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1 Einleitung

Die personalisierte Therapie und Diagnostik bei malignen Tumorerkrankungen riicken
zunehmend in den Fokus der Wissenschaft. Besonders die Suche nach geeigneten Bio-
markern, welche eine Vorhersagbarkeit des klinischen Verlaufs oder des Ansprechens
auf die unterschiedlichen, zur Verfiigung stehenden Therapieoptionen ermoglichen konn-
ten, sind von zentraler Bedeutung. Verdnderungen in Blut- oder Gewebeproben in Aus-
prigung oder Menge bestimmter Gene oder Genprodukten konnen als Biomarker ver-
wendet werden. Dabei gibt der Biomarker spezifische Eigenschaften des Tumors wieder
und basierend darauf kann eine zielgerichtete Therapie, abgestimmt auf den Patienten,
ausgewdhlt werden. (Talukdar FR et al. 2018) Diese Therapie richtet sich dann gezielt
gegen die speziellen Eigenschaften des Tumors und kénnen dann zum Beispiel das
Wachstum der Tumorzelle hemmen. Fiir die onkologische Therapie sind besonders prog-
nostische und pradikative Marker von Bedeutung. Prognostische Biomarker konnen Hin-
weise auf den individuellen klinischen Verlauf einer malignen Erkrankung liefern und
dementsprechend aus verschiedenen Behandlungsstrategien gewihlt werden. Ein Bei-
spiel dafiir ist das Prostatakarzinom. Beim betroffenen Patienten ist ein niedriger Aus-
gangswert des Prostata-spezifischen Antigen (PSA) und im Verlauf ein nur langsames
Ansteigen des PSA-Spiegels prognostisch giinstig und die Tumorprogression und Meta-
stasierungsrisiko gering. (Kirby R 2016) Priadikative Biomarker hingegen konnen eine
Aussage liber die Wahrscheinlichkeit der Wirksamkeit einer spezifischen Therapie er-
moglichen. Als Beispiel fiir einen pradikativen Biomarker ldsst sich die Ausprdgung von
Genen der RAS-Familie in Tumorgeweben von Patienten mit Darmkrebs beschreiben.
(Gustaw Lech et al. 2016) In diesem Fillen wird vor der Therapie mit einem Epidermal-
Growth-Factor-Receptor-Antikorper (EGFR Antikorper) das KRAS-Gen untersucht, wo-
bei im Falle des Auftretens von Mutationen in diesem Gen, eine Therapie mit dem EGFR-
Antikorper nicht erfolgreich ist. (Kirby R 2016)

In den vergangenen Jahren ist die Anzahl der bekannten Biomarker vor allem aufgrund
der vollstdndigen DNA-Entschliisselung gestiegen und wie die oben bereits genannten
Beispiele im klinischen Alltag angekommen. Ein weiteres, gutes Beispiel dafiir ist die
gezielte Behandlung mit EGF-Tyrosinkinase-Hemmern und Anaplastische-Lymphom-
kinase-Inhibitoren (ALK-Inhibitoren) von Patienten mit nicht-kleinzelligen Lungenkrebs
und nachgewiesenen Mutationen des EGFR- oder anaplastische Lymphomkinase-Gen im

Tumorgewebe. (Pfarr N et al. 2017, Bracht K 2009, Ludwig WD 2012)



In Besonderen bei soliden, hochaggressiven Tumorerkrankungen, wie dem des Osopha-
guskarzinoms, fehlen bisher etablierte prognostische Biomarker, um Patienten in unter-
schiedliche Risikoprofile einzuteilen zu kénnen und gezielte Therapie zu initialisieren.
Durch groBangelegte Genomanalysen und Assoziationstudien mit Korrelation zu kli-
nisch und pathologischen Parametern ist bekannt, dass Einzelnukleotid-Polymorphis-
men das Risiko fiir Auftreten und Verlauf verschiedener Erkrankungen beeinflussen
konnen. (Eaton DF et al. 2007) Die Mechanismen dahinter sind komplex und zum groB3-
ten Teil nicht vollstdndig verstanden. Als Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP, engl.
Single Nucleotide Polymorphism) werden Variationen eines einzelnen Basenpaares in
einem komplementiren DNA-Doppelstrang bezeichnet. (Brookes AJ 1999) Einzelnuk-
leotid-Polymorphismen eignen sich aufgrund ihrer niedrigen Mutationsrate und haufi-
gen Vorkommen im kompletten Genom im besonderen Maf3e fiir Assoziationsanalysen
zur Identifikation komplexer Krankheiten. Diese SNP konnen zur Entstehung sogenann-
ter Suszeptibilitdtsgene fiihren. Darunter versteht man ein Gen, welches durch die Kom-
bination von Genetik sowie Umwelteinfliissen, eine erh6hte Wahrscheinlichkeit fiir eine
multifaktorielle Erkrankung bedingt.

