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1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Die Himoxygenase 1 (HO-1) katalysiert den Abbau von freiem Héam zu Eisen (Fe), Biliverdin
(BV) und Kohlenstoffmonoxid (CO). Der Abbau des Him und die biologisch aktiven Reak-
tionsprodukte fithren zu einer Verminderung des oxidativen Stresses, zu einer Verminderung

der Entziindungsreaktion und zur Verminderung der Apoptoserate (Gozzelino et al. 2010) .

Im Vorfeld konnte gezeigt werden, dass der GTn-Dinukleotidléingenpolymorphismus im
Promotor des HMOX-1 Gens die Stirke der Expression der HO-1 beeinflusst und somit einen
Einfluss auf Tumorgenese, Tumorprogress und Tumorprognose haben konnte (Chen et al.
2002). Bei Adenokarzinomen des Magens und der Lunge, bei oralen Plattenepithelkarzino-
men und beim malignen Melanom (MM) konnten bereits signifikante Korrelationen erarbei-
tet werden (Kikuchi et al. 2005, Lo et al. 2007, Okamoto et al. 2006). Die Arbeitshypothese
war entsprechend, dass der GTn-Polymorphismus auch Korrelationen mit gastrointestinalen
Stromatumoren (GIST), neuroendokrinen Tumoren des Pankreas (NEPT) und sog. duktalen

Adenokarzinomen des Pankreas aufweist und als prognostischer Faktor dienen konnte.

44 Patienten mit einem GIST, 46 mit einem NEPT und 150 Patienten mit einem sog. duktalen
Adenokarzinom des Pankreas, die sich in der Zeit von 1992 bis 2006 in der Klinik fiir All-
gemein-, Viszeral- Thoraxchirurgie des Universititsklinikums Hamburg Eppendorf einem
operativen Eingriff unterzogen hatten, wurden zur Evaluation des GTn-Polymorphismus in

die Studie eingeschlossen.
Die Studie ging, bezogen auf fiir die jeweiligen Tumorentititen, folgenden Fragen nach:

1. Korreliert der GTn-Repeatpolymorphimus im Promotor des HMOX-1 Gens mit kli-
nisch-pathologischen Parametern?

2. Eignet sich der GTn-Repeatpolymorphismus als unabhingiger prognostischer Marker
fiir das rezidivfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben?

3. Ergeben sich im Falle eines signifikanten Zusammenhanges zwischen dem GTn-

Polymorphismus und o.g. Tumorentitéten therapeutische Konsequenzen?



2. Einleitung

Die Individualisierung der medizinischen Diagnostik und Therapie hat in den letzten Jahren
einen hohen Stellenwert in der Forschung eingenommen. Insbesondere im onkologischen Be-
reich wird mit groem Aufwand nach potentiellen préadiktiven Faktoren geforscht. In der Ver-
gangenheit konnte vielfach gezeigt werden, dass genetische Variationen Einfluss auf den

Krankheitsverlauf und den Therapieerfolg maligner Erkrankungen haben konnen.

Im gesamten menschlichen Genom sind durch Mutationen entstandene Unterschiede in der
Nukleotidsequenz nachweisbar. Fiihrt die Mutation nur zu einem Austausch einer Base
spricht man von Single Nucleotide Polymorphisms (SNP), fiihrt die Mutation zu einem Ver-
lust oder einem Einbau von mindestens einer Base, spricht man von Insertions- und Dele-
tionspolymorphismen. FEine weitere Mdoglichkeit stellen Langenpolymorphismen dar. Der
Langenpolymorphismus entsteht durch ein bestimmtes Basenmotiv, das in einer unterschied-

lichen Anzahl von Wiederholungen vorkommt.

Treten diese Variationen in einem fiir ein Protein kodierenden Bereich auf, spricht man von
einer Genvariante (Allel). Da das menschliche Genom einen diploiden Chromosomensatz
aufweist, kann ein Individuum homozygot oder heterozygot fiir ein Allel sein. Je nach Verer-

bungsmuster kann ein Allel dominieren oder es liegt eine Kodominanz der Alle vor.

Wihrend Polymorphismen vielfach keine Konsequenzen nach sich ziehen, beeinflusst ein
Dinukleotidlangenpolymorphismus im Promotor des HMOX-1 Gens die Stirke der Expressi-
on der HO-1.

Die HO-1 und ihre Reaktionsprodukte wirken antioxidativ, antiinflammatorisch und anti-
proliferativ (Tulis et al. 2001, Duckers et al. 2001, Ishikawa et al. 2001, Maines 1988, Tenhu-
nen et al. 1969, Sunamura et al. 2003). Des Weiteren ist die Expression der HO-1 ist in
menschlichen Tumorgeweben im Vergleich zum Normalgewebe in der Regel erhoht. Dies
konnte bei Adenokarzinomen, Kaposisarkomen, malignen Melanomen, Pankreaskarzinomen,
Prostatakarzinomen, Plattenepithelkarzinomen und bei Tumoren des ZNS nachgewiesen wer-

den (Hara et al. 1996).

Somit stellt der Polymorphismus im Promotor des HMOX-1 Gens einen Polymorphismus dar,
der potentiell einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf, die individuelle onkologische Thera-

pie und den Therapieerfolg haben konnte.



2.1 Der Himoxygenase 1 Polymorphismus
2.1.1 Die Himoxygenase-1

Die HO-1 katalysiert den Abbau von freiem Hiam zu Eisen (Fe), Biliverdin (BV) und Kohlen-
stoffmonoxid (CO) (Gozellino et al. 2010). Der Abbau des Him und die biologisch aktiven
Reaktionsprodukte fithren zu einer Verminderung des oxidativen Stresses, zu einer Verminde-
rung der Entziindungsreaktion und zur Verminderung der Apoptoserate (siche Abbildung 1).
Vor allem das CO verstirkt die antiinflammatorische Wirkung durch Hemmung des Tumor-
nekrosefaktors (TNF), des Interleukin-18 (IL1-f) und des Makrophagen-Entziindungsproteins
1B (MIP-1B) oder durch Erh6hung der Transkriptionsrate von Interleukin-10 (IL-10) (Tulis et
al. 2001, Duckers et al. 2001, Ishikawa et al. 2001, Maines 1988, Tenhunen et al. 1969,
Sunamura et al. 2003). Nachweislich wird die HO-1 unter anderem in Leber, Milz, Pankreas,
Nieren, Lunge, Prostata, Haut, ZNS, Endothelien und im Intestinaltrakt exprimiert (Exner et
al. 2004). Eine weitere Form der Haimoxygenase, die Himoxygenase-2 (HO-2), unterscheidet

sich von ersterer durch ihre konstitutive Exprimierung, wéihrend die HO-1 induzierbar ist.
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Abbildung 1: Enzymatische Funktion der HO-1 (Gozzelino et al. 2010)



2.1.2 Das HMOX-1 Gen

Das Gen fiir die HO-1, das HMOX-1 Gen, befindet sich auf dem Chromosom 22ql12. Das
HMOX-1 Gen ist iiber unterschiedliche Signalwege induzierbar. Allen gemeinsam ist, dass
die Induktion meist als Folge von oxidativem Stress erfolgt. Im Detail sind folgende In-
duktoren zu nennen: freies Him, TGF-8 (Transforming Growth Factor), PDGF (Platelet-
derived growth factor), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), SDF-1 (Stromal Cell-
Derived Factor 1), Stickstoffmonoxid (NO), Hypoxie, Hyperoxie, Zytokine, Endotoxine,
Schwermetalle, UV-Strahlung und andere (Fang et al. 2004a, Exner et al. 2004, Sunamura et
al. 2003, Goodman 1997, Jozkowicz 2007, Kie 2008).

Die Abbildung 2 stellt die Induktion des HMOX-1 Gens dar. Reaktive Sauerstoffspezies
(ROS — reactive oxygen species) konnen zur Him Freisetzung fithren, was wiederum zu oxi-
dativem Stress fithrt. Der HMOX-1 Promotor enthélt diverse sog. DNA-responsive Elemente
(RE 1-n) die unter oxidativem Stress von spezifischen Transkriptionsfaktoren (TF1-n) akti-

viert werden.

Unter Homoostase blockieren die Transkriptionsfaktoren BACH1 und Maf iiber Bindung an
sog. stress responsive elements (StRE) die HMOX-1 Transkription. Unter oxidativem Stress
wird BACHI inaktiviert. Einen Gegenpart stellen die Transkriptionsfaktoren Nrf2/MAF dar,
die unter oxidativem Stress an die StRE’s binden und die HMOX-1 Transkription fordern
(Gozzelino et al. 2010).
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Abbildung 2: Transkriptionsregulation des HMOX-1 Gens (Gozzelino et al. 2010)




Die Expression der HO-1 ist hauptsichlich auf Transkriptionsebene reguliert (Maines 1988).
Der HMOX-1 Promotor zeigt eine hohe Polymorphie und weilit insgesamt 3 Polymorphismen
auf: zwei Mononukleotidpolymorphismen (Single nucleotid polymorphism, SNP) und ein
Dinukleotidpolymorphismus (GTn), siche Abbildung 3 (Yamada et al. 2000, Kimpara et al.
1997, Ono et al. 2003, Ono et al. 2004). Der GTn-Polymorphismus im Promotor des
HMOX-1 beeinflusst die Stérke der Expression der HO-1 als Antwort auf oben genannte Sti-
muli. Chen et al. konnten zeigen, dass die basale Transkriptionsrate bei Vorliegen einer kur-
zen Repeatsequenz um das 2,5 fache hoher ist, als bei Vorliegen einer kurzen Sequenz. Au-
Berdem waren nur HMOX-1 Gene mit kurzer Repeatsequenz im Promotor durch oxidativen
Stress induzierbar (Chen et al. 2002). Der Einfluss des HMOX-1 Promotorpolymorphismus
und der HO-1 Expression auf nicht maligne Erkrankungen wurde bereits in diversen Arbeiten
aufgearbeitet. Exner et al. fithrten 2004 insgesamt 12 Arbeiten auf, die einen Zusammenhang
zwischen dem Polymorphismus und der jeweiligen Erkrankung zeigten (Exner et al. 2004).
Hierzu zéhlen kardiovaskuldre Erkrankungen, pulmonale Erkrankungen, himatologische bzw.
serologische Stérungen und andere. Beispielhaft konnten Yamada et al. den Einfluss der HO-
1 Expression auf die COPD erarbeiten. Die verminderte Expression der HO-1 aufgrund des
langen GTn-Repeat Allels (L-GTn) war mit einer erhohten Anfilligkeit fiir die Entwicklung
einer COPD vergesellschaftet (Yamada et al. 2000).
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Abbildung 3: GTn-Polvmornhismus im Promotor des HMOX-1 Gens (Exner et al. 2004)



