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1 Einleitung

1.1 Hintergrund

1.1.1 Plattenepithel- (SCC) und Adenokarzinome (AC) des Osophagus
Das Osophaguskarzinom (EC) ist ein hochaggressiver Tumor und weltweit eine hiufige

Todesursache. Uber Jahre war die Standardtherapie des lokal begrenzten
Osophaguskarzinoms ausschlieBlich chirurgisch. Das mediane Uberleben ist auch unter
Einsatz von multimodalen Therapiekonzepten noch unbefriedigend. Eine klare Evidenz
zur stratifizierten Therapie dieser Patienten liegt bislang nicht vor, da die
Studienergebnisse hierzu kontrovers diskutiert werden. [1-6]. Das statistische 5-Jahres-
Uberleben betroffener Patienten hat sich in den letzten Jahrzehnten zwar deutlich
verbessert, ist jedoch mit Raten um 25% nach wie vor als ausgesprochen schlecht
einzustufen [7-10]. Die Tumorinvasionstiefe und der Lymphknotenstatus konnten
bereits als prognostische Parameter fiir das Auftreten von Rezidiven und die
Uberlebensprognose  identifiziert werden [11]. Aber 20% der histologisch
Lymphknotennegativen Patienten entwickeln dennoch ein systemisches Rezidiv. Bei

den Lymphknotenpositiven Féllen sind es bis zu 90% [12].

Fiir die Prognose des Krankheitsverlaufs existieren keine etablierten Marker, ebenso
wenig flir die Auswahl einer spezifischen multimodalen Therapie. Eine spezifische
Zuordnung der Therapiecoptionen bedarf einer exakten Einteilung in individuelle
Risikoprofile. Anforderungen an einen solchen Faktor sind leichte Bestimmbarkeit, vom
Tumorgewebe unabhéngige Verfiigbarkeit und genetische Stabilitdt auch unter einer
moglicherweise bereits durchgefiihrten, z.B. chemotherapeutischen Therapie. Ebenfalls
sollte der Marker reproduzierbar und untersucherunabhingig sein. Genetische
Variationen der Keimbahn-DNS konnten als stabile Prognosemarker bei Karzinomen

verwendet werden. [13-16].

Diverse Studien haben gezeigt, dass Keimbahn-Polymorphismen mit einer individuellen
Disposition gegeniiber verschiedenen Malignomarten einhergehen [14-19]. Beziiglich

der Prognose von Erkrankung existieren bislang aber noch wenige Daten [20, 21].

Hoffhung auf Prognoseverbesserung bietet die sogenannte ,, Targeted Therapy®, die eine

Anwendung von Medikamenten beinhaltet, welche individuelle Tumoreigenschaften
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wie z.B. Expression von Wachstumsfaktoren oder deren Rezeptoren zielgerichtet

beeinflussen [22-24].

1.1.2 Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR)
Der EGFR ist eine Tyrosinkinase, welche eine wichtige regulatorische Funktion in

Signalketten ausiibt, die fiir das Uberleben, die Migration und Gewebsregeneration von
Zellen eine entscheidende Bedeutung haben [24, 25]. Er gehort zur erbB-Genfamilie,
die bereits als ,,Target“ fiir neuartige Therapien bei neoplastischen Erkrankungen
beschrieben wurde [26]. Derzeit sind Behandlungsmethoden dieser Art hauptsédchlich
fiir das nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom (NSCLC), Plattenepithelkarzinome der
sogenannten ,,Head & Neck — Gruppe® und kolorektale Karzinome beschrieben- und
gepriift worden. Eine #hnliche Wirkung kénnte bei AC und SCC des Osophagus
vorliegen [27-32].

Molekularbiologische Analysen haben gezeigt, dass AC und SCC des Osophagus in
hohem MaBle EGFR exprimieren [33-36]. Derzeit gibt es vier zugelassene Substanzen,
die als monoklonale Antikorper oder Kinaseinhibitoren diesen Rezeptor blockieren [24,
37, 38]. Bislang existieren lediglich wenige-, meist kleine Studien zu fortgeschrittenen
Krankheitsstadien und mit dem Einsatz der Substanzen als ,,Second Line* Behandlung

des EC. Die beschriebenen Ansprechraten reichen von 10-90% [39-42].

Der EGFR-Status eines Tumors wird in der Regel mittels Immunhistochemie (IHC)
oder Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) ermittelt. Hierbei kann jedoch
methodenbedingt der reale Aktivierungsgrad oder die Regulation der
Rezeptorexpression nicht objektiv dargestellt werden [33, 35, 43-46]. Die Transkription
des EGFR-Gens ist von zwei bekannten genetischen Regulatoren (,,Enhancer)
abhingig [47, 48]. Einer davon befindet sich auf dem als Intron-1 bezeichneten
Abschnitt, welcher in enger Nachbarschaft zu einem CAn-Repeat-Polymorphismus
(CA-SSR-1) liegt. Vorangegangene Studien konnten belegen, dass ein reziprokes
Verhiltnis zwischen der CA-SSR-1 Lénge und der EGFR-Proteinexpressionsrate
besteht [25, 48-50]. CA-SSR-1 wurde bereits als prognostischer Faktor fiir verschiedene
Tumoren identifiziert [51-55]. Zuletzt berichteten Huang & Tiseo et al. liber den
pradiktiven Wert von CA-SSR-1 bei Patienten mit kleinzelligem Bronchialkarzinom

und Gefitinib-Therapie [56, 57].
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In anderen Studien wurde der mittels oben beschriebener Methoden (IHC & FISH)
ermittelte EGFR-Status von EC-Patienten bereits als Marker fiir ein schlechtes Outcome
identifiziert [33-36]. Die untersuchten Gruppen waren dabei stets relativ inhomogen
bezogen auf die therapeutischen Methoden. Die genaue Rolle des genannten

Langenpolymorphismus beim EC wurde nicht untersucht.

1.1.3 Hamoxygenase-1
Das induzierbare Isoenzym der Himoxygenase (HO) ist die Himoxygenase-1 (HO-1).

Diese ist klassifiziert als Hitzeshockprotein-32 (HSP32). Sie ist das Produkt des
Héamoxygenase-1 Gens (HMOX-1), welches auf Abschnitt 22q12 des menschlichen
Chromosomensatzes positioniert ist. Die HO-1 spielt unter anderem eine wichtige Rolle

beim Zellschutz und fiir die Homdoostase [58].

Tumor Supressor Genen (TSG) wie p53 und p21 ist eine wichtige Rolle fiir die
Beeinflussung der Entwicklung eines EC nachgewiesen. Die biologischen
Eigenschaften der HO-1 sind von Bedeutung fiir Regulation und Funktion von p53 und
p21 [59-61].

In vorangegangenen Studien wurde bereits gezeigt, dass das Enzym ebenfalls eine Rolle
bei Entstehung und Verlauf von malignen Tumorerkrankungen spielt [62, 63]. Der
Einfluss scheint dabei tumorspezifisch zu sein; Abhéngig vom Erkrankungstyp kdnnen

tumorprotektive aber auch -supportive Eigenschaften vorliegen [64-69].