Im Jahr 2007 konnte eine grofe genomweit dreistufige Assoziationsstudie, zur Identifi-
kation von unabhéngigen SNPs fiir ein erhohtes Risiko an Brustkrebs zu erkranken, fiinf
vollstdndig neue SNP-Lokalisationen identifizieren. (Eaton DF et al. 2007) Dabei wurden
in den ersten beiden Phasen dieser Studie 4398 Patientinnen und 4316 Kontrollen auf
insgesamt 227 876 000 SNPs untersucht. In der dritten Phase wurden die 30 signifikan-
testen SNPs an weiteren 21860 Fillen und 22578 Kontrollen aus 22 Studien getestet.
Keiner dieser neuen SNPs ist aus vorherigen Assoziationsstudien bekannt gewesen. Vier
dieser SNPs lagen im Bereich bekannter Gene (FGFR2, TNRC9, MAP3K1 und LSP1).
Die meisten bekannten Suszeptibilitétsgene fiir Brustkrebs sind involviert in DNA-Repa-
ratur, Sexualhormon-Synthese und Stoffwechselwegen. Keine, der in diese Studie gefun-
den Assoziationen, gehdrt zu den bereits bekannten Genen diese Signalwege betreffend.
(Eaton DF et al. 2007) Vor dem Hintergrund, dass solche SNPs auch fiir gastrointestinale
Tumore eine entscheidende Rolle zur Entwicklung von Malignomen spielen kdnnten, ist
die Erforschung dieser Zusammenhinge aufgrund moéglicher, sich daraus ergebender the-

rapeutischer Ansétze, von grofler Bedeutung. (Roukos DH et al. 2007, Yang J 2019)

In der vorliegenden Arbeit wurde nun erstmalig einer dieser identifizierten SNPs im Allel

codierend fiir die Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1 (MAP3K1) fiir das
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Osophaguskarzinom untersucht. Dabei wurde der Frage nachgegangen, ob das Vorhan-
densein bestimmter Allele dieses SNPs einen Risikofaktor fiir den klinischen Verlauf und
der Prognose des Osophaguskarzinoms darstellt. Dariiber hinaus soll auch die Frage un-
tersucht werden, ob die unterschiedlichen Allele des untersuchten SNP mit der Entwick-
lung bestimmter Tumorcharakteristika, wie Tumorgroe, Tumordifferenzierung oder
aber Lymphknotenstatus in einem Zusammenhang stehen und eine prognostische Rele-
vanz fiir Patienten mit Osophaguskarzinom besitzen. Ebenfalls wird untersucht, ob es
einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten disseminierter Tumorzellen (DTC, Dis-
seminated Tumor Cells) im Knochenmark und dem SNP rs889312 gibt. Dies geschieht
vor dem Hintergrund, dass der Nachweis von DTCs im Knochenmark ein starker prog-
nostischer Faktor fiir Patienten mit einem resektablen Osophaguskarzinom ist. (Yogesh
YK et al. 2012) Ein Grofteil der Patienten bekommt trotz erfolgter Resektion im Gesun-
den (RO) im weiteren Verlauf ein Rezidiv der Grunderkrankung. Die Rezidive treten so-
gar in Patienten auf, deren Lymphknoten nicht betroffen waren. Das deutet auf die Dis-
semination von Tumorzellen auch in frithen Tumorstadien hin. Demzufolge verbleiben
Tumorzellen auch nach Resektion im Kdorper des Patienten, dann spricht man von einer
minimalen residualen Erkrankung. (Pantel und Brakenhoff 2004) Einen Zusammenhang
zwischen dem SNP rs889312 und Lymphknotenstatus und TumorgroBe konnte in Unter-
suchungen bei Brustkrebspatientinnen bereits nachgewiesen werden. (Huijts PE 2007).
Fiir die Durchfithrung dieser Studie wurde retrospektiv eine homogene Kohorte von Pa-
tienten mit einem Osophaguskarzinom ausgewihlt, welche eine primire Osophagektomie
erhalten hatten. Die DNA wurde aus konservierten Blutproben der Patienten isoliert und
mittels Polymerase Kettenreaktion das zu untersuchende Genfragment vervielfiltigt und
anschlieBend eine Fragmentanalyse mit Gelelektrophorese durchgefiihrt. Die erhobenen

klinischen und pathologischen Daten wurden dann mit den Ergebnissen analysiert.