Die Expression der HO-1 ist in menschlichem Tumorgewebe im Vergleich zum Normalge-
webe in der Regel erhoht. Dies konnte bei Adenokarzinomen, Kaposisarkomen, malignen
Melanomen, Pankreaskarzinomen, Prostatakarzinomen, Plattenepithelkarzinomen und bei
Tumoren des ZNS nachgewiesen werden (Hara et al. 1996). In Anbetracht der wichtigen
Funktion der HO-1 auf oxidativen Stress und o.g. Einfluss auf nicht maligne Erkrankungen
erscheint es naheliegend, dass die HO-1 Expression einen wichtigen Einfluss auf die Tumor-
genese, den Tumorprogress und die Tumorprognose haben konnte. Bisher wurden orale Plat-
tenepithelkarzinome, Adenokarzinome der Lunge, Magenkarzinome und maligne Melanome
untersucht. In einer japanischen Studie wiesen Patienten mit Adenokarzinomen der Lunge
signifikant mehr L-GTn Allele auf als die Kontrollgruppe. Auch das Risiko fiir ménnliche
Raucher an einem Adenokarzinom der Lunge zu erkranken war signifikant mit dem L-GTn
Allel assoziiert (Kikuchi et al. 2005). Ahnlich verhilt es sich bei einer Studie, die den Zu-
sammenhang zwischen dem Polymorphismus und oralen Plattenepithelkarzinomen untersuch-
te, sowie bei einer Studie, die Adenokarzinome des Magens untersuchte (Lo et al. 2007). Ge-
gensitzlich verhdlt es sich jedoch beim malignen Melanom (MM). Das Risiko an einem MM
zu erkranken war bei Triagern des L-GTn Allels signifikant geringer als bei homozygoten
Triagern des S-GTn Allels. AuBlerdem ist das kurze Allel signifikant assoziiert mit einem ho-

heren Breslow Index (Okamoto et al. 2006)

Der Einfluss des GTn-Repeatpolymorphismus im Promotor des HMOX-1 Gens auf gastroin-
testinalen Stromatumoren (GIST), neuroendokrinen Pankreastumoren (NEPT) sowie duktalen

Adenokarzinomen des Pankreas wurden in bisherigen Studien noch nicht untersucht.

2.2 Gastrointestinale Stromatumore

GIST werden seit 1998 als eigene Gruppe definiert. Es handelt sich um eine selten auftretende
Untergruppe der Sarkome mit einer Inzidenz von 2-3/100.000 pro Jahr. Entsprechend kommt
es in Deutschland zu ca. 1500 Neuerkrankungen pro Jahr. Ein Grofteil der GIST tritt im Ma-
gen auf, gefolgt von Diinndarm und anderen Abschnitten des Gastrointestinaltraktes (Mietti-

nen 2005, Tworek et al. 1997, Tworek et al. 1999a, Tworek et al. 1999b).



Die Diagnose der gastrointestinalen Stromatumoren wird durch den Nachweis der Typ III
Rezeptor Tyrosinkinase (c-kit=CD177) auf der Zelloberfldche gestellt. Bei mehr als 90 % der
Zellen in GIST ist dieser Rezeptor nachweisbar. Zusétzlich ist in 70% der Félle eine CD 43-
Positivitdt nachgewiesen. Das c-kit Protoonkogen, lokalisiert auf Chromosom 4ql1-21, ko-
diert fiir die Typ III Rezeptor—Tyrosinkinase. Infolge einer Mutation im Rezeptor kommt es
zu einer ligandenunabhingigen Aktivierung der Tyrosinkinase mit unkontrollierter Prolifera-
tion und Apoptoseschutz. Es kommen zu einem geringen Teil jedoch auch GIST vor, bei de-
nen kein c-kit nachweisbar ist, hier ist wahrscheinlich eine Mutation von PDGFRA, einem
verwandten Rezeptor der Tyrosinkinase, die Ursache fiir die unkontrollierte Proliferation und
der Entwicklung eines gastrointestinalen Stromatumors. Zytogenetisch zeichnen sich GIST
durch Monosomien der Chromosomen 14 und 22 oder durch eine Deletion von 1p aus (Miet-

tinen 2005).

Zur Abschitzung der Prognose werden die GIST in 4 Risikogruppen - abhingig von der Gro-
e des Primarius und dem Mitoseindex - eingeteilt, siche Tabelle 1 (Fletcher et al. 2002). Ne-
ben TumorgréBe und Mitoseindex wurde ein KI67 Index von iiber 10 % als unabhéngiger
prognostischer Indikator fiir eine schlechte Prognose beschrieben. Als unabhingigen prognos-
tischen Marker fiir einen giinstigen Verlauf wurde die CD44 Expression beschrieben. Zuletzt
verdffentlichten Song et al. 2009 in einer Arbeit mit 135 Patienten, dass die Tumorgrofle, der
Mitoseindex, das Fletcher Ranking, die Tumornekrose, die Lokalisation und der Ki-67 Index
unabhéngige prognostische Faktoren darstellen. Die therapeutischen Optionen bei einem
GIST beschrianken sich aktuell auf die chirurgische Resektion und die kompetitive Blockade
der ATP-Bindungsstelle spezifischer Tyrosinkinasen (Abl, Ber-Abl, c-kit, PDGF) durch Phe-
nylaminopyrimidin (Imatinib). Eine Chemotherapie und oder Radiatio erwiesen sich bisher
als unwirksam (Gradistanac 2005, Song et al. 2009, Miettinen 2005, Hohenberger 2003, De-
Matteo et al. 2000).

Tabelle 1: Kriterien zur Abschitzung der Prognose von GIST
(Fletcher et al. 2002)

Risiko GroBe (cm) Mitoseindex
sehr niedrig <2 <5
niedrig 2-5 <5
Mittel <5 6-10
5-10 <5
hoch >5 >5
>10 Jeglicher Index




2.3 Neuroendokrine Tumore des Pankreas

NEPT sind seltene Tumoren des Pankreas und machen bis zu 3% aller malignen Erkrankun-
gen des Pankreas auf. Die Privalenz betrdgt 1/100000. Im Jahr erkranken ca. 12800 Patienten
an einem neuroendokrinen Tumor des Pankreas, das durchschnittliche Erkrankungsalter der

Mainner liegt bei 68 Jahren, der Frauen bei 75 Jahren (Fesinmeyer et al. 2005, Mullan 2001).

Die NEPT konnen immunhistochemisch eingeteilt werden in Insulinome, Gastrinome, Soma-
tostatinome, Glucagonome, VIPome sowie funktionell inaktive Tumore. Insulinome und
Gastrinome machen 60% der neuroendokrinen Pankreastumoren aus, inaktive 30% (Abbil-

dung 4).

NEPT

¥ |nsulinome/
Gastrinome

M Inaktive

alle anderen

Abbildung 4: Einteilung der NEPT

Die Risikoeinteilung der neuroendokrinen Tumore erfolgt nach Vorhandensein von Metasta-
sen, der Infiltration angrenzender Organe, der histologischen Differenzierung, der Tumorgro-
e, der Angioinvasion, dem KI-67-Index und dem Vorhandensein von hormonellen Syndro-
men in benigne, benigne oder niedrigmaligne, niedrigmaligne und hochmaligne (Tabelle 2).
Mit Ausnahme des Insulinoms verhalten sich die NEPT hiufig maligne (Capella 1995, Klop-
pel 2004).

Als prognostische Faktoren die prdoperativ bestimmt werden konnen, werden das Alter, das
Thrombozyten/Lymphozyten Verhiltnis, die alkalische Phosphatase und die Alanin-
Transaminase diskutiert (Sakka et al. 2009). In einer retrospektiven Studie mit 3851 Patienten
konnte das Alter, die histologische Differenzierung und das Vorhandensein von Fernmetasta-
sen als hochsignifikante unabhiingige Faktoren fiir das Uberleben identifiziert werden (Bili-
moria et al. 2008). CK19 ist ein Cytokeratin das in allen epithelialen Zellen des Pankreas ex-
primiert wird und kiirzlich als unabhéngiger Prognosefaktor fiir NEPT identifiziert wurde.

Ebenso konnte der Inselzellmarker KIT als neuer unabhéngiger Prognosefaktor identifiziert
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werden (Zhang et al. 2009, Deshpande et al. 2004, La Rosa et al. 2007, La Rosa et al. 2009).
Es existiert zurzeit kein Marker um zwischen benignen und malignen neuroendokrinen Tumo-

ren zu unterscheiden. Hier ist die einzige Option die histologische Untersuchung.

Die chirurgische Therapie stellt zurzeit die einzige kurative Option dar und ist Goldstandard.
Es konnte auch gezeigt werden, dass Patienten die ein fortgeschrittenes Stadium bzw. Metas-
tasierungen aufwiesen, von der chirurgischen Behandlung profitieren. Bilimoria et al. zeigten,
dass trotz signifikanten Vorteilen, die eine chirurgische Behandlung von neuroendokrinen
Pankreastumoren beinhaltet, nur ein Drittel von den untersuchten 10.000 Patienten eine chi-
rurgische Behandlung erhielt. Ein Drittel erhielt iiberhaupt keine Behandlung (Bilimoria et al.
2007, Schurr et al. 2007).