Die quantitative Ausschiittung von HO-1 ist eng assoziiert mit einem GTn-
Liangenpolymorphismus in der Anfangsregion des HMOX-1 Promoters. Kurze
Sequenzen (SGTn) fiihren zu einem hohen-, lange Sequenzen (LGTn) zu einem
niedrigen Proteinexpressionslevel [70]. In gleicher Weise wie oben fiir die HO-1
beschrieben, konnten auch direkte Zusammenhidnge zwischen unterschiedlichen GTn-
Langen und dem Verlauf von (Tumor-)erkrankungen nachgewiesen werden. Auch hier
zeigen sich wieder krankheitsspezifisch gegensétzliche Effekte [71-73]. Beispielsweise
geht das genotypische Vorhandensein eines SGTn-Allels beim malignen Melanom mit
einem hoheren Erkrankungsrisiko einher, wéhrend beim Plattenepithelkarzinom des
Mundbodens (OSCC) protektive Effekte kurzer GTn-Sequenzen zum tragen kommen
[68, 71, 73].
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1.2 Ziel der Arbeit

Ein direkter und unabhdngiger Einfluss der Keimbahnpolymorphismen in den
codierenden Genabschnitten fiir die HO-1 und den EGFR auf den Verlauf des EC wurde
bislang nicht untersucht. Diese Studie analysiert eine homogene Patientengruppe,
welche neben der chirurgischen- keine weitere neoadjuvante oder adjuvante Therapie
erhalten hatte. So kann unverfélscht der natiirliche Krankheitsverlauf nach kompletter
Resektion beobachtet werden. Dazu wurden die Resultate der molekularbiologischen
Analyse mit den klinisch-pathologischen Parametern, dem Status moglicherweise

vorhandener disseminierter Tumorzellen (DTC) und dem Uberleben verglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign und Patienten

Diese Studie wurde vom Ethikkomitee der Arztekammer Hamburg gepriift und
zugelassen. Sdmtliche Patienten haben nach entsprechender Aufklidrung schriftlich in
die Entnahme und Verwendung der EDTA-Blutproben zu wissenschaftlichen Zwecken
eingewilligt. Die erhobenen Daten der HMOX-1-Gruppe stammen von 297 retrospektiv
ausgewdhlten Personen mit primdrem EC, welche in einem Zeitraum von 10 Jahren in
der Abteilung fiir Allgemein- Viszeral- und Thoraxchirurgie am Universitdtsklinikum
Hamburg-Eppendorf operiert worden waren. Die Tumorentitdt war in allen Féllen
histologisch gesichert, die Resektionsrdnder tumorfrei (RO) und keiner der Patienten

hatte eine (neo-)adjuvante Chemotherapie erhalten.

In gleicher Weise wurden die Daten der EGFR-Gruppe von 241 Patienten mit primérem
EC erhoben, welche in einem Zeitraum von 7 Jahren in der Abteilung fiir Allgemein-
Viszeral- und Thoraxchirurgie am Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf operiert
worden waren. Die klinisch-pathologischen und therapeutischen Eigenschaften waren

identisch mit denen der HMOX-1-Gruppe.

2.2 Klinisch-pathologische Daten

Alle Daten wie histologische Klassifikation, Tumorinvasionstiefe, Lymphknoten-
metastasierung und Erkrankungsstadium waren prospektiv dokumentiert. Ein Rezidiv
wurde definiert als Entwicklung von lokalem Tumorwachstum sowie Entstehung von
Fernmetastasen nach vorangegangener RO-Resektion. Die klinischen Daten im
postoperativen Uberwachungszeitraum wurden iiber eine Befragung der Hausirzte, in
unserer Ambulanz, aus den Patientenakten oder dem regionalen Krebsregister erhoben.
Fiir die Definition des rezidivfreien Uberlebens (DFS) wurden die entsprechenden
Patienten am Tag der Diagnosestellung des Rezidives, am Todestag oder am Tage des
letzten Follow-Up zensiert, je nach dem was zuerst eintrat. Als Sterbedatum fiir die
Uberlebensanalyse wurde der reelle Todestag oder das Datum des letzten erfolgten
Follow-Up definiert, je nach dem was zuerst eintrat. Der Beginn des
Uberlebenszeitraums wurde als der Tag der Operation definiert. Patienten die beim

letzten Follow-Up noch ohne Rezidiv am Leben waren wurden ebenfalls zensiert.
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2.3 Experimentelle Techniken

2.3.1 Extraktion von Leukozyten DNS aus vendosen EDTA-Blutproben
Im ersten Schritt wurde Patienten-DNS mittels einer standardisierten Methode

(,,QIAamp Blood Tissue Kit“, Qiagen’; Hilden, Deutschland) aus den in EDTA-

Blutproben enthaltenen Leukozyten extrahiert und gereinigt.

2.3.2 Amplifikation durch Polymerase Ketten Reaktion (PCR)
Zur Vervielfdltigung eines entsprechenden Genabschnitts welcher die gesuchte

CAn/GTn-Sequenz enthidlt wurde die PCR eingesetzt. Fiir HMOX-1 wurde als Sense-
Primer ,,OXY-F* (5’-AGAGCCTGCAGCTTCTCAGA-3’) und als entsprechender
Antisense-Primer ,,0XY-RL™ (5~ ACAAAGTCTGGCCATAGGAC-3") ausgewdhlt.
Fir EGFR wurden ,,EG-F-Fam"™ (5’-fam-GTTTGAAGAATTTGAGCCAAACC-3")
und EG-R (5’-CGAAGCCAGACTCGCTCATG-3’) gewdhlt. Die mit Stern versehenen
Primer waren fiir die spdtere Auswertung in der Kapillarelektrophorese
fluoreszenzmarkiert.

Die PCR fiir die Fragmentldngenanalyse erfolgte in einem 25ul Ansatz bestehend aus
0,25ul extrahierter DNS, 2,5ul ,,10x PCR Buffer IV* (ABgene®; Epsom, Surrey, UK),
4ul ANTP (1,25mM) OXY-F/OXY-RL" bzw. EG-F-Fam /EG-R Primer und 1,25ul Tag-
Polymerase aufgefiillt mit destilliertem und gereinigtem H,O.

Die PCR-Bedingungen waren wie folgt: 95°C fiir 2 Minuten, dann 40 Zyklen mit 95°C
fir 1 Minute, 55°C fiir 30 Sekunden, 72°C fiir 1 Minute, gefolgt von einer
abschlieBenden Extensionsphase mit 72°C fiir 2 Minuten.

Die PCR fiir die spitere Gensequenzierung der EGFR-1 Proben erfolgte in einem 20ul
Ansatz bestehend aus 3,0ul extrahierter DNS, 2,0ul Puffer (ABI 5x Sequencing
Buffer), 4,0ul ABI BigDye Dideoxyterminators Sequencing Mix V1.1°) und einem
nicht fluoreszenten OXsFs-Primer (5’-GGGTTGCTAAGTTCCTGATG-3’) mit
Denaturierung bei 95°C fiir zwei Minuten gefolgt von 30 Zyklen mit 95°C fiir 45
Sekunden, 50°C fiir 10 Sekunden und 60°C fiir vier Minuten. Das Produkt wurde mit
dem QIAquick PCR purification kit (Quiagen®) gereinigt und mittels automatischer
Sequenzierung (ABI3110) analysiert.

Fiir die EGFR Proben erfolgte zunédchst die Amplifikation mit dem nicht-fluoreszenten

Primer EG-F1 (5’-AGAGCTCATCCTGGCCAACA-3’) und EG-R bei gleichen PCR-
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Bedingungen wie oben beschrieben. Das Produkt wurde ebenfalls mit dem QIAquick
PCR purification kit (Quiagen®) gereinigt und mittels automatischer Sequenzierung

(ABI3110°) analysiert.

2.3.3 Fragmentanalyse durch Gel- bzw. Kapillarelektrophorese
Zunichst erfolgte nun eine klassische Elektrophorese des PCR-Produktes mit einem

2,5%-Agarosegel zur Erfolgskontrolle. Die Fragmentlingenbestimmung erfolgte mittels
Kapillarelektrophorese auf dem Abi Prism Genetic Analyzer® unter Verwendung des
folgenden Ansatzes: 40ul Formamid (HIDI, Applied Biosystems®, California, USA),
0,2ul Genescan-500-ROX Standard sowie 0,1-2,0ul PCR-Produkt (Die ausgewihlte
Menge richtete sich nach einer analogen Einschétzung der iiber die Gelelektrophorese

ermittelten Bandenqualitdt), welches zuvor bei 94°C fiir 2 Minuten denaturiert wurde.