2 Theoretische Grundlagen

Das folgende Kapitel befasst sich mit den theoretischen Grundlagen dieser wissenschaft-
lichen Arbeit. Fundiertes sowie fachliches Wissen soll das Verstdndnis der behandelten

Thematik unterstiitzen.

2.1 Plattenephitel- (SCC) und Adenokarzinome (AC) des Osophagus

Plattenepithel- (SCC) und Adenokarzinome (AC) des Osophagus zihlen mit 95% zu den
héufigsten, malignen Tumoren der Speiserdhre. (Robert Koch-Institut 2017) 2018 sind
nach Angaben des Robert-Koch-Instituts in Deutschland 5700 Manner und 1700 Frauen
neu an einem Osophaguskarzinom erkrankt, mit zuletzt steigender Tendenz. (Robert
Koch-Institut 2017) Dies entspricht einem Anteil von 3% der Ménner und 1% der Frauen
an allen bosartigen Neubildungen. Dennoch ziihlt das Osophaguskarzinom zu den Tumo-
rentititen mit einer insgesamt sehr schlechten Prognose. Die relative 10-Jahres-Uberle-
bensrate liegt bei in etwa 16-17%. (Robert Koch-Institut 2017) Besonders in der westli-
chen Welt hat die Anzahl der AC des Osophagus im Vergleich zu den SCC deutlich zu-
genommen. (Thrift AP 2016) Osophageale SCC und AC unterscheiden sich beziiglich
ithrer Charakteristika, wie Tumorlokalisation und préadisponierender Faktoren. Das Rau-
chen sowie der Alkoholgenuss zdhlen zu den Hauptrisikofaktoren fiir das Auftreten von
SCC. Das Vorliegen eines Barretdsophagus mit intestinaler Metaplasie, als Komplikation
der gastrodsophagealen Reflux-Erkrankung, Ubergewicht, und das Rauchen gehéren da-

gegen zu den wesentlichen Risikofaktoren fiir die Entstehung eines AC. (Engel LS 2003)

In der Vergangenheit zihlte bei lokal begrenzten Osophaguskarzinomen die chirurgische
Resektion zur Standardtherapie. Doch trotz Resektion im Gesunden (R0) weift das Oso-
phaguskarzinom aufgrund der frithen lymphatischen und vaskuldren Metastasierung eine
5-Jahres Uberlebensrate von 15-20% auf (Pennathur A et al. 2013, Siegel R 2013, so dass
in den vergangen Jahren multimodale Therapiekonzepte fiir das Adenokarzinom, als auch
fiir das Plattenepithelkarzinom, etabliert wurden. Im Rahmen dieser multimodalen The-
rapiekonzepte werden Patienten mit lokal fortgeschrittenen Tumoren der Speiserdhre pe-
rioperativ oder neoadjuvant mit einer Chemotherapie oder Radiochemotherapie behan-

delt. (Smyth EC et al. 2017) So konnte in der MAGIC-Studie eine Steigerung des 5-



Jahres-Uberleben durch eine perioperative Chemotherapie (Epirubicin, Cisplatin und Flu-
orouracil) gegeniiber einer alleinigen chirurgischen Intervention bei Adenokarzinomen
nachgewiesen werden. (Cunningham D et al. 2006) Im weiteren Verlauf konnten die
Uberlebenszeiten durch die Einfiihrung vom perioperativen FLOT-Regime (5-Fluoroura-
cil, Folinsdure, Oxaliplatin, Docetaxel) noch weiter verbessert werden. (Al-Batran Se et
al. 2016) Zuriickzufiihren ist das verbesserte Ansprechen der Therapie vor allem auf die
signifikant hoheren kompletten Regressionsraten im Vergleich zu den etablierten Thera-
pieregimen, unter anderem aus der MAGIC-Studie. Als Tumorregression bezeichnet man
die Riickentwicklung des Tumors unter einer onkologischen Therapie. Dabei kann das
Ausmal} einer solchen Regression bildmorphologisch im Verlauf der Therapie, durch
zum Beispiel Computertomographie (CT), PET-CT (Positronen-Emissions-Tomographie
kombiniert mit einem CT) oder endosonographisch kontrolliert werden. Auch nach er-
folgter Resektion ist am endgiiltigen histologischen Priparat eine Einschédtzung des An-
sprechens auf die Therapie moglich. Dabei gibt der histologische Regressionsgrad an,
wieviel Prozent Residualtumor nach neoadjuvanter Therapie verblieben sind. (Becker et
al. 2003) Die prognostische Bedeutung einer kompletten histopathologischen Tumorre-
gression nach neoadjuvanter Therapie konnte in mehreren Studien belegt werden. (Lan-
gen R et al. 2009) Auch die randomisierte CROSS-Studie konnte einen lebensverldngern-
den Effekt durch eine praoperative Radiochemotherapie (Carboplatin und Paclitaxel, so-
wie Radiotherapie mit insgesamt 41,4 Gray) gefolgt durch die Operation im Vergleich
zur alleinigen Operation fiir Patienten mit einem Adenokarzinom des Osophagus nach-
weisen. (Van Hagen P et al. 2012) Das mediane Gesamtiiberleben bei den vorbehandelten
Patienten in der CROSS-Studie lag bei 49 Monaten. Im Gegensatz dazu iiberlebten die
Patienten ohne pridoperative Therapie im Median nur 24 Monate. (Van Hagen P et al.
2012) In der Gruppe der Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom ist der der Uberle-
bensvorteil flir das Langzeitiiberleben bei einem lokal begrenzten Tumor im Rahmen der
CROSS-Studie sogar noch deutlicher, hier liegt das mediane Gesamtiiberleben von 82
Monaten bei praoperativer Radiochemotherapie gegeniiber 21 Monaten ohne priaopera-