Tabelle 2: Kriterien zur Einschiitzung der Prognose von neuroendokrinen Pankreastumoren

Metasta-  Infil- Histologische =~ Tumorgroe Angioinvasion  KI- Hormonelles
sierung  tration Differenzierung 67- Syndrom
Index
(a)
Benigne - - Hoch <2cm - <2% + (b)
Benigne/Niedrigmaligne - - Hoch >2cm == <2% + (b)
Niedrigmaligne + + Hoch >3cm + >2% +(c)
Hochmaligne + + Niedrig beliebig 3 >30% -
a) Infiltration angrenzender Organe b) Insulinome ¢) Insulinome und andere funktionell aktive Tumoren

2.4 Duktale Adenokarzinome des Pankreas

Duktale Adenokarzinome des Pankreas sind die am hédufigsten vorkommenden malignen Tu-
moren des Pankreas (>90%). In Deutschland wird die Zahl der jahrlichen Neuerkrankungen
bei Méannern auf 4900 und bei Frauen auf iiber 5500 geschétzt. Das mittlere Erkrankungsalter
liegt fiir Ménner bei 67, fiir Frauen bei 74 Jahren. Charakteristisch ist die spite Diagnosestel-

lung und die schlechte Prognose (Bramhall SR 1995, Cameron et al. 2006, Sener et al. 1999).

Die aktuelle Diagnostik kann oftmals nicht das Fortschreiten der Erkrankung darstellen, was
unter Umsténden zur verzogerten und oder falschen Therapieanwendung fiihren kann. Der
einzige Tumormarker, der seit einigen Jahren klinisch genutzt wird, ist CA 19-9. Es bleibt

anzumerken, dass die ASCO (American Society of Clinical Onkology) diesen Marker nicht



empfiehlt und in einigen Studien iiber die schlechte Sensitivitit von CA 19-9 in Bezug auf

duktale Pankreas Karzinome berichtet wurde.

In einer Studie mit 616 Patienten konnten die R0O-Resektion, die TumorgroBe, der Blutverlust,
die Tumordifferenzierung und die postoperative Radiochemotherapie als signifikante Progno-
separameter identifiziert werden (Sohn et al. 2000). In Anbetracht der hohen Anzahl an falsch
negativen RO Resektionen sind die Ergebnisse in Frage zu stellen. So belegen Studien, dass
bis zu 80% aller RO Resektion eigentlich als R1 einzustufen waren (Verbeke 2006, Verbeke et
al. 2008, Verbeke und Menon 2008). Eine weitere Studie unterstreicht die Bedeutung des
Verhiéltnissen von befallenen zu nicht befallenen Lymphknoten als unabhéngiger prognosti-

scher Marker (Riediger et al. 2009).

Aktuell ist die chirurgische Therapie ist die einzige potentiell kurative Therapieoption. Trotz-
dem betriigt die 5 Jahres-Uberlebensrate nur 5-10% (Dunphy 2008, Ghaneh et al. 2008, Wolff
et al. 2008, Ujiki und Talamonti 2007).
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3. Material und Methoden
3.1 Material
3.1.1 Ethikvotum und Patienteninformation

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Arztekammer Hamburg, Deutschland bewil-
ligt. Die Patienten die an der Studie teilgenommen haben, wurden im Vorfeld informiert und

die Einwilligung wurde eingeholt.

3.1.2 Untersuchungsmaterial und Probandenkollektive
3.1.2.1 Gastrointestinale Stromatumore

Retrospektiv wurden 44 Patienten, die sich im Zeitraum von 1992 bis 2004 aufgrund eines
GIST einem chirurgischen Eingriff in unserer Klinik unterzogen hatten, in die Studie einbe-

zogen und untersucht.

Vor Aufnahme in die Studie wurden die angefertigten Paraffinschnitte erneut immunhisto-
chemisch klassifiziert. Bestimmt wurden CD117, CD34, muscle actin, desmin und das s-100
Protein. Der Proliferationsindex wurde anhand des KI-67 Antigens bestimmt. Alle GIST wur-
den entsprechend der Risikokategorien nach Fletscher eingeteilt in sehr niedrig, niedrig, mit-
tel und hohes Risiko, siche Tabelle 1 (Fletcher et al. 2002).

GSIT die bereits metastasiert waren, wurden einer 5. Gruppe (maligne) zugeordnet. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Kategorien sehr niedrig, niedrig und mittel in eine Gruppe

zusammengefasst, ebenso die Kategorien hohes Risiko und maligne.

Von den in der Studie enthaltenen 44 Patienten wurde DNA aus schockgefrorenem Tumor-
gewebe und korrespondierendem gesunden Gewebe extrahiert und der GTn-

Repeatpolymorphismus analysiert.

3.1.2.2 Neuroendokrine Pankreastumore

Retrospektiv wurden 46 Patienten, die sich im Zeitraum von 1992 bis 2004 aufgrund eines
neuroendokrinen Tumors des Pankreas einem chirurgischen Eingriff in unserer Klinik unter-

zogen hatten, in die Studie einbezogen und untersucht.

Vor Aufnahme in die Studie wurden die angefertigten Paraffinschnitte erneut histologisch
entsprechend den Vorgaben der WHO klassifiziert. Der Proliferationsindex wurde anhand des
KI-67 Antigens bestimmt. Aktive Tumoren wurden entsprechend der Einteilung von Capella

(Capella 1995) durch immunhistochemischen Nachweis von Hormonen, Vorhandensein von

11



klinischen Symptomen oder Anzeichen von systemischer Ausschiittung von Hormonen, defi-

niert.

Alle Tumoren waren neuroendokrine Pankreastumoren. Bekannte Variablen waren Tumor-
grofle, Mitoserate, Differenzierungsgrad, Angioinvasion, immunhistochemischer Hormon-
nachweis und Vorlduferamine und Peptide, um die Tumoren entsprechend der WHO - Klassi-

fikation einzuteilen.

Fiir die Analyse des GTn-Repeatpolymorphismus erfolgte die DNA Extraktion aus schockge-
frorenem neuroendokrinem Pankreastumorgewebe, korrespondierendem gesunden Gewebe
sowie 11 Proben, die aus Metastasen entnommen wurden. Des Weiteren standen 10 prdopera-

tiv entnommene Blutproben fiir die DNA Isolation aus Leukozyten zur Verfiigung.

3.1.2.3 Adenokarzinome des Pankreas

Retrospektiv wurden 150 Patienten, die sich im Zeitraum von 1997 bis 2006 aufgrund eines
duktalen Pankreaskarzinoms einem chirurgischen Eingriff in unserer Klinik unterzogen hat-
ten, in die Studie einbezogen und untersucht. Patienten die bereits Metastasen aufwiesen, oder
Patienten bei denen intraoperativ Metastasen diagnostiziert wurden, wurden ausgeschlossen.
Alle Patienten erhielten keine neoadjuvante Behandlung. Histopathologisch wurden nur Pati-
enten mit einbezogen, die eine RO Resektion aufwiesen. Alle Tumoren wurden entsprechend
dem AJCC Cancer Staging Manual klassifiziert (Bilimoria et al. 2007).

3.1.2.4 Klinisch-pathologische Daten

Alle Daten wie Geschlecht, Alter, histopathologische Untersuchungsergebnisse (Grofie, Me-
tastasen, Tumortyp, Staging) wurden anhand der klinischen und pathologischen Aufzeich-
nungen eingeholt. In Bezug auf die neuroendokrinen Pankreastumoren ist anzumerken, dass
die TumorgroBe, die Mitoserate, der Differenzierungsgrad, die Angioinvasion, der immunhis-
tochemische Hormonnachweis, Vorlduferamine und Peptide evaluiert wurden, um die Tumo-
ren entsprechend der WHO - Klassifikation einzuteilen. Die klinischen Follow-Up Daten
wurden anhand der Patiententabellen und oder durch direkte Kontaktaufnahme mit den Pati-

enten erarbeitet.
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3.2 Methoden

3.2.1 Préparation genomischer DNA

3.2.1.1 Isolierung genomischer DNA

Vor DNA Extraktion wurden 7 Schnitte angefertigt (je 2 Schnitte von 7 um an den dufleren
Réandern und 5 Schnitte im Kern von 15 um Dicke) und mit Hdmatoxylin und Eosin gefarbt.
Folgend wurden die Tumoren durch einen Pathologen markiert. Anhand des QIAmp Kit (Qi-
agen, Hilden, Deutschland) wurde DNA aus Tumorgewebe, gesundem Gewebe, Metastasen-
gewebe und Leukozyten extrahiert. Metastasengewebe und Leukozytengewebe stand bei neu-
roendokrinen Pankreastumoren zur Verfiigung. Bei duktalen Pankreastumoren erfolgte die
Analyse ausschlielich anhand von Leukozyten—DNA.

3.2.1.2 Verdiinnung der DNA

Nach photometrischer Konzentrationsbestimmung wurde ein Teil der extrahierten DNA mit
sterilem Wasser (DNase frei, RNase frei, Sigma-Aldrich®, USA) auf eine Endkonzentration
von 10ng/ul in 50 pl verdiinnt und bei -80°C gelagert.

3.2.2 Sequenzierung des GTn—Repeatpolymorphismus
3.2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde 1983 durch Dr. Kary Mullis entwickelt. Anhand
der PCR konnen Zielsequenzen in vitro vervielféltigt werden. Das Prinzip der PCR besteht in
einer Kettenreaktion, da neu synthetisierte DNA-Strange als Vorlage fiir weitere Stringe in
den sich wiederholenden Zyklen dienen. Voraussetzung ist, dass die Sequenz der Zielregion

bekannt ist.

Die Zielsequenz des HMOX-1 Gens wurde im Vorfeld bereits durch Yamada et. al verftent-
licht (Yamada et al. 2000). Fiir die Vervielfiltigung des 5'Endes mit dem GTn—
Repeatpolymorphismus wurde ein sense Primer (5'- AGAGCCTGCAGCTTCTCAGA-3")
und ein fluoreszierender (FAM, 6-Carboxyfluorescein) antisense Primer (5°-
ACAAAGTCTGGCCATAGGAC-3") benutzt.

Die PCR erfolgte in einem 10 pl umfassendem Reaktionsgemisch bestehend aus 0,2 pl extra-
hierter DNA, 1 ul 10x PCR Puffer (GeneAmp ®, Applied Biosystems™ , USA), 1 ul ANTP’s
je 2,5 mM (Invitrogen™, USA), je 0,5 ul sense und antisense Primer (Eurofins MWG Ope-
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ron, Deutschland), 0,05 ul Tag-Polymerase (AmpliTag Gold™, Applied Biosystems™,
USA), und 5 pl sterilem Wasser, DNase frei und RNase frei (Sigma-Aldrich™ USA).