2.3.4 Definition von Referenzfragmenten durch Gensequenzierung
Die Léange der CA/GTn-Repeats wurde errechnet aus dem Verhéltnis der jeweiligen

Gesamt-Fragmentlingen zur Lénge jeweils zweier Referenzfragmenten aus zuvor
mittels Gensequenzierung untersuchten homozygoten DNS-Proben. Referenzmarker
waren zwei Proben mit 23 und 30 GTn-Repeats fir HMOX-1 sowie 16 und 20 CA-
Repeats fiir CA-SSR-1.

Die Einteilung in kurze (<25=SGTn) und lange (=25=LGTn) Allele (HMOX-1), sowie
kurze (<17=SCAn) und lange (=18=LCAn) Allele (EGFR-Gen) erfolgte in Anlehnung

an das zuvor von anderen Autoren praktizierte Vorgehen [73, 74].

2.3.5 Aufsuchen disseminierter Tumorzellen (DTC)
Die bereits etablierte Prozedur der Detektion mikroskopischer Tumorzelldissemination

wurde im Verlauf der Datenerhebung iiber Jahre durch das Institut fiir Tumorbiologie
am Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf (Prof. Dr. med. Pantel) begleitend nach
hausinternem Standard durchgefiihrt [75]. Sie beginnt mit der Aspiration von 4-8ml
Knochenmarkspunktat aus dem rechten Beckenkamm der Patienten als erstem Schritt
wihrend des operativen Eingriffs zur Entfernung des Tumors. Durch die Beigabe von
Heparin wird eine Gerinnung des Materials verhindert, welches dann im Labor
weiterverarbeitet werden kann. Durch Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll-
Hypaque (Pharmacia®, Freiburg, Deutschland) bei 400g fiir 30 Minuten lassen sich die

mononukleare Zellen isolieren. Diese wurden dann bei Raumtemperatur mittels
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Zytozentrifugation bei 150g fiir drei Minuten auf einen Glastrdger appliziert. Zur
Identifikation der Tumorzellen setzte man den monoklonalen Antikdrper A45-B/B3
(IgGl; Micromet’, Miinchen, Deutschland) ein, der ein Epitop verschiedener
Zytokeratine einschlieBlich der Zytokeratine 8, 18 und 19 erkennt. Als Kontrolle wurde
unspezifisches IgG1 benutzt. Die visuelle Darstellung erfolgte in APAAP-Technik und
Gegenfarbung mit Mayer’s Hamétoxylin. Um die Proben auf das Vorhandensein von
disseminierten Tumorzellen zu screenen, wurde der automatische Zell-Imager

ChromaVision (Medical Systems® Inc., California, USA) eingesetzt.

2.4 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSSe fiir Microsoft Windows®
(SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA). Zur Identifizierung einer Korrelation zwischen
GTn-Fragmentldngen und den klinisch-pathologischen Parametern wurde der Chi-
Quadrat-Test genutzt. Die Uberlebenskurven wurden nach der Kaplan-Meier-Methode
erstellt und mittels Log-Rank-Test analysiert. Fiir die multivariate Analyse zur Priifung
des CA-SSR-1 und des Lingenpolymorphismus im HMOX-1 Promoter als
unabhingigen prognostischen Faktor wurde die Cox-Regressionsanalyse verwendet.
Die Signifikanzgrenze wurde wie iiblich bei p-Werten <0,05 im bidirektionalen Test

gesetzt.
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3 Ergebnisse

3.1 GTn-Polymorphismus im HMOX-1 Promoter

3.1.1 Charakteristika der untersuchten Studienpopulation

Eingeschlossen wurden insgesamt 297 Patienten mit malignen Tumoren der
Speiserohre. Das durchschnittliche Lebensalter betrug 62,6 Jahre in einem Bereich
zwischen 34,5 und 81,7 Jahren. Der iiberwiegende Anteil der Patienten war mit 241
(81,1%) ménnlichen Geschlechts, entsprechend 56 (18,9%) Personen weiblich. Bei
allen Patienten erfolgte eine histologisch gesicherte RO-Resektion bei zum Zeitpunkt
der Operation fehlenden soliden Metastasen. Trotzdem waren 57 (19,2%) der Félle als
MI Kklassifiziert, da lymphatische Fernmetastasen vorlagen. Die histologische Diagnose
eines AC lag bei 145 (48,8%), die eines SCC bei 152 (51,2%) der untersuchten
Personen vor. Eine adjuvante- oder neoadjuvante Therapie war nicht durchgefiihrt
worden. In 166 (55%) Fillen war der DTC-Status bestimmt worden, davon in 65
(39,2%) als positiv. Der homozygote LL-Genotyp fand sich in 42 (14,1%) Patienten, SL
in 200 (67,3%) Féllen und bei 55 (18,5%) Personen war ein SS-Genotyp vorhanden.
Tabelle 1 zeigt die Charakteristika der gesamten Studienpopulation auf, geordnet in

zwei Gruppen fiir das AC und SCC.
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SCC

AC

Variable ges. LL

Alter (Lj.)

14 (20.3) 46 (66.7)
9 (10.8)

LK-Stat.
neg. 3
(5.1)

pos. 20
(21.5)

Grading

G1 8 1
(12.5)

G2 102 13
(12.7)

G3 42 9
(21.4)

SL

57 (68.7)

38
(64.4)

35
(69.9)

4
(50)

69
(67.6)

30
(71.4)

8S

9 (13)
17 (20.5)

18
(30.5)

8
(8.6)

(37.5)

20
(19.6)

7.1)

p-Wert

0.17

<0.001

0.16

ges. LL SL SS

p-Wert

53 7(13.2) 36(67.9) 10 (18.9)

92  12(13) 61(66.3) 19(20.7) 0.9

45 12(26.7) 29(64.4) 4(8.9)

100 7(7) 68(68) 25(25) 0.001

9  1(11.1) 8(88.9) -
61  11(18) 40 (65.6) 10 (16.4)
75  7(9.3) 49(65.3) 19(25.3) 0.2

DTC
neg. 46 1
(2.2)
pos. 32 9
(28.1)

29
(63)

23
(71.9)

16
(34.8)

<0.001

55 9 (16.4)

41(745)  5(9.1)

33 1(3) 23(69.7) 9(27.3) 0.02

Tabelle 1:

Parametern (Klammern in %)

Patientendaten und Korrelation von GTn mit klinisch-pathologischen
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3.2 [Ergebnisanalyse

Die drei genannten Genotypen wurden mit den klinisch-pathologischen Parametern
korreliert. Dabei fdllt auf, dass sich die Expressionsrate der HO-1 im Falle der zwei
histologisch verschiedenen Tumorqualititen am gleichen Zielorgan unterschiedlich
auswirkt. Beim SCC war ein starker Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein
eines langen Repeats (LL- oder SL-Genotyp) und einem aggressiveren Tumorwachstum
bzw. groferen Tumor zu verzeichnen. Ebenso lag in diesen Fillen statistisch eine
hohere Rate an Lymphknotenmetastasen (regional & fern) und DTC vor. Auffillig war,
dass keiner der SS-Alleltriger zum Zeitpunkt der Operation DTC aufwies und lediglich
bei unter 10% dieser Personen eine lymphatische Tumoraussaat vorlag. Ebenfalls
weniger als 10% dieser Subpopulation erlitten im Nachbeobachtungszeitraum ein

Rezidiv.

Im Gegensatz dazu scheint das Vorhandensein eines kurzen Allels (SS- oder SL-
Genotyp) bei den untersuchten AC mit einer maligneren Tumorbiologie
vergesellschaftet zu sein. Hier waren es diese Patienten, die groBere Tumore, mehr
Lymphknotenmetastasen und eine hohere DTC-Rate aufwiesen. Patienten  mit
homozygot langen Allelen hingegen brachten lediglich in 7% der Fille
Lymphknotenmetastasen, und in 3% DTC hervor. Entsprechend war hier die
Rezidivrate mit ebenfalls unter 10% recht gering. Die vollstdndigen Daten sind als

Ubersicht in Tabelle I aufgefiihrt.