tive Therapie. (Shapiro J et al. 2015)

Der Erfolg fiir das Gesamtiiberleben der Patienten dieser Studien basiert im Wesentlichen
auf der Untergruppe der Major-Responder, d.h. jener Patienten, welche eine sehr gute
Regression des Tumors unter der neoadjuvanten Chemo- oder Radiochemotherapie zei-

gen. (Holscher AH et al. 2014).



Aktuell ist der wichtigste Prognosefaktor fiir das Osophaguskarzinom die postoperative
Stadieneinteilung nach UICC (pTNM). (KatoH et al. 1993, Enzinger PC und Mayer RJ
2003) Wobei mit zunehmender Infiltrationstiefe das Risiko einer Lymphknotenmetasta-
sierung signifikant zunimmt, dieses gilt fiir das Pattenepithel- als auch fiir das Adenokar-
zinom des Osophagus. (Bollschweiler E et al. 2006) Weitere Prognosefaktoren sind eine
Lymphgefd- oder Veneninvasion und dem Verhiltnis aus metastatisch befallenen
Lymphnoten und der Gesamtzahl der postoperativ untersuchten Lymphknoten. (Brucher
BL et al. 2001, Sarbia et al. 1994, Roder JD et al. 1994). Ein weiterer fiir die Prognose
von Osophaguskarzinompatienten wichtiger Parameter scheint das Vorliegen von disse-
minierten Tumorzellen zu sein (sog. Disseminated Tumor Cells, kurz DTC) Von DTCs
wird gesprochen, wenn sich einzelne Tumorzellen im Knochenmark oder in den Lymph-
knoten befinden. (Braun S und Pantel K 2000) Im Falle des Vorhandenseins solcher Kar-
zinomzellen nach Entfernung des Primédrtumors und deren Nachweis bezeichnet man dies
als minimal residuale Erkrankung. (Pantel K und Brakenhoff RH 2004) Die disseminier-
ten Tumorzellen besitzen die Eigenschaft im Knochenmark zu ruhen und Metastasen in
Organe streuen zu konnen. Fiir das Osophaguskarzinom konnte in mehreren Studien ge-
zeigt werden, dass die Anwesenheit von DTCs im Knochenmark von Osophaguskarzi-
nompatienten ein unabhéngiger prognostischer Faktor fiir das Gesamtiiberleben und die
Entwicklung von Rezidiven ist. (Macadam et al. 2003, Thorban et al 2000, Vashist et al.
2012) Die DTCs im Knochenmark treten bereits bei Patienten auf, welche keine messba-
ren Lymphknotenmetastasen haben und sind somit ein Anzeichen der frithen himatolo-
gischen Streuung des primiren Osophaguskarzinoms. Das Knochenmark scheint ein
wichtiges Reservoir fiir metastatischen Zellen zu sein, welche im spéteren Verlauf in die
Blutbahn rezirkulieren und in multiplen Organen zu Metastasen fiihren konnen. (Chiang
AC und Massague J 2008, Kim MY et all 2009, O’Sullivan GC et al. 1997) In Untersu-
chungen konnte gezeigt werden, dass die Rezidivrate in Patienten mit DTCs signifikant
hoher ist, als bei Patienten ohne den Nachweis disseminierten Tumorzellen im Knochen-
mark. Jedoch nicht bei allen Patienten mit vorhandenen DTCs treten im Verlauf der Er-
krankungen Rezidive, auf was auf eine Heterogenitit dieser Patientenpopulation hindeu-
tet. Dabei ist die Aktivierung ruhender DTCs im Knochenmark in eine dynamische Phase
durch mogliche genetische Verdnderungen oder duflere Stimuli im Mikroumfeld des