Das Reaktionsgemisch wurde auf Eis pipettiert. Die Tag-Polymerase wurde dem Gemisch
zuletzt hinzugefligt. Zur Kontrolle von moglichen Verunreinigungen wurde jeweils einem
Reaktionsansatz statt DNA steriles Wasser (Sigma-Aldrich®, USA) hinzugegeben.

Der Thermocycler wurde auf Denaturierungstemperatur vorgeheizt. Initial wurde fiir 10 Mi-
nuten bei 94°C denaturiert. Folgend wurde der PCR Zyklus, bestehend aus Denaturierungzeit
fiir 30 Sekunden bei 94°C, der Anlagerungszeit fiir 30 Sekunden bei 58°C, einer Synthesezeit
von einer Minute bei 72°C und einer Elongationszeit von 10 Minuten bei 40°C, insgesamt 40
mal wiederholt. Nach Abschluss aller Zyklen wurde der PCR — Ansatz auf 4°C herunterge-
kiihlt.

3.2.2.2 Die Gel-Elektrophorese

Nach Abschluss der PCR wurden die DNA-Fragmente durch die Gel-Elektrophorese ihrer
GroBe nach aufgetrennt. Die Auftrennung basiert auf der Wanderungseigenschaft der negativ
geladenen DNA-Fragmente im elektrischen Feld. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist u.a.
von der GroBle abhéngig. Unter einer Gleichspannung bilden sich DNA-Fragment-Banden
aus, die sich aufgrund des hinzugegebenen Farbstoffes Ethidiumbromid unter UV-Licht als
orange-fluoreszierende Banden darstellen. Die GroB3e der Banden wird durch einen hinzuge-
gebenen Liangenstandard abgeschitzt. Je kleiner das amplifizierte Fragment, desto grofler die

Wanderungsstrecke.

Zur Herstellung eines 2,5% igen Agarosegels wurden 5g Agarose mit 200 ml 1 x TAE-Puffer
in der Mikrowelle aufgekocht. Nach vollstindiger Auflosung wurde 10 pl Ethidumbromid
(1%ig) hinzugegeben. Die angelegte Spannung betrug 100 V fiir 20 Minuten.

3.2.2.3 Kapillarelektrophorese

Die Bestimmung des GTn-Polymorphismus erfolgte durch eine Kapillarelektrophorese mit
dem ABI Prism 310 Genetic Analyzer ® (Applied Biosystems™, USA). Hierfiir wurde ein
Gemisch aus 40 ul Formamide (HI-DI™, Applied Biosystems™, USA), 0,2 ul GroBenstan-
dard (GeneScan™ 500-ROX™, Applied Biosystems™, USA) und 0,1-2,0 ul PCR Material
titriert und bei 94° C fiir zwei Minuten im Thermocycler denaturiert. Die Menge des PCR —

Materials war abhéngig von der Bandenqualitét in der Gelelektrophorese.
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Die GTn-Repeats wurden anhand homozygoter DNA - Marker bestimmt. Hierflir wurde die
Sequenzierung in einem 20 pl Gemisch bestehend aus 3,0 ul extrahierter DNA, 2,0 pl 5x
Sequenzierungspuffer (Applied Biosystems™, USA), 4,0 ul Sequenziermix (BigDye®, Ver-
sion 1.1 Applied Biosystems™, USA) und OXsFs Primer (5'- GGGTTGCTAAGTTCCT-
GATG-3") erstellt. Die Synthesezyklen wurden bei 95°C, 50°C und 60° C fiir 30 Sekunden
bis 4 Minuten wiederholt. Das Sequenzierungsprodukt wurde anschlieend automatisch durch
den ABI Prism 310 Genetic Analyzer ® (Applied Biosystems™, USA) analysiert.

Die Langenmarker waren zwei homozygote Muster mit 23 und 30 GTn—Repeats. GTn-
Repeats kleiner 25 wurden als kurze Repeats klassifiziert, > 25 als lange Repeats. Diese Klas-
sifizierung entspricht derjenigen die bereits durch andere Gruppen aufgestellt wurde. Yamada
et al. haben in Ihrer Arbeit zwar eine Unterteilung in 3 Klassen vorgenommen, eine Signifi-
kanz beziiglich der Expression war jedoch nur bei einer Repeatsequenz unter 20 bzw. {iber 29
feststellbar (Chang et al. 2004, Yamada et al. 2000).

3.2.3 Statistische Verfahren

Fiir die statistische Analyse der Ergebnisse wurde SPSS® fiir Windows® Version 11.5.1
(SPSS Inc., Chicago, IL) genutzt. ANOVA wurde zur Korrelation der klinisch pathologischen
Parameter mit den GTn-Genotypen genutzt. Die Uberlebenskurven der Patienten wurden an-
hand der Kaplan -Meyer Methode erstellt, und mit dem log-rank Test analysiert. In der Grup-
pe der Patienten mit dem LL - Genotyp wurde die mediane Uberlebenszeit bei GIST und
NEPT, im Gegensatz zu den duktalen Adenokarzinomen des Pankreas, nicht erreicht. Weder
fiir die rezidivfreie Uberlebenszeit noch fiir die gesamte Uberlebenszeit. Aufgrund dessen
wurden die Daten fiir das Uberleben als Mittelwerte mit einer Standardabweichung und dem
95% Konfidenzintervall angegeben. Um den unabhingigen Einfluss des HO-1 Lingenpoly-
morphismus und anderer Kovarianzen auf das Uberleben herauszuarbeiten, wurde die Cox -
Regressionsanalyse angewendet. Signifikante Ergebnisse beziehen sich auf die P-Werte der

zweiseitigen Tests die kleiner waren als 0,05.
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4. Ergebnisse
4.1 Gastrointestinale Stromatumore

4.1.1 Patientencharakteristika

45 Patienten mit operativem Eingriff bei GIST wurden untersucht. Patientenmerkmale wie
Geschlecht, Tumorlokalisation, Metastasierung, Risikoprofil und Rezidiv sind in Tabelle 3
aufgelistet. Das mediane Alter der Studienpopulation betrug 61,5 Jahre. Die Population teilte
sich in 27 Patientinnen (61,4 %) und 17 Patienten (54,5 %) auf.

24 Patienten konnten der Gruppe mit geringem Risiko zugeteilt werden (54,5 %), 20 Patien-
ten der Gruppe mit hohem Risiko (45,5 %). Acht Patienten hatten bei Vorstellung bereits Me-
tastasen und wurden der offensichtlich malignen Gruppe zugeordnet (18,2 %). Von diesen
acht Patienten erhielten zwei Patienten (4,4 %) Gleevec® praoperoperativ und weitere zwei
Patienten postoperativ. Sechs Patienten aus der Hochrisikogruppe (30 %) erhielten Gleevec®

postoperativ.

4.1.2 GTn-Polymorphismus Verteilung

24 Patienten wurden als homozygote Triger (LL) der langen Repeatsequenz identifiziert
(54,5%), 20 (45,5%) als heterozygot (SL). Homozygote Trager der kurzen Repeatsequenz

konnten nicht der vorliegenden Studienpopulation identifiziert werden.

4.1.3 Korrelation mit klinisch-pathologischen Daten

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem GTn-Genotyp und klinischen Parametern wie
Geschlecht, Alter und primdre Tumorlokalisation konnte nicht hergestellt werden (siehe Ta-
belle 3).

Der heterozygote Genotyp war hoch signifikant assoziiert mit stattgehabter Metastasierung
zum Zeitpunkt der Vorstellung in unserer Klinik, Rezidiv und der Hochrisikogruppe. (Tabelle
3, ANOVA P<0,0001). Keiner der 24 Patienten in der Gruppe mit geringem Risiko trug ein S-
GTn Allel, jedoch wiesen alle 20 Patienten der Hochrisikogruppe ein S-GTn Allel auf. Alle
Patienten, die aufgrund von bestehenden Metastasen in die sicher maligne Gruppe eingeord-

net wurden, wiesen ein S-GTn Allel auf.
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4.1.4 Uberlebensanalysen

15 Patienten aus der Studienpopulation erlitten ein Rezidiv, alle Patienten mit Rezidiv wiesen
ein S-GTn Allel auf. Es ist jedoch einzuwenden, dass ein Patient der homozygot fiir das L-
GTn Allel war, ebenfalls ein Rezidiv erlitt. Die mediane Follow-Up Zeit betrug 45 Monate
(von 2 bis 126 Monaten). Die mittlere rezidivfreie Uberlebenszeit betrug 91,8 Monate (+/-
7,1; KI 77,8-105,9). Patienten, die bei Erstvorstellung bereits Metastasen aufwiesen (n==8)
wurden aus der Berechnung der rezidivfreien Uberlebenszeit ausgeschlossen. Patienten mit
homozygotem L-GTn Genotyp hatten eine signifikant lingere rezidivfreie Uberlebenszeit mit
110 Monaten (+/- 4; KI 102-117) im Gegensatz zu dem heterozygoten Genotyp mit 57 Mona-
ten (+/- 9,4; KI 38,5-75,6, Abbildung 6, log rank Test, P < 0,0001). In Bezug auf die Gesamt-
iiberlebenszeit hatte der homozygote Genotyp ebenfalls eine signifikant lingere Zeit mit
105,9 Monaten (+/- 5,5; KI 95-116,8) im Vergleich zum heterozygoten Typ mit 50,7 Monaten
(+/- 10,2; KI 30,7-70,7, Abbildung 5, log rank Test, P<0,0001).

Tabelle 3: Vergleich der Genotypen mit klinisch-pathologischen Charakteristika (GIST)

Variable Patienten (%) GTn-Genotyp P-Wert
SL LL

Gesamtzahl 44 (100) 20 (45,5) 24 (54,5)

Geschlecht

Minnlich 27 (61,4) 14 13

Weiblich 17 (38,6) 6 11 0,29

Alter

<60 20 (45,5) 11 9

=60 24 (38,6) 6 11 0,25

Lokalisation

Osophagus 5(11,4) 2 3

Magen 27 (61,4) 11 16

Diinndarm 8 (18,2) 4

Andere 4(9,0) 3 1 0,21

Risiko Profil

Sehr niedrig 4(9,1) 0

Niedrig 10 (22,7) 0 10

Mittel 10 (22,7) 0 10

Hoch 12 (27,3) 12 0

Maligne 8 (18,2) 8 0 <0,0001

Metastasierung

Ja 36 (81,8) 12 24

Nein 8(18,2) 8 0 <0,0001

Rezidiv

Ja 29 (65,9) 6 23

Nein 15 (34,1) 14 1 <0,0001
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4.1.5 Multivariate Analyse

Die Cox-Regressionsanalyse zeigte, dass der GTn-Polymorphismus einen unabhingigen

prognostischen Faktor fiir das Uberleben der an gastrointestinalen Stromatumor erkrankten

Patienten darstellt (Tabelle 4).