3.2.1.1 GTn-Sequenzlinge und klinisches Outcome

Eine sinnvolle Uberlebensanalyse war fiir 21 (7,1%) der Patienten nicht durchfiihrbar,
da diese perioperativ verstorben waren. Sie wurden daher aus der Statistik
herausgenommen. Von den iibrigen 276 Personen verstarben 207 (75,0%) wihrend des
Beobachtungszeitraums und 172 (62,3%) hatten ein Rezidiv. Analog zu den klinisch-
pathologischen Parametern zeigte sich auch hier ein gegensitzlicher Effekt der
Allelkonfiguration auf das rezidivfreie Uberleben (DFS) und das Gesamtiiberleben (OS)
bei AC und SCC.

Die Kaplan-Meier-Analyse fiir das SCC zeigt eine deutliche Zunahme des OS und DFS,
je mehr kurze GTn-Sequenzen genotypisch vorhanden waren (Abb. la/b und Tabelle

3+4). Im Gegensatz dazu verhélt es sich beim AC genau umgekehrt (Abb. 2a/b und
Tabelle 3+4).
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Schlieft man die bei Operation als M1 klassifizierten Félle aus und unterteilt die
Studienpopulation in Gruppen mit und ohne Lymphknotenmetastasen, so kommt man
zu dhnlichen Ergebnissen. Die SCC Patienten profitieren beim Gesamt- und
rezidivfreien Uberleben von der Abwesenheit langer GTn-Sequenzen (Abb. lc-f und
Tabelle 3+4). Wie auch in den zuvor beschriebenen Auswertungen zeigt sich das
gegensitzliche Verhalten der AC (Abb. 2¢-f und Tabelle 3+4). Bei der geringen Anzahl

untersuchter Personen waren in den Subgruppen nicht alle Ergebnisse signifikant.

SCC AC
GTn n Median  95%ClI p-Wert n Median  95%ClI p-Wert
ges. 140 16 10.5-21.6  <0.001 ges. 136 16.5 13.4-19.6  <0.001
LL 23 91 8.1-10.1 LL 19 484 39.4-57.4
SL 95 16.6 10.3-23 SL 92 16.4 13.3-19.6
SS 22 4538 36.4-55.2 SS 25 93 2.1-16.6
NOMO 52 457 19.4-71.9 NOMO 39 459 38.2-53.5
LL 2 12 - 0.2/0.006 LL 11 55.5 46.8-64.2  0.3/0.01
SL 34 32 17.6-46.4 SL 25 4338 34.1-53.5
SS 16  53.5 45.2-61.9 SS 3 12 7.7-16.3
N1MO 63 10.6 6.1-15.0 N1MO 71 14.5 11.8-17.3
LL 13 7.6 5.2-10.0 0.007/0.9 LL 6 334 11.1-55.8 0.1/0.01
SL 46 14.0 6.9-21.1 SL 49 14.7 11.4-18.0
SS 4 19.0 8.6-29.4 SS 16 9 2.7-15.3

Tabelle 3: GTn und rezidivfreies Uberleben (in Monaten)

SCC AC

GTn n Median  95%CI p-Wert n Median  95%CI p-Wert

ges. 140 154 11.3-19.5 <0.001 ges. 136 21.6 16.8-26.4  <0.001

LL 23 9.6 3.1-16.1 LL 19  50.0 41.9-58.1

SL 95 15.5 10.2-20.8 SL 92 19.3 12.8-25.9

SS 22 544 24.2-84.5 SS 25 15.5 1.8-29.9

NOMO 52  36.5 22.1-51.0 NOMO 39 47.8 40.5-55.2

LL 2 75 0-16.5 0.02/0.05 LL 11 60.7 55.2-66.1  0.03/0.2
SL 34 271 11.2-43.0 SL 25 442 24.8-63.5

SS 16 455 34.8-56.2 SS 3 23.3 20.0-26.6

N1MO 63 10.3 6.6-14.0 N1MO 71 18 13.5-22.5

LL 13 9.0 6.5-14.2 0.1/0.3 LL 6 27.3 14.5-40.2 0.3/0.007
SL 46 10.3 6.5-14.2 SL 49 19.3 12.3-26.4

SS 4 12.5 0-28.3 SS 16 9.9 1-19.5

Tabelle 4: GTn und Gesamtiiberleben (in Monaten)
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Abbildung 1: HO-1 und das SCC des Osophagus
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Abbildung 2: HO-1 und das AC des Osophagus
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3.2.1.2 GTn als unabhingiger prognostischer Faktor

Die teils hochsignifikante Korrelation von GTn mit dem klinischen Verhalten der
untersuchten Fille im Bezug auf das gesamt- und rezidivfreie Uberleben veranlasste
mich, eine Analyse der Rolle von GTn als diesbeziiglich unabhingigem préadikativem
Faktor nach erfolgter Osophagusresektion durchzufiihren. Mittels Cox-Regression
untersuchte ich das vorliegen eines signifikanten Risikos fiir klinisch-pathologische
Parameter wie Alter, Geschlecht, Tumorgrof3e, Lymphknotenstatus, Grading und GTn-
Genotyp. Der DTC-Status wurde bei der Auswertung nicht beriicksichtigt, da dieser
nicht fiir alle Patienten vorlag und so den Ausschluss von 68 (44,7%) Personen aus der

SCC-Gruppe und 53 (36,6%) Personen aus der AC-Gruppe zur Folge gehabt hitte.

Letztlich ergab die Analyse, dass der GTn-Allelotyp ein starker prognostischer Faktor
fiir das Auftreten von Rezidiven und Tod beim Osophaguskarzinom ist. SS-Patienten
hatten ein 80% niedrigeres Risiko fiir ein Rezidiv und ein 70% geringeres Risiko zu
sterben, verglichen mit Trigern eines LL-Allels. Der Unterschied erschien dhnlich
zwischen LL- und SL-Patienten, erreichte aber in dieser Studie keine statistische

Signifikanz (Tabelle 5).

Im Gegensatz stehen die Ergebnisse bei den AC-Patienten. Hier hatten SS-Triger ein
mehr als vierfach erhdhtes Risiko fiir Rezidiventstehung und Tod als die LL-Patienten.
Hier zeigten auch die SL-Typen gegeniiber den LL-Typen ein statistisch signifikant
verdoppeltes Risiko bei der Rezidiventstehung und ein dreifaches Risiko zu versterben

(Tabelle 5).

Von den tibrigen Faktoren konnte lediglich der Lymphknotenstatus mit signifikanten p-
Werten als prognostischer Faktor fiir das Gesamt- und rezidivfreie Uberleben bei SCC

und AC bestitigt werden (Tabelle 5).
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SCC AC
Rezidiv Tod Rezidiv Tod
Variable HZ 95%Cl p- HZ 95%Cl p-Wert HZ 95%Cl p-Wert HZ 95%Cl p-Wert

0.5-1.2 0.3

LK-Stat.

neg. vs. 2. . <0.001 . <0.001 . 1.8-5.7 <0.001
pos.