Knochenmarks mitverantwortlich. (Stoecklein NH et al. 2008, Wikman H et al. 2008)
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Ergédnzend ist die Immunabwehr der Patienten ebenfalls ein Faktor dafiir, dass vorhan-
dene DTCs aus dem Knochenmark eliminiert werden konnen. (O’Sullivan GC et al. 1997)
Molekularpathologische Analysen haben bisher keine zusétzliche diagnostische und pri-
dikative Bedeutung fiir das Patientenkollektiv mit Osophaguskarzinom und molekulare

Prognosefaktoren sind derzeit nicht etabliert.

Trotz dieser Fortschritte in der Behandlung des Osophaguskarzinoms fehlt es aktuell im-
mer noch an verldsslichen Parametern, den klinischen Verlauf betroffener Patienten vor-
herzusagen (Kim TJ 2009). Der ideale prognostische Marker sollte einfach zu detektieren,
sowie unabhdngig von der Verfiigbarkeit von Tumorgewebe sein und ebenfalls eine ge-
netische Stabilitdt nach beispielsweise einer durchgefiihrten Chemo- oder Radiotherapie
besitzen. Des Weiteren sollte der Marker reproduzierbar und untersucherunabhingig sein.
Genetische Variationen der Keimbahn-DNS konnten als stabile Prognoseparameter bei
Karzinomen verwendet werden. (Fareed KR 2009, Adjadj E 2009, Easton DF et al. 2007,
Hunter KW 2004)

In einer genomweiten Assoziationsstudie konnte der Single Nucleotid Polymorphismus
(SNP) rs889312 als genetisch signifikanter pradisponierender Faktor fiir das Mammakar-
zinom identifiziert werden. (Easton DF et al. 2007) Dabei zeigte sich, dass das in der
untersuchten Population selten vorkommende Allel positiv assoziiert ist mit der Wahr-
scheinlichkeit an Brustkrebs zu erkranken. (Easton DF et al. 2007) Dieser SNP liegt auf
dem Chromosom 5 in einem Bereich, der fiir das Gen MAP3K1 codiert. Das MAP3K1-
Gen kodiert das Signalprotein Mitogen-Activated-Protein-Kinase-Kinase-Kinase 1 und
reprasentiert eine Serin/Threonin Kinase, welche in multiplen stress- und mitogen indu-
zierten Protein-Kinase-Kaskade beteiligt ist, durch die Zellwachstum und Proliferation
induziert werden. (Davis RJ 2000, Chang L und Karin M 2001) Der SNP rs889312 resul-
tiert in drei verschiedenen Genotypen (AA, AC, CC). Die klinische Niitzlichkeit des
MAP3KI-SNP als prognostischer Marker konnte bereits in einer niederldndischen Stu-
die, zur Untersuchung des Einflusses des MAP3KI-SNP bei Patientinnen mit
Mammakarzinom auf das klinische Ergebnis bewiesen werden. (Huijts PE et al. 2007)
Dort zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang des Genotypen CC mit einem weniger

wahrscheinlichem Auftreten von Lymphknotenmetastasen in der untersuchten Kohorte.
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In dieser Studie konnte jedoch kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftre-
ten des SNP rs889312 und dem Gesamt- und rezidivfreien Uberleben festgestellt werden.
(Huijts PE et al. 2007)