Tabelle 4: Multivariate Analyse fiir das Uberleben GIST

Variable

Geschlecht (m. vs. w.)
Alter (<60 vs. = 60)

SL vs. LL Genotyp

Geringes Risiko vs. Hohes Risiko

RR*/KI* P-Wert
0,8/0,2-2,4 0,2
05/02- 13 0,7

11,1/2,5-49,1 0,0001
11,1/2,5-49,1 0,0001

Cox-Regressionsanalyse * Relatives Risiko; ** 95% Konfidenzintervall

Des Weiteren zeigte sich, dass es eine direkte lineare Korrelation zwischen der Risikoein-

schidtzung nach Fletscher und dem GTn-Repeatpolymorphismus gibt. Patienten mit der kur-
zen Repeatsequenz hatten ein relatives Risiko von 11,1 (95% KI 2,5-49,1; P=0,001) im Ver-

gleich zu Patienten mit der homozygot langen Repeatsequenz. Alter und Geschlecht waren in

der vorliegenden Studienpopulation nicht von prognostischer Relevanz.
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Abbildung 5: Alle Patienten die an gastrointestinalen Tumo-
ren erkrankt waren, wurden in die Analyse mit einbezogen
(n=44). Die mittlere Uberlebenszeit war signifikant besser
bei Patienten mit dem LL Genotyp mit 105,9 Monaten + 5,5
Monate versus 50,7 Monate + 10,2 bei Patienten mit dem SL
Genotyp (log rank Test, P < 0,0001).
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Abbildung 6: Patienten mit gastrointestinalen Tumoren die
bei Vorstellung Metastasen aufwiesen sind in der Analyse
der rezidivfreien Uberlebenszeit nicht enthalten (n=8). Die
mittlere rezidivfreie Uberlebenszeit war signifikant besser
bei Patienten mit dem LL Genotyp mit 110 Monaten + 4
Monate versus 57 Monate + 9,4 Monate (log rank Test, P <
0,0001)
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4.2 Neuroendokrine Pankreastumore

4.2.1 Patientencharakteristika

46 Patienten, die sich einer operativen Tumorresektion unterzogen hatten, wurden in die Stu-

die mit einbezogen.

Patientencharakteristika wie z.B. Geschlecht, Tumorart- und Rezidiv und Metastasierung bei
Vorstellung sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

Das mediane Alter der Studienpopulation betrug 52 Jahre (von 27 bis 73 Jahre). 22 Patienten
waren ménnlich (47,8%) und 24 Patienten weiblich (52,2%).

35 Patienten wiesen einen inaktiven NEPT auf (76,1%), 11 Patienten wiesen einen aktiven
NEPT auf (23,9%). Von den genannten 11 Patienten wurde bei vier Patienten ein Insulinom

nachgewiesen, bei 2 Patienten ein Gastrinom und bei 5 Patienten ein Karzinoid.

Vier Patienten aus der Gesamtstudienpopulation wiesen ein NEPT im Rahmen einer Multip-
len Endokrinen Neoplasie Typ I auf, zwei Patienten wiesen ein NEPT im Rahmen des Zollin-
ger-Ellisson Syndroms auf. Die restlichen 40 Patienten wiesen ein NEPT ohne Assoziation zu

einem Syndrom auf.

Histologisch wiesen 38 Patienten einen gut differenzierten Tumor auf (82,6%), zwei einen
miBig differenzierten Tumor (4,3%) und drei Patienten einen schlecht differenzierten Tumor
(13%).

Bei 11 Patienten lagen Metastasen zum Zeitpunkt der Vorstellung vor (23,9%). Bei allen

Metastasen handelte es sich um hepatische Metastasen, die komplett reseziert wurden.

Nach der aktuell giiltigen WHO Klassifikation (Tabelle 2) lag bei 11 Patienten ein gutartiger
NEPT vor (23,9%), bei 27 Patienten lag ein gut differenzierter NEPT vor (58,7%) und bei
acht Patienten lag ein schlecht differenzierter NEPT vor. Bei 11 Patienten lagen Metastasen
zum Zeitpunkt der Vorstellung vor (23,9%), ein Rezidiv trat bei 20 Patienten auf (43,2%).

4.2.2 GTn-Polymorphismus Verteilung

Alle DNA Proben wurden beziiglich des GTn-Polymorphismus analysiert. Es war kein Unter-
schied im Polymorphismus zwischen Tumorgewebe, gesundem Gewebe, Metastasengewebe
und Leukozyten-DNA nachweisbar.

Neun Patienten waren homozygote Trdger der kurzen GTn-Repeatsequenz (19,6%). 21 Pati-

enten wiesen sowohl das Allel fiir die kurze GTn-Repeatsequenz als auch fiir die lange GTn-
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Repeat Sequenz auf. Die verbleibenden 16 Patienten der untersuchten Patientenpopulation

waren homozygote Triager der langen GTn-Repeat Sequenz.
4.2.3 Korrelation mit klinisch-pathologischen Daten

Die Uberpriifung eines signifikanten Zusammenhanges zwischen dem GTn-Genotyp und kli-

nischen Parametern wie Geschlecht und Alter war negativ (Tabelle 5).

Tabelle 5: Klinische Charakteristika NEPT

Anzahl der Patienten 46 (100)*
Medianes Alter in Jahren 52 (27-73)
Geschlecht

Minnlich 22 (47,8)
Weiblich 24 (52,2)
Tumorbiologie

Inaktiv 35 (76,1)
Aktiv 11(23,9)
- Insulinom 4

- Gastrinom 2

- Karzinoid 5
Syndrome

MEN I 4( 8,7
Zollinger-Ellison 2(43)
Kein Syndrom 40 (87,0)
Metastasierung bei Vorstellung 11(15,9)
Grading

1 38 (82,0)
2 2(43)
3 6 (13,0)
Rezidive

0 26 (56,5)
1 29 (43,3)
WHO-KIlassifikation

Benigne 11 (23,9)
Gut differenziert 27 (58,7)
Schlecht differenziert 8(17,4)
GTn-Polymorphismus

SS 9 (19,6)
SL 21 (45,7)
LL 16 (34,8)

*Werte in Klammern entsprechen Prozentwerten

Im Kontrast hierzu korrelierten Tumorrezidiv, Tumorgrading und die WHO Klassifikation
signifikant mit dem GTn-Genotyp. Die Trager des Allels fiir die kurze GTn-Repeatsequenz,
sei es homo- oder heterozygot, wiesen signifikant hohere Rezidivraten auf. Bei Patienten, die

homozygote Triager des langen GTn-Allels waren, traten nur bei drei von insgesamt 13 Pati-
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enten Rezidive auf. Im Gegensatz hierzu traten, bei 17 von 30 Patienten die homozygote oder
heterozygote Triger des kurzen GTn-Allels waren, Rezidive auf. (ANOVA, P=0,03, Tabelle
6). Zusitzlich wies keiner der homozygoten Tréger des langen Allels einen Tumorgrad II oder
IIT auf, die Tumorgrade II und III traten ausschlieBlich bei Tragern des kurzen Allels auf (A-
NOVA, P=0,01, Tabelle 6).

Tabelle 6: Vergleich der Patientencharakteristika mit dem GTn-Genotyp NEPT

Genotyp

SS SL LL P (ANOVA)
Tumorrezidive
0 3 10 13
1 6 11 3 0,03
Grading
1 4 18 16
2 1 1 0
3 4 2 0 0,01
WHO Klassifikation
Benigne 0 0 11
Gut differenziert 4 18 5
Schlecht differenziert 5 3 0 0,0001

Hervorzuheben ist die Korrelation zwischen dem GTn-Genotyp und der WHO Klassifikation.
Der GTn-Genotyp korreliert hoch signifikant mit der WHO Klassifikation. Alle benignen
neuroendokrinen Pankreastumore gehorten dem LL-Genotyp an. Im Kontrast hierzu gehorten
schlecht differenzierte neuroendokrine Pankreastumoren dem SS/SL-Genotyp an (ANOVA,
P=0,0001, Tabelle 6). Es muss aber auch erwdhnt werden, dass gut differenzierte neuroendo-

krine Pankreastumoren alle Genotypen aufwiesen (SS, SL, LL).

4.2.4 Uberlebensanalysen

Die mediane Follow-Up Zeit betrug 38,2 Monate (von 2-140 Monate). Die mittlere rezidiv-
freie Uberlebenszeit betrug 72,6 Monate (£ 11,4 Monate; KI 50,3-94,9). Der LL-Genotyp
hatte ein signifikant lingere rezidivfreie Uberlebenszeit mit 118,8 Monaten (+ 14,1; KI 84-
139,4) im Gegensatz zu dem SL-Genotyp mit 47 Monaten (£ 11; KI 25,5-68,4) und dem SS
Genotyp mit 6,6 Monaten (+ 3,3; KI 2,4-12,6). Patienten die zum Zeitpunkt der Vorstellung
Metastasen aufwiesen, wurden aus der Analyse der rezidivfreien Uberlebenszeit ausgeschlos-
sen (Abbildung 7), log rank Test, P<0,0001). Die gesamte Uberlebenszeit der Untersuchten
Patienten betrug 75,9 Monate (+/- 9,4; KI 57,3 — 94,5). Der LL-Genotyp wies auch hier eine
signifikant langere Uberlebenszeit von 101,6 Monaten auf (+/-14,7; KI 72,7-130,3) im Ver-
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gleich zu den Patienten mit dem SL Genotyp mit 61 Monaten (+/- 11,9; KI 37,6-84,4) und
dem SS Genotyp mit 25,8 Monaten (+/- 7,5; CI 11,2-40,4; Abbildung 8, log rank Test,

P=0,04).