Grading

G1 vs. 1. . 09 0321 07 . . 2 04-39 08
G2

G1 . 09 04-24 09 . . .6 08-88 0.1
G3

Tabelle 5: Multivariate Analyse fiir Rezidivrate und Tod (GTn)
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3.3 CA-SSR-1 Polymorphismus beim EGFR-Gen

3.3.1 Charakteristika der untersuchten Studienpopulation
Eingeschlossen wurden 241 Patienten. Der Altersdurchschnitt lag bei 62,8 Lebensjahren

im Bereich zwischen 34,5 und 85,1 Jahren. Der Grof3teil der Patienten war mit 192
(79,7%) mainnlich. Alle Patienten hatten eine vollstindige chirurgische
Osophagusresektion erhalten, wobei die Resektionsrinder histologisch sicher tumorfrei
waren (RO). Es bestand kein Anhalt fiir solide Fernmetastasen. Wegen vorliegender
nichtregionaler Lymphknotenmetastasen wurden 23 (9,5%) Patienten trotzdem als M1la
klassifiziert. Ein AC lag in 123 (51%), ein SCC in 118 (49%) der Fille vor. Keiner der
Patienten war (neo-)adjuvant therapiert worden. Etwa 70% der Personen waren auf
DTC gescreent, wobei in 29,9% dieser Fille ein positiver Befund vorlag. Bezogen auf
die oben definierten Grenzen fand sich bei 57 (23,7%) der Patienten ein LL-Genotyp,
116 (48,1%) waren SL-Triager und die verbleibenden 68 (28,2%) hatten zwei kurze
Allele. Die Spezifikationen der Gruppe sind 7abelle 2 zu entnehmen.
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gesamt AC SCC
Variable N LL SL SS p-wert LL SL SS  p-wert LL SL SS p-wert
oot 241 57 116 68 30 53 40 27 63 28
g (100)  (23.7) (48.1) (28.2) (24.4) (43.1) (32.5) (22.9) (53.4) (23.7)
Geschl.
e 192 37 97 58 23 45 32 14 52 26
©(79.7)  (64.9) (836) (85.3) (76.7) (84.9) (80) (51.9) 82.5) (92.9)
. 49 20 19 10 7 8 8 13 11 2
webl- 503y  (35.1) (16.4) (147) 9000 (233) (151) (0) OO 48.1) (17.5) (7.1) 9001
Alter (Lj.)
wo 116 27 59 30 13 24 13 14 35 17
48.1)  (47.4) (50.9) (44.1) (43.3) (45.3) (32.5) (51.9) (55.6) (60.7)
o 125 30 57 38 . 17 29 21, 13 28 11 o
(51.9)  (526) (49.1) (55.9) (56.7) (54.7) (67.5) 48.1) (44.4) (39.3) &
Tumorgr.
o1 38 21 14 3 12 8 1 9 6 2
(158)  (36.8) (12.1) (4.4) (40) (15.1) (2.5) (33.3) (95) (7.1)
otz 76 18 42 16 10 24 14 g 18 2
(315)  (31.6) (36.2) (23.5) (33.3) (45.3) (35) (29.6) (28.6) (7.1)
or3 110 18 55 37 8 20 18 10 35 19
456)  (31.6) (47.4) (54.4) (26.7) (37.7) (45) (37) (55.6) (67.9)
pTa 7 - 5 12 <0001 - A T <0001 - A5 0001
(7.1) (4.3) (17.6) (1.9) (17.5) (6.3) (17.9)
LK-Stat.
oonty 7 38 29 10 17 12 6 21 17 4
g (32) (66.7) (25) (14.7) (56.7) (22.6) (15) (77.8) (27) (14.3)
. 164 19° 87 58 13" 41 34 6 46 24
positiv. gg) 333) (75 (©53) 0001 433) (77.4) @5 0 (202) (73) g57) <009
M1a
ooaty 218 54 108 56 28 49 33 26 59 23
93tV 905)  (94.7) (93.1) 82.4) (93.3) (92.5) (82.5) (96.3) (93.7) (82.1)
ositv 22 3 8 12 403 2. 4 T o2 o4 3 o1
P (9.5) 53) (6.9) (17.6) ©7) 75 (175 ° 3.7) (63) 817.9)
Grading
o 25 8 12 5 > 4 3 6 8 2
(10.4) (14)  (10.3) (7.4) 6.7) (75) (7.5) 222) (127) (7.1)
ey M9 34 60 25 17 19 9 17" 41 16
49.4)  (59.6) (51.7) (36.8) (56.7) (35.8) (22.5) (63) (65.1) (57.1)
97 15 44 38 11 30 28 4 14 10
G3 402  (263) (379) (559) %02  (367) (s66) (70) 298 (148) (222) @57) O3
Rezidiv
. 71 29 20 11 17 13 5 14 16 6
nein 95  (52.7) (26.9) (17.2) (56.7) (26.5) (13.9) (56) (27.1) (21.4)
. 156 2% 79 53 13" 36 31 1 43 22
B 647y @73 (731) 828) 0091 (433) (735) (86.1) 900 44) (72.9) (786) %01
DTC
a6 32 48 16 16 20 9 16 28 7
93tV 398)  (82.1) (56.5) (36.4) (84.2) (57.1) (36) (80) (56) (36.8)
72 7 37 28 3 15 16 4 22 12
POSIV 599)  (17.9) 435) (636) 0001 (158) (429) 64) 0%  (20) (a4) g32) 092
Tumortyp
118 27 63 28
SCC 49 (47.4) (54.3) (41.2)
123 30 53 40
AC 51)  (52645) (7) (58.8) O
Tabelle 2: Patientendaten und Korrelation von CA-SSR-1 mit klinisch-pathologischen

Parametern (Klammern in %)
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3.3.2 Ergebnisanalyse
Die drei definierten genotypischen Gruppen des Lidngenpolymorphismus wurden mit

den klinisch-pathologischen Parametern korreliert. Tumorgrofe, Lymphknotenstatus,
DTC und die Rezidivrate zeigten eine enge Assoziation mit der ermittelten
Fragmentldnge. Es zeigte sich ein signifikant steigendes Risiko von LL- {iber SL- bis zu
den SS-Genotypen, einen biologisch zunehmend malignen Tumor auszubilden. LL-
Patienten hatten eher kleine Tumoren und keine Lymphknotenmetastasen oder DTC.
Die Rezidivrate war signifikant niedriger als bei Tridgern von SL- oder SS-Allelen.
Zwischen den SL- und SS-Trigern war eine Tendenz zu aggressiveren Tumoren in der
SS-Gruppe zu erkennen. Diese Ergebnisse waren bei beiden histologischen Entititen
dhnlich. EC-Patienten mit SS-Genotyp hatten im Durchschnitt signifikant hiufiger
schlecht differenzierte G3-Tumoren. Eine Verbindung zwischen CA-SSR-1 und Mla-
Lymphknotenstatus war lediglich in der gesamten Studienpopulation objektivierbar und
in der Subgruppenanalyse fiir die histologischen Entitdten nicht mehr signifikant.
Interessanterweise waren in der Subpopulation der SCC fast 50% der LL-Triger
weiblich trotz insgesamt hoherer Anzahl ménnlicher Patienten in der Gruppe. Aus
Tabelle 2 konnen die ausfiihrlichen Ergebnisse zur Korrelation zwischen CA-SSR-1

und den tumorspezifischen Parametern entnommen werden.

3.3.2.1 CA-SSR-1 und klinisches Outcome
Vierzehn Patienten waren perioperativ verstorben und wurden daher aus der

Uberlebensanalyse ausgeschlossen. Das mediane Follow-Up betrug 17,5 Monate
(zwischen 2,3 und 60 Monaten). Im beobachteten Zeitraum entwickelten 156 (64,7%)
der Patienten ein Rezidiv und 193 (80,1%) verstarben. Der CA-SSR-1 Status hatte einen
signifikanten Einfluss auf das DSF und OS. Die Kaplan-Meier-Analyse veranschaulicht
einen kontinuierlich abfallenden Kurvenverlauf fiir DFS und OS von LL- {iber SL- zu
den SS-Patienten (Abb. 3a/b, Tabelle 6+7). Im Weiteren erfolgte die Gruppierung der
Studienpopulation nach dem Histologischen- und Lymphknotenstatus. Die Fille mit
positivem Mla-Status wurden ausgeschlossen, da dies bereits ein Stadium IV nach

Definition der UICC reprisentiert. Diese Gruppe wurde separat ausgewertet.