2.2 MAP3K1 und der SNP 889312

Die Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1 (MAP3K1) ist eine Serin/Threonin-
Kinase, welche auf dem Chromosom 5 codiert ist. Dieses Protein ist Bestandteil einiger
Signaltransduktionskaskaden, zum Beispiel die Extracellular-Signal Regulated Kinase
(ERK) und der c-Jun N-terminale Kinasen (JNK) Transduktionskaskaden, als auch des
NF-kappa-B-Pfades. (Robinson MJ und Cobb MH 1997) Die MAP3K1 befindet sich im
Zytosol der Zellen. Im menschlichen Korper besitzt die MAP3K1 keine organspezifische
Expression und ist deshalb nicht gewebespezifisch. Gleiches gilt fiir die Expression in
Tumorgewebe auch hier gibt es keine tumorspezifische Expressionsmuster. Das Enzym
hat eine grundlegende Rolle im Netzwerk der phosphorylisierenden Kinase-Enzyme,
welche durch zahlreiche rezeptorvermittelte, mitogene und metabolischer Stimuli beein-
flusst werden. Zu diesen Stimuli gehdren unter anderen der Epidermal growth factor Re-
zeptor (EGFR) und der Transforming Growth Factor beta Rezeptor (TGFBR). (Schlesin-
ger TK 1998, Suddason T und Gallagher E 2015) Die zu phosphorylierenden Substrate
der MAP3KI1 sind vor allem die Mitogen-activated protein kinase kinases (MAP2Ks).(
Minden A et al. 1994) In mausgenetischen Untersuchung konnte gezeigt werden, dass
MAP3KI ein wichtige Rolle in der embryologische Entwicklung, beim Zellwachstum,
der Zellmigration sowie Zytokinproduktion und der B-Zell-Antikorper Produktion hat.
(Suddason T und Gallagher E 2015) Schlesinger et al. konnten nachweisen, dass das voll-
standig lange Protein antiapoptotische und kiirze Varianten ein apoptische Wirkung auf

den Zellorganismus im Mausmodell haben. (Schlesinger et al. 2002)

Rs889312 ist ein bekannter SNP im Bereich des MAP3K 1-Gens auf Chromosom 5. (Eas-
ton DF et al. 2007) In Abhingigkeit des Einzelnukleotid-Polymorphismus kommt es zur
Ausbildung von 3 verschiedener Allelkonfikurationen. Diese sind homozygot AA, hete-
rozygot AC und homozygot CC. Bereits 2007 wurde durch Easton et al. erstmalig der
rs889312 SNP auf dem Chromosom 5 im Bereich des MAP3K1-Gens beschrieben und
als ein Suszeptibilititsgen fiir Brustkrebs gekennzeichnet. (Easton DF et al. 2007) Dabei

ist die Wahrscheinlichkeit an Brustkrebs zu erkranken signifikant hoher assoziiert mit
12



dem seltener Vorkommenden C-Allel der Mutation. (Easton DF et al. 2007) Unter einem
Suszeptibilitdtsgen versteht man ein Gen, dass durch eine Kombination von genetischen
Faktoren und Umwelteinfliissen eine erhohte Erkrankungswahrscheinlichkeit fiir eine
multifaktorielle Erkrankung bedingt. Bis heute konnten verschiedene Studien den Zusam-
menhang zwischen dem MAP3K1-Gene rs889312 SNP und dem erhohten Risiko an
Brustkrebs zu erkranken demonstrieren.( Rebbeck TR et al. 2009, Jara L et al. 2013) Des
Weiteren haben Garcia-Closas et al. herausgefunden, dass MAP3K1 Genvarianten im
hohen Mafe relevant bei Ostrogen-Rezeptor-positiven und weniger bei Ostrogen-Rezep-

tor-negativen Brusttumoren sind.( Garcia-Closas M und Chanock 2008)

Aktuelle Untersuchungen zeigen weitere signifikante Zusammenhénge zwischen den un-
terschiedlichen Genotypen des MAP3K1-SNP rs889312 und dem Langzeitiiberleben bei
Patienten mit einem Magenkarzinom. (Xiaowei Wie et al. 2014, Yang J et al. 2019)
Xiaowei et al. haben in einer Studie gezeigt, dass heterozygote Alleltrager (AC-Genotyp)
mit einem diffusen Magenkarzinom und durchgefiihrter subtotaler oder totaler Gastrek-
tomie eine signifikant kiirzere Gesamtiiberlebenszeit haben im Vergleich zu Patienten mit
einem AA- oder AC-Genotyp. (Xiaowei Wie et al. 2014). Darauf basierend folgte 2019
eine weitere Studie, mit dem Ziel den Einfluss von rs889312 SNP in Patienten mit Ma-
genkarzinom nach erfolgter kurativer totaler Gastrektomie und adjuvanter versus keiner
adjuvanten Chemotherapie zu untersuchen. Die Ergebnisse dieser Untersuchung waren,
dass Patienten mit einem AC- oder CC-Genotyp ein signifikant kiirzeres Gesamtiiberle-
ben haben im Vergleich zum AA-Genotyp, wenn sie eine adjuvante Chemotherapie er-
halten hatten. Im Patientenkollektiv der Patienten, welche keine adjuvante Therapie er-
halten hatten, konnte dies nicht bestétigt werden. Trotzdem legt diese Studie nahe, dass
der SNP rs889312 in diesem Patientenkollektiv als ein Biomarker fiir das Ansprechen auf
eine adjuvante Chemotherapie dienen kann und einen prognostischen Einfluss auf die
Patienten mit einem Magenkarzinom nach kurativer Operation und adjuvanter Chemo-
therapie hat. (Yang J et al. 2019) Weiterfiihrende Untersuchungen zeigten zudem klinisch
interessante Zusammenhénge zwischen Mutationen der MAP3K1 und dem Ansprechen
auf bereits klinisch etablierte MEK-Inhibitoren, welche zum Beispiel in der Behandlung
von malignen Melanomen eingesetzt werden. Es konnte gezeigt werden, dass in Tumor-