1,0

F P <0.0001
I LL

0,8

0,4

Rezidivfreies Uberleben

0,2

0,0

| | I 1 | 1 I 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Monate nach OP

Abbildung 7: Patienten, die an neuroendokrinen Tumoren
erkrankt waren und zum Zeitpunkt der Vorstellung Metasta-
sen aufwiesen, sind in der Analyse der Rezidivfreien Uber-
lebenszeit nicht enthalten (n=11). Die mittlere rezidivfreie
Uberlebenszeit war bei Patienten mit dem LL Genotyp
signifikant besser mit 118,0 Monaten versus 47,0 Monaten
bei Patienten mit dem SL Genotyp und 6,1 Monaten bei
Patienten mit dem SS Genotyp (log rank Test, P < 0,0001)

4.2.5 Multivariate Analyse
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Abbildung 8: Fiir die Analyse der Gesamtiiberlebenszeit
sind alle Patienten die an einem neuroendokrinen Pan-
kreastumor erkrankt waren enthalten (n=46). Die mittlere
Uberlebenszeit war signifikant besser bei Patienten mit dem
LL Genotyp mit 101,6 Monaten versus 61 Monate bei Pati-
enten mit dem SL Genotyp und 25,8 Monate bei Patienten
mit dem SS Genotyp (log rank Test, P=0,04)

Die Cox-Regressionsanalyse identifizierte die WHO Klassifikation als den einzigen unabhén-

gigen prognostischen Marker fiir das Uberleben. Patienten mit benignem NEPT hatten im
Vergleich zu Patienten mit malignem NEPT ein relatives Risiko von 1,9 ( KI 1-3,9; P=0,04,
Tabelle 7). In der multivariaten Analyse erreichte der GTn-Polymorphismus nicht die statisti-

sche Signifikanz um als unabhiingiger prognostischer Marker fiir das Uberleben zu gelten.

Tabelle 7: Multivariate Analyse fiir das Uberleben NEPT

WHO-Klassifikation
GTn-Polymorphismus

RR*/KI** P
1,9 (1,0;3,9) 0,04
1,0 (0,3;3,7) 0,8

Cox-Regressionsanalyse * Relatives Risiko; ** 95% Konfidenzintervall
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4.3 Duktale Adenokarzinome des Pankreas
4.3.1 Patientencharakteristika

150 Patienten, die sich einer operativen Tumorresektion unterzogen hatten, wurden in die
Studie mit einbezogen. Das mediane Alter der Studienpopulation betrug 63,4 Jahre ( von 33
bis 87 Jahre). 78 Patienten waren méannlich ( 52 %) und 72 Patienten weiblich (48 %). Die
mediane Follow—Up Zeit betrug 16 Monate ( von 2 — 50).

Postoperativ erhielten 46 Patienten (30,7%) eine Chemotherapie. Das nicht alle Patienten ei-
ner Chemotherapie unterzogen wurden, hatte institutionelle Griinde: wurden bis 2003 Patien-
ten mit einem kurativ operiertem Pankreaskarzinom lediglich chirurgisch behandelt, erfolgte
im Zuge der Veroffentlichung der ESPAC-3 Studie und der Conko Studie eine Umstellung
der Therapie. Stadienunabhidngig wurden alle Patienten mit potentiell kurativ operiertem Pan-
kreaskarzinom ab 2003 einer auf Gemcitabine basierenden Chemotherapie unterzogen ( Ne-
optolemos et al. 2010, Oettle und Neuhaus 2007). Das mediane Gesamtiiberleben der Patien-
ten mit Chemotherapie betrug 15 Monate (95% KI; 12,7 — 17,3) im Vergleich zu 19 Monaten
(95% KI; 13,3 — 24,7) bei Patienten, die eine alleinige chirurgische Resektion erhielten
(p=0,03; Abbildung 9 b).

Zur Verifizierung einer reprisentativen Studienpopulation wurde das Gesamtiiberleben in
Bezug zum AJCC Stadium bestimmt. Es zeigte sich ein Zusammenhang zwischen dem Ge-
samtiiberleben und dem AJCC Stadium. Die mediane Gesamtiiberlebenszeit betrug 17,5 Mo-
nate (95% CI: 14,5-20,6, Abbildung 9 a, p<0,0001).

4.3.2 GTn-Polymorphismusverteilung

45 Patienten waren homozygote Triger der kurzen GTn-Repeat Sequenz (30 %). 72 Patienten
wiesen sowohl das Allel fiir die kurze GTn-Repeat Sequenz als auch fiir die lange GTn-
Repeat Sequenz auf ( 48 %). Die verbleibenden 33 Patienten der untersuchten Patientenpopu-

lation waren homozygote Trager der langen GTn-Repeatsequenz (22 %).

4.3.3 Korrelation mit klinisch-pathologischen Daten

Die Uberpriifung eines signifikanten Zusammenhanges zwischen dem GTn-Genotyp und kli-
nischen Parametern wie Geschlecht und Alter war negativ. Der Vergleich der LL, SL und SS
Genotypen konnte eine signifikante Risikosteigerung fiir ein fortgeschrittenes T-Stadium, die
Lymphknotenmetastasierung, das Grading und die Rezidivrate aufzeigen (jeweils p<0,0001).

Der SS-Genotyp zeigte signifikant fortgeschrittene Tumoren im Vergleich zu Patienten mit
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dem SL- und LL-Genotyp. Im Vergleich des SL-Genotyps mit dem LL-Genotyp zeigte sich
eine Tendenz zu weniger aggressiver Tumorbiologie. Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass das Stadium III ausschlieBlich bei Patienten mit dem SS-Genotyp auftrat. Im Kontrast
hierzu gehorten Patienten die das Stadium I aufwiesen ausschlieBlich dem LL-Genotyp an
(Tabelle 8).

Tabelle 8: Patientencharakteristika und Korrelation des Genotyps mit klinisch — pathologischen
Parametern bei Adenokarzinomen des Pankreas

Variablen Gesamt LL SL SS p
Gesamt 150 33(22.0) 72(48.0) 45 (30.0)
Geschlecht
Mannlich 78 (52.0) 21(26.9) 31(39.7) 26(33.3)
Weiblich 72 (48.0) 12 (16.7) 41(56.9) 19(26.4) 0.9
Alter
<60 74 (49.3)  18(24.3) 35(47.3) 21(28.4)
>60 76 (50.7) 15(19.7) 37(48.7) 24 (31.6) 0.8
TumorgroRe
pT1 10 (6.7) 8(80.0)  2(20.0)
pT2 49 (32.7) 10(20.4) 30(61.2) 9 (18.4)
pT3 82(54.7) 15(18.3) 40(48.8) 27(32.9)
pT4 9 (6.0) - 9 (100.0) <0.001
Lymphknotenstatus
Negativ 34(22.7) 21(61.8) 12(35.3) 1(2.9)
Positiv 116 (77.3) 12(10.3) 60(51.7) 44 (37.9) <0.001
Grading
G1 7(4.7) 4 (57.1) 3 (42.9)
G2 67 (44.7)  20(29.9) 35(52.2) 12(17.9)
G3 76 (50.7) 9(11.8) 34(44.7) 33(43.4) 0.001
Stadium
IA 9 (6.0) 7(77.8)  2(22.2)
IB 12 (8.0) 7(58.3)  5(41.7)
1A 13 (8.7) 7(53.8)  5(38.5) 1(7.7)
:! 107 (71.3) 12(11.2) 60(56.1) 35(32.7)
] 9 (6.0) - 9 (100.0) <0.001
Adjuvante Chemoth.
Nein 104 (69.3) 26 (25.0) 46(44.2) 32(30.8)
Ja 46 (30.7) 7(15.2) 26(56.5) 13(28.3) 0.3
Rezidiv
Nein 36 (24.0) 19 (52.8) 11 (30.6) 6 (16.7)
Ja 114 (76.0) 14(12.3) 61(53.5) 39 (34.2) <0.001
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4.3.4 Uberlebensanalysen

Wihrend der Follow-Up Periode erlitten insgesamt 114 Patienten (76%) ein Rezidiv und 116
Patienten (77,3%) verstarben. Der GTn-Polymorphismus hatte einen signifikanten Einfluss
auf das rezidivfreie und das Gesamtiiberleben. So sanken die Uberlebenszeiten deutlich im
Vergleich der LL vs. SL und SL vs. SS Genotypen (Abbildung 9 ¢, 9 d und Tabelle 9,10).
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Abbildung 9 c: Kaplan — Meier Plot fiir das rezidivfreie Uber-  Abbildung 9 d: Kaplan — Meier Plot fiir das Gesamtiiberleben
leben in Relation zum GTn-Genotyp in Relation zum GTn-Genotyp

Betrachtet man nun die Uberlebenszeiten der Patienten mit und ohne Chemotherapie getrennt
in Bezug auf den GTn-Genotyp, so zeigt sich auch hier, dass die Uberlebenszeiten im Ver-

gleich der LL- vs. SL- und SL- vs. SS-Genotypen signifikant sinken. Eine Ausnahme bildet
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jedoch der Vergleich des LL- vs. SL-Genotyps mit adjuvanter Chemotherapie. Hier konnte

kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p=0,2). Es bleibt jedoch anzumerken, dass

nur 7 Patienten mit dem LL-Genotyp eine postoperative Chemotherapie erhielten (Abbildung

10 a-d, Tabelle 9 und 10).
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Tabelle 9: GTn und rezidivfreies Uberleben Adenokarzinom Pankreas

Genotyp
Alle

LL

SL

SS

Alle
N Median
150 12,9
(10,2-13,8)
33 12,0
(10,2-13,8)
72 13,0
(10,6-15,4)
45 6,0
(5,3-6,7)

P
<0,001

<0,001"
/

<0,0012

Ohne Chemotherapie

N Median P

104 12,3 <0,001
(9,5-15,1)

26 26,0 <0,001"
(20,5-31,5)

46 13,0 /
(10,6-15,4)

32 5,2 <0,0012
(4,4-6,0)

Mit Chemotherapie

N Median P

46 10,0 0,002
(7,5-12,4)

7 33,0 0,2
(12,8-32,9)

26 13,0 /
(6,7-19,2)