Uber alle Subgruppen hinweg war ein signifikant besseres DFS und OS fiir Patienten
mit LL-Genotyp verglichen mit der SL- und SS-Gruppe zu erkennen. Zwischen SL- und

SS-Trégern ist auch hier ein weiterer Abfall der Kurve zu verzeichnen. (Abb. 3, Tabelle



Florian Trump Seite 24

6+7). In einigen kleineren Subgruppen (z.B. AC ohne Lymphknotenmetastasen) waren
auch dhnliche Ergebnisse beziiglich des Outcome zu erheben. Andere kleine Gruppen
(z.B. SCC und AC ohne Lymphknotenmetastasen) beinhalteten auffillig wenige SS-
Allele. Beispielsweise trugen von den SCC-Patienten ohne Lymphknotenmetastasen
lediglich drei ausschlieBlich kurze Allele in ithrem CA-SSR-1 Abschnitt. Aufgrund der
geringen Subgruppengrofle war eine Ermittlung von signifikanten Ergebnissen jedoch

nicht moglich (Tabelle 6+7).

Das mittlere OS bei den Mla-positiven Féllen betrug 12,3 Monate (95%
Konfidenzintervall (CI) = 8,1-16,5). Von insgesamt 23 Patienten mit nicht-regionalen
Lymphknotenmetastasen starb einer perioperativ. Von den tiibrigen 22 trugen nur drei
den LL-Genotyp. Acht trugen den SL- und elf den SS-Genotyp. Ein erheblicher
Unterschied deutete sich hier zwischen den SL-Tridgern mit 14,8 Monaten (95% CI =
8,6-21,0) und den SS-Triagern mit 9,7 Monaten (95% CI = 6,6-12,9) an. Statistisch
signifikant waren diese Ergebnisse jedoch nicht (p=0,1) (Tabelle 6).

Der Einschluss von DTC als Kriterium in der Subgruppenanalyse verkleinerte diese
weiter, so dass letztendlich nur fiir die DTC- und Lymphknotenpositive Gruppe
geniigend Fille vorhanden waren um eine sinnvolle Uberlebensanalyse durchzufiihren.
Hier zeigte sich, dass 26 der Patienten SL-, 22 SS- und nur 2 Patienten LL-Allele
trugen. Das DFS differierte signifikant (p=0,001) zwischen SL mit 6,1 Monaten (95%
CI = 4,9-7,2) und SS mit 6,1 Monaten (95% CI — 13-22,3). Ahnlich war das OS mit
17,6 Monaten (95% CI = 13,0-22,3) beim SL-Genotyp verglichen mit 8,9 Monaten
(95% CI=4,9-13,1) beim SS-Genotyp signifikant unterschiedlich (p<0,0001).
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Total AC ScC
medianes medianes medianes
Genotyp N Uberl. 95% Cl  p-Wert N Uberl. 95% ClI  p-Wert N Uberl. 95% ClI  p-Wert
(Monate) (Monate) (Monate)

73 43.4 28.5-58.4 <0.001 34 43.4 18.6-68.2 0.01 26.2-49.8 <0.001
37 50.3*  45.1-55.5 <0.001* 17 486" 39.3-579 0.1* 46.7-66.5 <0.001*

222 1.4-42.9 / 12 354  22.9-47.8 / 10.6-20.0 /

0.2° 0.002° 0.9°

191 11.4-26.8 5 20.8 6.9-34.7

M1a

Total 22 123  8.1-165 0.3 12 8.6 71102 04 10 125 10.8-142 0.2

LL 3 123  6.4-182 0.8* 2 8.7 - 0.3* 1 12.3 - 0.04*

SL 8 148  8.6-21.0 / 4 4.0 0-18.7 / 4 148  10.4-19.2 /
0.1° 0.8° 0.8°

Ss 11 9.7 6.6-12.8 7.8 4.9-10.7 10.7  8.7-12.6

Tabelle 6: CA-SSR-1 und Gesamtiiberleben (in Monaten)
# - Mittleres Uberleben, Median nicht erreicht
* - LL vs. SL Genotyp
$ - SL vs. SS Genotyp
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Total AC scc
quianes quianes mgdianes
Genotype N Uberl. 95% CI p-Wert N Uberl. 95% CI p-Wert N Uberl. 95% CI p-Wert
(Monate) (Monate) (Monate)
Alle Pat.
Total 227 11,9  105-13,3 <0,001 115 120  91-149 <0,001 112 100  7.9-121  <0,001
LL 55 375 312438 <0,001* 30 322 143500 0,002 25 420 34,9491 <0,001*
sL 108 100  7,9-12,1 49 121 67174 59 9,0 7,8-10,2
ss 64 60 5466 <0001 35 4o 5763 <0001 55 oo 21-100 ©0003°
NOMO
Total 73 290 127453 <0001 34 372  10.1-642 0002 39 252 45458 <0,001
LL 37 420 31,7523 0001 17 550  28.2-81.8 02 20 410 33,3487 <0,001*
sL 28 120 88152 12 200 17,5411 16 9,0 45135
sS 8 110 85135 02 5 110 53167 <0007 3 400 go129 068
N1MO
Total 132 96 75116 <0001 69 110  7.4-146 <0,001 63 9,0 7,310,7  <0,001
LL 15 240 135345 0001 11  17.8  16.1-19.4 007* 4 430 132727 0,004*
sL 72 100 75125 3 110  6.0-16.0 39 98 7.6-12,1
5 45 58 4966 <0001 5 4y 4971 <0001 50 5y 2080 <0.001°

Tabelle 7: CA-SSR-1 und rezidivfreies Uberleben (in Monaten)
* - LL vs. SL Genotyp
$ - SL vs. SS Genotyp

3.3.2.2 CA-SSR-1 als unabhédngiger prognostischer Faktor
Die multivariate Analyse mittels Cox-Regression unter der Verwendung von Alter,

Geschlecht, TumorgroBe, regionaler- und nichtregionaler Lymphknotenmetastasen,
Grading, Zelltyp und Polymorphismuslinge wurde zur Evaluation des prognostischen
Wertes von CA-SSR-1 fiir ausschlieBlich chirurgisch therapierte EC-Patienten
durchgefiihrt. Da das Screening nach DTC nicht fiir alle Patienten erfolgt war, wurde
dieser Parameter ausgeschlossen. Die Einbeziehung des DTC-Status hitte zum
Ausschluss von fast 30% der Fille aus der Risikoanalyse gefiihrt, was die Ergebnisse
fiir den grundlegenden Einfluss des Polymorphismus auf die Rezidiventstehung und

Uberlebenswahrscheinlichkeit verfalscht hétte.

Der CAn-Repeat konnte hier als starker Pradiktor fiir die Rezidiventstehung und das OS
mit steigendem Risiko von LL- iiber SL- bis hin zum SS-Genotyp ermittelt werden. Der
prognostische Wert bleibt in beiden Subgruppen fiir AC und SCC erhalten. Das Risiko
von Trigern heterozygoter SL-Allele auf ein Rezidiv war 2,3fach- (p=0,001), und das
Sterberisiko sogar 3,3fach (p<0.001) erhoht, verglichen mit Tragern homozygoter LL-
Allele. Tridger von SS-Allelen hatten ein 6fach (p<0,001) erhdhtes Risiko auf ein
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Rezidiv und ein 6,5fach (p<0,001) erhohtes Sterberisiko verglichen mit LL-Allel-
Trégern (Tabelle 8).

Als weiterer prognostischer Faktor konnte der Lymphknotenstatus mit hinreichender
Signifikanz ermittelt werden. Hier zeigten Lymphknotenpositive Patienten ein 2,5fach
(p<0,001) erhohtes Risiko fiir ein Rezidiv und ein 2fach (p=0,001) erhohtes Risiko zu
versterben (Tabelle 8).

Rezidiv Gesamtiberleben

Variablen HR 95%CI p-Wert HR 95%ClI p-Wert
Geschl.

Mannl. vs. Weibl. 0.8 0.5-1.2 0.2 0.8 0.5-1.2 0.2
Alter (Lj.)