zellmodellen mit einer erhohten Aktivitit der MAPK-Kaskaden (mitogen-activated pro-
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tein kinasen), im Falle der Mutation von MAP3K1, eine Behandlung mit MEK-Inhibito-
ren erfolgreich sein kdnnte. Demzufolge sehen die Autoren in der MAP3K1 ein potenti-

elles Ziel fiir zukiinftige medikamentdse Therapien (Zheng Xue et al. 2018).

2.3 Ziel der Arbeit/Arbeitshypothese

Bisher wurde ein direkter und unabhéngiger Einfluss eines Keimbahnpolymorphismus in
den codierenden Genabschnitte fiir MAP3K1 auf den klinischen Verlauf des Osopha-
guskarzinom nicht untersucht. Mit dieser Studie wird eine homogene Patientengruppe
untersucht. Die eingeschlossenen Patienten haben vor und nach der alleinigen Tumorre-
sektion keine neoadjuvante- oder adjuvante Therapie erhalten. Die Resektion erfolgte bei
allen Patienten im Gesunden (R0). So ist es moglich den natiirlich Krankheitsverlauf nach
kompletter Resektion zu beobachten. Dariiber hinaus wurde bei allen in diese Studie ein-
geschlossenen Patienten das Knochenmark auf das Vorhandensein disseminierte Tumor-
zellen untersucht, um einen mdglichen Zusammenhang des SNP rs889312 und dem Auf-
treten von DTCs zu untersuchen, denn die zugrunde liegenden Mechanismen der prog-
nostischen Relevanz der DTC im Osophagus sind bisher nicht bekannt. Dafiir wurden die
Ergebnisse der molekularbiologischen Analyse mit den klinisch-pathologischen Patien-
tenparametern, dem Status vorhandener disseminierter Tumorzellen und dem Gesamt-

iiberleben, als auch dem rezidivfreien Uberleben, verglichen.

Ziel dieser Studie ist es, den SNP rs889312 als unabhéngigen prognostischen Marker fiir

das Osophaguskarzinom zu untersuchen.
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3 Materialien und Methoden

Das dritte Kapitel dieser Dissertation befasst sich mit den allgemeinen Rahmendaten der
Studie. Dabei wird die Stichprobe sowie die angewandten Forschungstechniken ndher

erldutert. AbschlieBend wird noch Auswertung mit SPSS® beschrieben.

3.1 Studiendesign und Patienten

Die hier vorliegende Studie ist vom Ethikkomitee der Arztekammer Hamburg gepriift
und zugelassen worden. Die in der Studie eingeschlossenen Patienten haben nach ent-
sprechender Aufkldrung fiir die Entnahme und Verwendung der EDTA-Blutproben zur
Verwendung fiir wissenschaftliche Zwecke zugestimmt. Die hier retrospektiv erhobenen
Daten zur Analyse des MAP3K1 SNP rs889312 stammen von insgesamt 136 Patienten
mit dem Vorhandensein eines primiren Osophaguskarzinoms. Die Patienten wurden im
Zeitraum vom Oktober 2000 bis Juni 2009 in der Klinik fiir Allgemein-, Viszeral- und
Thoraxchirurgie am Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf operiert. Die einge-
schlossenen Patienten erhielten eine abdominothorakale Osophagektomie mit Lympha-
denektomie. Die Tumorentitit ist in allen Fillen histologisch gesichert, die Resektions-
rander tumorfrei (R0O) und keiner der Patienten hatte vorab eine (neo-)adjuvante Chemo-

therapie erhalten.