13 7,0 0,0032
(7,6-12,4)

Werte in Klammern: 95% Kl ' Signifikanz zwischen LL und SL 2 Signifikanz zwischen SL und SS

Tabelle 10: GTn und Gesamtiiberleben Adenokarzinom Pankreas

Genotyp
Alle

LL

SL

SS

Alle
N Median
150 17,6
(14,5-10,6)
33 35,0
(27,2-42,8)
72 13,0
(18,2-26,5)
45 6,0
(8,8-11,2)

P
<,001

<0,001"
/

<0,0012

Ohne Chemotherapie

N Median P

104 19,0 <0,001
(13,3-24,7)

26 32,6 <0,01"
(27,3-37,9)

46 24,8 /
(18,8-30,8)

32 10,0 <0,0012
(7,9-12,1)

Mit Chemotherapie

N Median P
46 15,0 0,001
(12,7-17,3)
7 33,0 0,2
(5,9-54,1)
26 18,0 /
(12,4-23,6)
13 7,0 0,001
(8,2-11,8) 2

Werte in Klammern: 95% Kl ' Signifikanz zwischen LL und SL 2 Signifikanz zwischen SL und SS

4.3.5 Multivariate Analyse

Zur Evaluation des GTn-Genotyps als unabhédngiger prognostischer Marker wurde die Cox

Regressionsanalyse durchgefiihrt. Alter, Geschlecht, Tumorgréf3e und postoperative Chemo-

therapie zeigten keine Signifikanz in der multivariaten Analyse. In Bezug auf das Rezidiv und

das Gesamtiiberleben konnte aber gezeigt werden, dass der GTn-Polymorphismus den stérks-

ten prognostischen Marker stellt. Die HR fiir das Rezidiv in der SS-Genotyp Gruppe war im
Vergleich mit der LL-Genotyp Gruppe 3,9 (95% KI: 1,7-9,0, p=0,001), und fiir das Gesamt-
iiberleben 5,5 (95% KI; 2,5-11,9, p<0,001). Der Vergleich des LL-Genotyps mit dem SL-

Genotyp erbrachte keinen signifikanten Unterschied. Weiterhin zeigte sich in der Analyse,

dass das Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen einen unabhéngigen prognostischen
Marker fiir das Auftreten eines Rezidivs und das Gesamtiiberleben darstellt (Tabelle 11).
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Tabelle 11: Prognostischer Faktor fiir Tumorrezidiv und Gesamtiiberleben

Variablen

Geschlecht
Mannlich vs.
weiblich
Alter in
Jahren

<60 vs. >60
Tumorgrofle
pT1 Refe-
renz

pT1 vs. pT2

pT1vs. pT3
pT1 vs. pT4

LK Status
Negativ vs.
positiv
Grading

G1 Referenz
G1 vs. G2

G1lvs.G3

Adjuvante
CcT

Nein vs. Ja
Genotyp

LL Referenz
LL vs. SL

LL vs. SS

Tumorrezidiv

Univariat Multivariat

HR P HR P
(95% Kl) (95% Kil)

0,9 0,8 0,8 0,3
(0,7-1,4) (0,6-1,2)

0,9 0,62 0,9 0,8
(0,6-1,3) (0,6-1,4)

1,9 0,16 0,3 0,06

(0,8-,5) (0,2-1,1)

2,7 0,02 0,4 0,13
(1,1-6,3) (0,1-1.3)

4,4 0,008 0,3 0,13
(1,5-13,1) (0,1-1,4)

4,6 <0,001 2,7 0,01
(2,5-8,2) (1,2-6,0)

3,9 0,06 2,8 0,2
(0,9-16,1) (0,6-12,5)

9,3 0,002 49 0,04
(2,2-38,3) (1,1-22,4)

1,3 0,24 1,1 0,6
(0,9-1,9) (0,7-1,7)

3,2 <0,001 1,8 0,12
(1,7-5,7) (0,8-4,0)

7,1 <0,001 3,9 0,001
(3,8-13,5) (1,7-9,0)

Gesamtiiberleben

Univarat
HR P
(95% K1)
1,0 0,9
(0,78-1,5)
1,2 0,4
(0,8-1,7)
3,3 0,02
(1,2-9,3)
3,6 0,01
(1,3-10,0)
12,7 <0,001
(83,7-
43,6)
4,9 <0,001
(2,7-8,9)
2,2 0,2
(0,7-7,2)
4,8 0,009
(1,5-15,3)
1,5 0,04
(1,1-2,2)
2,5 0,001
(1,4-4,5)
11,5 <0,001
(6,1-22,0)

HR: hazard ratio mit 95% Konfidenzintervall
P: Signifikanz basierend auf dem Cox Regressionsmodel, spezifizierte Variablen vergleichend.

Multivariat
HR P
(95%Kil)
0,9 0,7
(0,6-1,3)
1,1 0,5
(0,8-1,7)
1,1 0,9
(0,3-3,8)
0,9 0,9
(0,3-0,4)
1,3 0,8
(0,3-5,8)
2,7 0,01
(1,3-5,8)
1,1 0,9
(0,3-4,0)
1,6 0,5
(0,4-6,2)
1,4 0,1
(0,9-2,1)
1,3 0,5
(0,7-2,5)
5,5 <0,001
(2,5-11,9)
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5. Diskussion

Die HO-1 katalysiert den Abbau von freiem Hem zu Eisen, Biliverdin und Kohlenstoffmono-
xid (Tenhunen et al. 1968). Sowohl die Reaktionsprodukte, als auch die HO-1 selbst wirken
antioxidativ, antiinflammatorisch, antiproliferativ und somit insgesamt Cytoprotektiv (Tulis et
al. 2001, Duckers et al. 2001, Ishikawa et al. 2001, Maines 1988, Tenhunen et al. 1969,
Sunamura et al. 2003).

Aufgrund der genannten Eigenschaften ist es naheliegend, dass die HO-1 einen Einfluss auf
die Tumorgenese und den Krankheitsverlauf haben konnte. Die erhohte Konzentration der
HO-1 in Tumorgeweben im Vergleich zum korrespondierenden Normalgewebe wurde eben-

falls bereits nachgewiesen.

Der GTn-Polymorphismus im Promotor des HMOX-1 Gens bestimmt die Transkriptionsrate
der HO-1 und beeinflusst somit theoretisch die Stirke der Cytoprotektion.

In einer Ubersichtsarbeit zur HO-1 in Tumoren werden die verschiedenen Einfliisse der HO-1
diskutiert (Jozkowicz 2007). Die Autoren kommen letztendlich zu dem Ergebnis, dass eine
erhohte Expression der HO-1 vor dem Auftreten neuer Tumoren schiitzen kdnnte. Sobald je-

doch eine maligne Erkrankung vorliegt, ist die HO-1 eher als tumorfordernd zu betrachten.

Bisher wurde der GTn-Polymorphismus bei oralen Plattenepithelkarzinomen, bei Adenokar-

zinomen der Lunge, bei Magenkarzinomen und beim malignen Melanom untersucht.

Es zeigte sich, das Patienten mit einem Adenokarzinom der Lunge signifikant hiufiger die
lange GTn-Repeatsequenz aufwiesen. Auch das Risiko fiir ménnliche Raucher an einem
Adenokarzinom der Lunge zu erkranken war signifikant mit der lange GTn-Repeatsequenz
assoziiert (Kikuchi et al. 2005). Ahnlich verhilt es sich bei einer Studie, die den Zusammen-
hang zwischen dem GTn-Polymorphismus und dem oralen Plattenepithelkarzinomen unter-
suchte, sowie bei einer Studie, die den GTn-Polymorphismus bei Adenokarzinomen des Ma-
gens untersuchte (Lo et al. 2007).

Die Ergebnisse erscheinen in Anbetracht dessen, dass die basale Transkriptionsrate bei Vor-
liegen einer kurzen Repeatsequenz um das 2,5 fache hdher ist und nur HMOX-1 Gene mit
kurzer Repeatsequenz im Promotor durch oxidativen Stress induzierbar sind, schliissig(Chen
et al. 2002).

Gegensitzlich verhélt es sich jedoch beim malignen Melanom (MM). Das Risiko an einem
MM zu erkranken war bei Tragern des L-GTn Allels signifikant geringer als bei homozygoten
Triagern des S-GTn Allels. Aulerdem war das kurze Allel signifikant assoziiert mit einem
hoéheren Breslow Index (Okamoto et al. 2006).
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In der vorliegenden Arbeit wurde der GTn—Polymorphismus mit klinisch-pathologische Da-
ten und dem Uberleben bei gastrointestinalen Stromatumoren, neuroendokrinen Pankreastu-

moren und duktalen Adenokarzinomen des Pankreas korreliert.

Zum Zeitpunkt des Beginns der Studie lagen keine Untersuchungen vor, die den Zusammen-
hang von den o.g. Tumorentititen und dem HMOX-1 GTn-Promotorpolymorphismus unter-

suchten.

Die meisten bisherigen Arbeiten haben zur Untersuchung des Polymorphismus DNA aus
Leukozyten genutzt. Im Falle der gastrointestinalen Tumoren und teilweise der neuroendokri-

nen Pankreastumoren lag leider kein solches Material vor.

Es ist aber anzumerken, dass kein Unterschied des Polymorphismus in den verschiedenen
Geweben gefunden werden konnte, so dass anzunehmen ist, dass der Polymorphismus in allen

Geweben stabil ist.

Dies erscheint wichtig, um den GTn-Polymorphismus als prognostischen Marker fiir gastroin-

testinalen Stromatumoren und neuroendokrine Pankreastumore zu evaluieren.

Die Ergebnisse der GIST zeigen einen klaren Zusammenhang zwischen dem kurzen GTn-
Allel und einem aggressiven Krankheitsverlauf, im Umkehrschluss somit einen Vorteil fiir
Trager des langen Allels. Alle Patienten mit Metastasierung gehdrten dem SL-Genotyp an,
ebenso dominierten die Rezidive bei Patienten mit SL-Genotyp. Des Weiteren korrelierte der
GTn-Polymorphismus mit den GIST Einteilungskriterien von 2001. Die Gruppe mit niedri-
gem Risiko gehorte dem LL-Genotyp an, wihrend der SL-Genotyp der Gruppe mit hohem
Risiko zugeteilt werden konnte. Im Vergleich zu Patienten mit dem SL-Genotyp hatten Pati-
enten mit dem LL-Genotyp ein signifikant besseres Ergebnis beziiglich dem rezidivfreien
Uberleben und dem Gesamtiiberleben. Anhand der Cox-Regressionsanalyse konnte der GTn -
Polymorphismus als unabhingiger prognostischer Faktor in Bezug auf das Uberleben identifi-
ziert werden. Leider wies keiner der Patienten den SS-Genotyp auf. Basierend auf den Ergeb-

nissen wire hier ein kiirzeres rezidivfreies Uberleben und Gesamtiiberleben zu erwarten.