<60 vs. >60 1.1 0.8-1.6 0.4 0.9 0.7-1.3 0.8
TumorgrolRe

pT1 &2vs. pT3 &4 1.8 1.2-2.5 0.03 1.4 0.9-2.0 0.05
LK-Status

neg. vs. pos. 25 1.6-3.9 <0.001 2.0 1.3-3.0 0.001
M1a

neg. vs. pos. 1.4 0.8-2.3 0.2 1.4 0.9-2.3 0.1
Grading

G1yvs. G2 1.4 0.8-2.5 0.3 1.7 0.9-3.1 0.08

G1vs. G3 22 1.2-4.1 0.01 1.9 1.0-3.5 0.04
Tumortyp

SCC vs. AC 0.9 0.7-1.3 0.6 0.9 0.7-1.4 0.9
CA-SSR-1 Genotyp

LL vs. SL 23 1.4-3.8 0.001 3.3 1.9-5.4 <0.001

LL vs. SS 6.0 3.3-10.8 <0.001 6.5 3.6-11.6 <0.001

Tabelle 8: Multivariate Analyse fiir Rezidive und Gesamtiiberleben (CA-SSR-1, in Monaten)
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4 Diskussion

Dies ist die erste Studie, welche den GTn-Polymorphismus des HMOX-1 Gens als
unabhiingigen prognostischen Faktor fiir das Uberleben von ausschlieBlich operativ
behandelten Patienten mit AC und SCC des Osophagus beschreibt. Gleiches gilt fiir den
CA-SSR-1 Polymorphismus des EGFR-Gens, welcher bislang ebenfalls noch nicht als

prognostischer Marker beim Osophaguskarzinom untersucht wurde.

HO-1 befindet sich auf Chromosom 22, auf dem verschiedene genetische Abschnitte
beschrieben sind, die eine wichtige Rolle bei der Entwicklung zahlreicher Tumoren
spielen konnen [76-78]. Die Expressionsregulation der HO-1 ist unter anderem
abhingig von der Transkriptionsrate des betreffenden HMOX-1 Gens, welche
wiederum von dem oben beschriebenen GTn-Polymorphismus im entsprechenden
Promoter beeinflusst wird [70]. Verschiedene Studien haben bereits Zusammenhinge
zwischen GTn und dem Verlauf degenerativer-, entziindlicher- und chronischer
Erkrankungen dargelegt. Auch ein Einfluss auf Immunologische Vorgéinge nach
Organtransplantationen, auf maligne Tumorerkrankungen wie das AC des Magens und
der Lunge, gastrointestinale Stromatumoren (GIST), SCC des Mundbodens (OSCC)
oder das maligne Melanom wurde bereits beschrieben [68, 69, 71-73, 79]. Die
Auswirkungen scheinen dabei, wie auch in der hier vorliegenden Arbeit beschrieben,
tumorspezifisch zu sein. Beispielsweise beim OSCC und AC der Lunge scheinen
SGTn-Sequenzen tumorprotektive Effekte zu bewirken, beim malignen Melanom
hingegen gehen kurze GTn-Abschnitte mit einer hoheren Tumoraggressivitdt einher
[68, 73, 79].

Dies ist die erste Studie, welche die Rolle von GTn beim EC untersucht. Die
vorliegenden Daten zeigen gegensitzliche Auswirkungen der verschiedenen GTn-
Lingen bei den untersuchten Patienten mit AC und SCC. Haben LL-Triger mit einem
SCC statistisch gesehen groBere Tumoren und hdufiger Lymphknotenmetastasen, DTC
und auch Rezidive, so haben die Fille mit AC und LL-Genotyp kleinere Tumoren,
weniger Lymphknotenmetastasen, seltener DTC und Rezidive. Dariiber hinaus waren
auch die Uberlebenskurven bei AC und SCC von der GTn-Linge gegensitzlich

beeinflusst.
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Eine Studie die AC des Magens mit einer gesunden Kontrollgruppe vergleicht stammt
von Sawa et al. und stellt ein erhohtes Risiko fiir SGTn-Trager fest [80]. Weitere
Studien haben protektive Effekte von SGTn bei OSCC gezeigt [68, 71]. Dies sind zwar
verschiedene Tumorlokalisationen, jedoch reprisentieren sie generell maligne
Erkrankungen des oberen Gastrointestinaltrakts und kdnnten moglicherweise eine erste

Wirkungsdifferenzierung der HO-1 fiir eine spezifische Erkrankungsgruppe darstellen.

Auf der anderen Seite beschreiben Lo et al. auch eine hohere Frequenz von AC des
Magens bei vorliegendem LGTn-Allelotyp [72]. Ein mdglicher Grund fiir diese,
zundchst nicht ins vorgeschlagene Schema passende Erkenntnis konnte neben der
unterschiedlichen Studienpopulation (Taiwan/Japan) auch die jeweils benutzte
Einteilung der GTn-Abschnitte in LGTn und SGTn sein. Ein weiteres generelles
Problem von transkriptionsbeeinflussenden Polymorphismen ist, dass die konsekutive
Proteinexpression nicht ausschlieBlich iiber diesen Mechanismus kontrolliert wird.
Potentielle Mutationen und Genamplifikationen bleiben bei diesen Untersuchungen
unbeachtet. Yamada et al. zeigen einen Zusammenhang zwischen SGTn und der HO-1
Expression [70].

Vergleicht man all diese Ergebnisse mit Studien zu anderen Polymorphismen (wie z.B.
der ebenfalls in dieser Arbeit behandelte CA-SSR-1 des EGFR-Gens) so suggerieren sie
das Vorliegen eines generell wirksamen Mechanismus der Beeinflussung tiber die

Liange der repetitiven Gensequenzen [47, 49].

Einen exakten und allgemein giiltigen ,,Cut-Off“ zur Definition der verschiedenen
Fragmentlangeneinteilungen festzulegen ist jedoch schwierig, weil die genauen Abliufe
der Transkription sowie potentielle Mutationen und Amplifikationen des HMOX-1
Gens nicht ausreichend erforscht sind. In unserer Arbeit haben wir die am héufigsten

angewandte Einteilung der GTn verwendet [73].

Weitere Studien zeigen einen direkten Einfluss des Proteins HO-1 auf maligne
Tumoren. Die meisten Arbeiten identifizieren HO-1 als protektiven Faktor fiir das
Uberleben neoplastischer Zellen. Es gibt jedoch auch Autoren, die Apoptosefordernde
Effekte bei malignen Zellen beschreiben [64, 65, 81-83].

Unter der Annahme das SGTn grundsétzlich mit einer hohen HO-1 Expression
einhergehen, bestétigen die Ergebnisse beziiglich des OSCC die Daten fiir das SCC des
Osophagus. Niedrige HO-1 Expression ist dabei ebenfalls mit hdherer
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Lymphknotenmetastasierung und das Vorliegen von SGTn-Allelen mit einem besseren

Uberleben vergesellschaftet [68, 71, 84, 85].

Ahnliche Mechanismen scheinen auch beim EGFR zum Tragen zu kommen. Im Intron-
1 des entsprechenden Genabschnitts findet sich ein CAn-Polymorphismus, dessen Rolle
als prognostischer Marker fiir das EC in dieser Studie erstmals beschrieben wird. Dabei
zeigt sich, das CA-SSR-1 ein unabhéngiger prognostischer Faktor fiir das Uberleben bei
Patienten mit EC ist, welche lediglich operativ behandelt und nicht einer (neo-
)adjuvanten Chemotherapie unterzogen wurden. Hierbei werden AC und SCC in
gleicher Weise beeinflusst. Ein starker Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus
und DTC lésst eine wichtige Rolle von EGFR fiir die hdmatogene Tumoraussaat beim

EC zusitzlich vermuten [86-88].

Die EGFR-Expression wird bekanntermaflen schon auf Transkriptionsebene reguliert
[47]. Hierfiir zustindige Abschnitte liegen im Bereich des 5°-Endes sowie Intron-1 des
betreffenden Gens. Nahe einem Downstream-Enhancer findet sich die CA-
Wiederholungssequenz ,,CA-SSR-1, deren Lénge sich bei den einzelnen Individuen
unterscheidet. Die Lidnge der Sequenz korreliert dabei ebenfalls reziprok mit der
Transkriptionsrate des EGFR-Gens [25, 49, 74]. Der prognostische Wert von CA-SSR-1
ist bereits fiir verschiedene Tumorentititen bekannt [50, 52, 54, 57, 74, 89-91].
Lediglich einige wenige Studien untersuchen die EGFR-Proteinexpression als

prognostischen Faktor beim EC [33, 92-94].

