290Arg/GlIn bei 49 (45,8 %) und der 290GIn/GIn Genotyp bei 7 (6,5 %)
Patienten gefunden. Das Gesamtliberleben fiir Patienten mit 290Arg/Arg Genotyp betrug 17,0
Monate, flr Patienten mit 290Arg/GlIn Genotyp 30,8 Monate, fiir Patienten mit 290GIn/GlIn
Genotyp 39,9 Monate. In dieser Studie konnte man feststellen, dass der 290Arg/Arg
Polymorphismus ein Risikofaktor fir die Entwicklung eines Osophaguskarzinoms und ein
signifikant unabhangiger prognostischer Faktor fiir das kiirzere Uberleben der Patienten ist.
Der 290Arg/Arg Polymorphismus im ECRG1 ist mit einer schlechten Prognose nach
kompletter operativer Resektion von Patienten mit Osophaguskarzinom assoziiert. AuRerdem
gehen ein hoheres Lebensalter, ein Nachweis von Lymphknotenmetastasen, ein
fortgeschritteneres Tumorstadium und ein undifferenzierter Tumor mit einer schlechteren
Prognose des Osophaguskarzinoms einher. Im Gegensatz zu den Erkenntnissen der hier
vorliegenden Studie haben die Erkenntnisse der Studie in der chinesischen Bevolkerung
gezeigt, dass die Personen mit mindestens einem 290GIn ein hdheres Risiko flr die
Entwicklung eines Osophaguskarzinoms als die Personen mit dem homozygoten 290Arg/Arg
Genotyp haben. Geht man davon aus, dass beide Studien zutreffend sind, so ist es
wahrscheinlich, dass die unterschiedlichen Ergebnisse entweder auf der genetischen Varianz
zwischen  den untersuchten  Bevdlkerungsgruppen, auf den  unterschiedlichen
Umwelteinflissen den diese Bevdlkerungsgruppen ausgesetzt sind oder aber auf einer

Kombination dieser Faktoren beruhen.

Die Bedeutung des DNA-Polymorphismus im ECRGL1 in der Entwicklung und der Prognose
des Osophaguskarzinoms besonders in unterschiedlichen ethnischen Gruppen muss in der
Zukunft weiter evaluiert werden. Weitere Prozesse sind fir die Beurteilung des Potentials der
Ergebnisse in dieser Studie und ihrer moglichen Bedeutung als ein neuer Startpunkt fur die

adjuvante oder neoadjuvante Therapie erforderlich.
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