Bei den NEPT war es moglich, eine signifikante Korrelation zwischen dem GTn-
Polymorphismus und der WHO Klassifikation zu demonstrieren. Alle benignen Tumoren
gehorten dem LL-Genotyp an, alle schlecht differenzierten Tumoren gehdrtem dem SL- und
SS-Genotyp an. Zusétzlich gehorten Tumoren des Differenzierungsgrades 1 dem LL-Genotyp
an, Grad 2 und 3 beinhalteten den SL- und SS-Genotyp. Auch zeigten Tridger des LL-

Genotyps eine signifikant bessere rezidivfreie und Gesamtiiberlebenszeit.

Im Gegensatz zu den GIST konnte bei den NEPT nur die WHO Klassifikation als unabhangi-

ger prognostischer Marker identifiziert werden. Die multivariate Analyse des GTn-
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Polymorphismus erreichte keine statistische Signifikanz. Die Ursache dessen konnte die klei-
ne Zahl der untersuchten Patienten sein. Wichtig ist auch anzumerken, dass unter den unter-

suchten Patienten nur neun Patienten mit dem SS Genotyp waren.

Bei duktalen Adenokarzinomen des Pankreas konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Trager
des S-GTn Allels einen biologisch aktivieren Tumor — in Bezug auf Tumorgrofe, Lymphkno-
tenmetastasierung, Differenzierungsgrad und Rezidivrate - aufwiesen. Zusitzlich konnte ge-
zeigt werden der GTn-Polymorphismus einen unabhingigen prognostischen Marker fiir das

rezidivfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben darstellt.

Zusammenfassend zeigt sich, dass die kurze Repeatsequenz bei allen untersuchten Tumorenti-
titen mit schlechteren klinisch-pathologischen Daten korreliert. Sowohl bei GIST als auch bei
Adenokarzinomen des Pankreas konnte der GTn-Polymorphismus als unabhéngiger prognos-

tischer Marker fiir das rezidivfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben evaluiert werden.

Die Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den bisherigen Veréffentlichungen in Bezug auf
Adenokarzinome der Lunge und des Magens, sowie in Bezug auf orale Plattenepithelkarzi-
nome. Der GTn-Polymorphismus weist bisher nur bei malignen Malinomen dhnliche Ergeb-
nisse auf (Okamoto et al. 2006). Anzumerken bleibt jedoch, dass alle vorhergehenden Studien
retrospektiv waren und kleine Patientenzahlen aufwiesen. Eine Uberpriifung an groBen Pati-

entenpopulationen ist ausstehend.

Es bleibt unklar, warum die HO-1 Transkriptionsrate sich unterschiedlich auf die genannten

Tumorentitdten auswirkt.

Anhand der Datenlage muss davon ausgegangen werden, dass die kurze Repeatsequenz und
die damit verbundene hohe HO-1 Konzentration in GIST, NEPT und in duktalen Adenokarzi-
nomen des Pankreas mit einer schlechteren Langzeitprognose assoziiert ist (Berberat et al.
2005, Goodman 1997, Sunamura et al. 2003, Tsuji et al. 1999).

Basierend auf den Ergebnissen kann nur angenommen werden, dass sowohl bei GIST als auch
bei NEPT und Adenokarzinomen des Pankreas, Patienten mit die ein Allel fiir die kurze

Repeatsequenz aufweisen, von einer intensiven und aggressiven Therapie profitieren wiirden.

Insbesondere Therapien, die auf eine Hemmung der HMOX-1 Transkription bzw. der HO-1
zielen, konnten sich als hoch wirksam erweisen. Hierfiir spricht auch, das die HO-1 die Wirk-
samkeit einer Chemotherapie und einer Bestrahlung herabsetzt (Mayerhofer et al. 2004, Fang
et al. 2004b, Berberat et al. 2005).

Aktuell ist keine Arbeit veroffentlicht, die eine in vivo Hemmung der Himoxygenase-1 er-
forscht. Eine besondere Herausforderung stellt hier die selektive Hemmung der Himoxygena-

se-1 in Tumorzellen dar.
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Es bleibt festzuhalten, dass die praoperative Identifikation des GTn—Polymorphismus anhand
von peripheren Leukozyten einfach und schnell durchfiihrbar ist und dass der Polymorphis-

mus individuell stabil ist.

Die prioperative GTn-Polymorphismus Bestimmung kann ein in Zukunft potentielles Hilfs-
mittel darstellen, um ein individuelles Risikoprofil sowie eine individuelle Therapie zu erstel-

len. Bisher ist hierfiir die Untersuchung von Tumorproben unabdingbar.

Obwohl die Anzahl der untersuchten Patienten fiir eine genetische Studie gering ist, sind die
Signifikanzen eindeutig. Die Ergebnisse stellen eine gute Basis fiir Folgestudien mit grof3eren
Patientenzahlen dar, um die Effektivitdt des GTn-Polymorphismus als prognostischer Marker

und als therapeutisches Ziel zu verifizieren.
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6. Zusammenfassung

Die Hédmoxygenase-1 und der dazugehdrige Hidmoxygenase-1 Polymorphismus wirken sich
in unterschiedliche Weise auf humane Tumoren aus. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es,
die Rolle des Hamoxygenase-1 Polymorphismus bei gastrointestinalen Stromatumoren, neu-

roendokrinen Tumoren des Pankreas und in Adenokarzinomen des Pankreas zu evaluieren.

Tumorgewebe, korrespondierendes gesundes Gewebe, Metastasengewebe und Leukozyten-
DNA von Patienten die an o.g. Tumoren erkrankten und sich in der chirurgischen Klinik ei-
nem operativen Eingriff unterzogen, wurde anhand PCR, Elektrophorese und DNA-

Sequenzierung analysiert.

Der GTn-Polymorphismus wurde in kurze (S) und lange (L) Allele unterteilt. In den unter-
suchten Tumorarten war der GTn-Polymorphismus in allen untersuchten Geweben eines Pati-

enten stabil.

Zusammenfassend zeigt sich, das die kurze Repeatsequenz bei allen untersuchten Tumorenti-

taten mit schlechteren klinisch-pathologischen Daten korreliert.

So war der kurze GTn-Repeatpolymorphismus in gastrointestinalen Stromatumoren signifi-
kant assoziiert mit der Metastasierungsrate, einer hoheren Rezidivrate und der Hochrisi-

koklassifizierung nach den GIST Konsenskriterien.

Ahnliche Ergebnisse erbrachten die Analyse des Polymorphismus bei neuroendokrinen Pan-
kreastumoren - die kurze GTn-Repeatsequenz war signifikant assoziiert mir einem niedrigen
Grading und hohen Rezidivraten. Ausnahmslos alle Patienten mit der kurzen Repeatsequenz

litten an einem malignen neuroendokrinen Pankreastumor.

Bei Adenokarzinomen des Pankreas zeigten sich vergleichbare Ergebnisse. Triger der kurzen
GTn-Repeatsequenz boten — in Bezug auf TumorgroBe, Lymphknotenmetastasierung, Diffe-

renzierungsgrad und Rezidivrate - einen biologisch aktiveren Tumor.

Lediglich die Priifung des GTn-Polymorphismus als unabhéngiger prognostischer Marker

brachte unterschiedliche Ergebnisse.

In der multivariaten Analyse konnte der GTn-Polymorphismus bei gastrointestinale Stroma-

tumoren als unabhingiger prognostischer Marker fiir das Uberleben identifiziert werden
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(P = 0,0001). Ebenso verhielt es sich bei Adenokarzinomen des Pankreas (P=<0,001). Die

Analyse in Bezug auf neuroendokrine Pankreastumoren erbrachte nur einen P-Wert von 0,8.

Fiir alle untersuchten Tumorarten gilt, dass der Polymorphismus in Zukunft zur Risikoprofi-
lerstellung, zur individuellen Therapie und fiir das Follow-Up dienen kénnte. Um die Ergeb-
nisse an groBeren Patientenzahlen zu reproduzieren und den HO-1 GTn-Polymorphismus als

unabhéngigen prognostischen Marker zu etablieren, erscheinen Folgestudien sinnvoll.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

AJCC
ASCO
BV
c-KIT
CA
CD
CDI117
CK
CcO

Fe
GIST
HO-1
HO-2
HR
IL-10
IL1-B
KI
KIT
MIP-1p
MM
mM
NEPT

NO

American Joint Committee on Cancer

American Society of Clinical Onkology

Biliverdin

Rezeptor Tyrosinkinase
Carbohydrate-Antigen

Cluster of differentiation
Rezeptor Tyrosinkinase
Cytokeratin
Kohlenstoffmonoxid

Eisen

Gastrointestinaler Stromatumor
Hémoxygenase-1
Héamoxygenase-2

Hazard Ratio

Interleukin 10

Interleukin-1 3
Konfidenzinteravall

Rezeptor Tyrosinkinase
Makrophagen-Entziindungsprotein 13
Malignes Melanom

Millimollar

Neuroendokriner Pankreastumor

Stickstoffmonoxid
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PCR

PDGF

RE I-n

ROS

SDF-1

SNP

StRE

TF1-n

TGF-8

TNF

Uuv

VEGF

WHO

ZNS

Polymerasekettenreaktion
Platelet-derived growth factor
DNA-responsive Element
Reactive oxygen species

Stromal Cell-Derived Factor 1
Single Nucleotide Polymorphism
stress responsive element
Transkriptionsfaktoren
Transforming Growth Factor 3
Tumornekrosefaktor

Ultraviolett

Vascular Endothelial Growth Factor
World Health Organisation
Zentralnervensystem

Mikroliter
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