Die therapeutischen Strategien beim EC zeigen weltweit grole Unterschiede, abhéngig
von dem zu Grunde liegenden histologischen Subtyp. Es werden Monotherapien und
multimodale Konzepte durchgefiihrt [95, 96]. Diese Studie untersucht ausschlieBlich
Patienten, bei denen eine vollstdndige operative Tumorresektion in kurativer Absicht
erfolgte, ohne das eine adjuvante oder neoadjuvante Therapie nach- beziehungsweise
vorgeschaltet wurde. Dabei konnte CA-SSR-1 als unabhédngiger prognostischer Faktor

fiir Rezidiventstehung und Gesamtiiberleben beim EC identifiziert werden.

Der Polymorphismus spiegelt eine ererbte und unverdnderliche Transkriptionsaktivitét
wieder, welche nicht von der genetischen Instabilitit in Tumorzellen beeinflusst wird
[47]. Dieser Tatsache kommt eine besondere Bedeutung bei der Evaluation des
Prognosefaktors unter spezifischer , Targeted-Therapy* zu, da sich der Keimbahn-

polymorphismus zum einen auch unter solch einer Therapie nicht verdndern wird und
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zum Anderen aus einer einfachen, periphervendsen Blutprobe bestimmt werden kann
[37].

Die Entscheidung eine Anti-EGFR Therapie durchzufiihren hingt zwangsldufig vom
histopathologischen Rezeptorstatus ab. Derzeit werden hierzu IHC- und FISH-Analysen
durchgefiihrt und das Protein- beziehungsweise Genexpressionslevel evaluiert. Diese
Methoden setzen das Vorhandensein von Tumorgewebe voraus und besitzen nur
eingeschrinkte Sensitivitdt. Sauter et al. haben die Zusammenhénge von verschiedenen
Methoden zur EGFR-Detektion und der Anzahl der von einer Anti-EGFR Therapie
profitierenden Patienten untersucht. Hierbei erscheint die IHC als insuffiziente Technik,
da sie zu einer Uberbewertung des Potentials fiir eine erfolgreiche Therapie fiihrt und
somit zu viele Patienten positiv selektiert. Im Unterschied dazu bewertet der Autor die
FISH zwar als besseres Instrument, welches jedoch ebenfalls fehlerbehaftet ist, da sie

,low-gene-copy numbers‘ unterschlagen kann [97, 98].

Es ist naheliegend, dass andere Merkmale als die direkte Genexpression oder die
Anzahl der jeweiligen Genprodukte zur Charakterisierung der Tumorbiologie
notwendig sind. Zweifelsohne ist zur praktikablen Therapieplanung ein
,sunkomplizierter Marker” fiir den klinischen Alltag unverzichtbar. Diese Arbeit
kennzeichnet CA-SSR-1 als solch einen moglichen Prognosefaktor bei Patienten mit EC

und ausschlieBlich operativer Therapie.

Als Schwachpunkt dieser Arbeit sei an dieser Stelle das retrospektive Design genannt,
welches trotz prioperativer Gewinnung der Blutproben und prospektiver
Datenerfassung bestehen bleibt. Des Weiteren haben wir keine Analyse des EGFR und
HO-1 Proteins in Abhédngigkeit des zu Grunde liegenden Genotyps der einzelnen
Polymorphismen durchgefiihrt. Folglich kann ein unmittelbarer Einfluss der
untersuchten Polymorphismen auf die Entstehung des Osophaguskarzinoms so auch
nicht bewiesen werden, welcher zum Beispiel durch eine ,,Genom Wide Association
Study* moglich widre. Unsere Ergebnisse implizieren eine prognostische Rolle der
untersuchten Polymorphismen im Hinblick auf die klinisch relevantesten Parameter,

nimlich Rezidivrate und Uberleben, beim Osophaguskarzinom.
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S Zusammenfassung

Die Prognose von Tumorerkrankungen ist fiir den Patienten von grofiter Bedeutung.
Diesbeziigliche existente Faktoren beim Osophaguskarzinom sind aktuell noch
unzureichend. Keimbahnpolymorphismen sind stabile und leicht detektierbare
Varianten des Erbguts. Sie bleiben in der Leukozyten-DNS aus periphervendsen
Blutproben auch nach systemischen Behandlungen (z.B. Strahlen- oder Chemotherapie)
unverdndert, wohingegen die DNS im Tumorgewebe selbst starken Variationen

unterliegt.

Der GTn-Polymorphismus der HO-1 sowie der CA-SSR-1 Polymorphismus wurden als
stadienunabhédngige Prognosefaktoren beim EC evaluiert. Es zeigte sich im Falle des
Hamoxygenasegens eine gegensitzliche Korrelation von GTn-Liange und Prognose bei
den histologischen Subtypen. Lange Sequenzen resultieren beim SCC des Osophagus in
einer insgesamt tumorfordernden Wirkung wobei kurze Sequenzen einen protektiven

Einfluss versprechen. Beim AC hingegen verhilt es sich genau umgekehrt.

Im Gegensatz hierzu war beim CA-SSR-1 kein Unterschied in der Beeinflussung des
Erkrankungsverlaufs beim SCC und AC zu verzeichnen. In beiden Fillen waren lange

CAn-Sequenzen mit einer tendenziell besseren Prognose vergesellschaftet.

Diese Ergebnisse zeigen Konformitit mit einer Vielzahl vorangegangener Studien,
jedoch konnten die zu Grunde liegenden pathophysiologischen Mechanismen noch
nicht erschopfend evaluiert werden. Hier besteht noch reichlich Forschungsbedarf, um
in Zukunft gezielte, wissenschaftlich fundierte und in der Breite anwendbare

Therapiekonzepte entwickeln zu konnen.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

AC Adenocarcinoma / Adenokarzinom
APAAP Alkalische Phosphatase Anti Alkalische Phosphatase
CA-SSR-1  CAn-Repeat-Polymorphismus des EGFR-Gens

CI Confidence Interval / Konfidenzintervall

DFS Disease Free Survival / Rezidivfreies Uberleben

DNS Desoxyribonukleinsidure

DTC Disseminated Tumor Cells / Disseminierte Tumorzellen
EC Esophageal Carcinoma / Osophaguskarzinom

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor

EGFR-1 Intron-1 des codierenden Gens des Epidermal Growth Factor Receptor
erbB Eine Familie von Tyrosinkinasen

FISH Fluoreszenz In Situ Hybridisierung

GIST Gastrointestinaler Stromatumor

HMOX-1 Codierender Genabschnitt der Himoxygenase- 1

HO Héamoxygenase

HO-1 Héamoxygenase-1

HSP-32 Hitzeschockprotein-32

IHC Immunhistochemie

LCAn Long CAn Repeats / Lange CAn Wiederholungssequenzen
LGTn Long GTn Repeats / Lange GTn Wiederholungssequenzen

LL Zwei lange Allele

NSCLC Non Small Cell Lung Cancer / Nicht Kleinzelliges Bronchialkarzinom
(0N} Overall Survival / Gesamtiiberleben

OSCC Oral Squamous Cell Carcinoma / Orales Plattenepithelkarzinom
PCR Polymerase Chain Reaction / Polymerase Kettenreaktion

p21 & p53  Zwei Tumor Supressor Gene
SCAn Short CAn Repeats / Kurze CAn Wiederholungssequenzen

SCC Squamous Cell Carcinoma / Plattenepithelkarzinom
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SGTn Short GTn Repeats / Kurze GTn Wiederholungssequenzen
SL Ein kurzes- und ein langes Allel

SS Zwei kurze Allele

TSG Tumor Supressor Gen

UICC Union internationale contre le cancer
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