3.2 Klinisch-pathologische Daten

Alle eingeschlossenen Daten, wie die histologische Klassifikation, Tumorinvasionstiefe,
Lymphknotenmetastasierung und Tumorstadium wurden prospektiv dokumentiert. Die
Entstehung eines Rezidivs wurde definiert als Entwicklung eines lokalem Tumorwachs-
tums und als auch die Entstehung von Fernmetastasen nach initialer RO-Resektion. Die
Daten zum postoperativen Uberwachungszeitraum wurden iiber die Befragung der Haus-
arzte, in den Ambulanzen des UKEs, aus der Patientenakte und dem regionalen Krebsre-
gister erhoben. Das rezidivfreie Uberleben (DFS) wurde definiert als Zeitraum von der

initialen Operation bis zum Tag der Diagnosestellung des Rezidivs, am Todestag oder am
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Tag des letzten Follow-Up, je nachdem welches Ereignis als erstes auftrat. Als Sterbeda-
tum fiir die Uberlebensanalyse wurde der reelle Todestag oder das Datum des letzten
erfolgte Follow-Up definiert, entsprechend welches Ereignis zuerst auftrat. Der Beginn
des Uberlebenszeitraum wurde als der Tag der initialen Operation definiert. Jene Patien-
ten, welche im letzten Follow-Up noch ohne Rezidiv gewesen sind, wurden ebenfalls

zensiert.

3.3 Experimentelle Techniken

Dieser Abschnitt der Dissertation beschreibt den experimentellen Prozess fiir die Aus-
wertung der 2000 bis 2009 einbezogenen Félle. Dabei wird unter anderem das explizite

Vorgehen bei der Laboruntersuchung dargelegt und Hilfsmittel ndher erlautert.

3.3.1 Extraktion der Leukozyten DNS aus den vendosen EDTA-Blutproben.

Zunichst wurde die Patienten-DNS mittels einer standardisierten Methode (,,QIAamp
Blood Tissue Kit“, Qiagen®, Hilden Deutschland) aus den in den EDTA-Blutproben ent-
haltenen Leukozyten extrahiert und gereinigt, sowie anschlieend bis zur weiteren Ver-

wendung bei -80°C tiefgefroren.

3.3.2 Amplifikation durch Polymerase Ketten Reaktion (PCR)

Zur weiteren klinischen Untersuchung ist es notwendig den zu untersuchenden DNA-
Abschnitt zu vervielfiltigen. Das Verfahren der Wahl ist die 1983 durch Dr. Kary Mullis
entwickelte Polymerase-Ketten-Reaktion. Mittels dieser Technik kdnnen die Zielsequen-
zen in vitro vervielféltigt werden. (Markham AF 1993) Das Prinzip ist eine maschinell
gesteuerte Abfolge von Denaturierung der DNS, Annaeling mittels spezifischer Primer,
anschlieBender Elongation durch die hinzugefiigten Tag-Polymerse und den Nukleotiden.
Durch Wiederholung dieses Zyklus wird die DNS exponentiell repliziert. Dazu wurde der
gesuchte MAP3K1 SNP als Sens-Primer 5‘-GGTCATTCGATGGCCATCTG-3* (Euro-
fins MWG Operon) und als entsprechender Antisense-Primer 5°‘-CTGCATAAC-
CCCTCTTGA-3* (Eurofins MWG Operon) festgelegt.
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Die Durchfiihrung der PCR zur Fragmentanalyse erfolgte in einem Ansatz aus 0,25ul
extrahierter DNS, 2ul des PCR Buffer (Taq DNA Polymerase, dNTPack, Roche®), 4~1
dNTP (1,25mM), der Primer und 1,25ul Tag-Polymerase (Taq DNA Polymerase, dNT-
Pack, Roche®). AbschlieBend wurde das Gemisch mit destillierten und gereinigtem H20
aufgefiillt.

Die weiteren Bedingungen der maschinellen Zyklen der Synthese waren die Denaturie-
rungsphase bei 95°C fiir insgesamt zwei Minuten. Anschlieend folgten 40 Zyklen mit
95°C fiir jeweils eine Minute. Das Annealing erfolgte fiir 30 Sekunden bei 55°C und die
Elongation bei 72°C fiir eine Minute. Abschlieend erfolgte die Inkubation mit dem Rest-
riktion Enzym NIalll (HinlIl, Thermo Scientific™) fiir insgesamt eine Stunde. Dabei
trennen sie die die synthetisierten DNS-Fragmente im Falle des Vorliegens des SNP
rs889312 in ein 111 Basenpaare (bp) langes und ein 177bp langes Fragment. Bei nicht
vorliegen des SNP rs889312 verbleibt ein 288 langes DNS Fragment. Somit ergeben sich
die insgesamt drei Genotyp-Varianten Genotyp AA (Vorliegen langes Fragment), Geno-

typ AC (lange und kurze Fragmente) sowie Genotyp CC (kurze Fragmente).

3.3.3 Fragmentanalyse durch Gelelektrophorese

Nach Abschluss der PCR wurde nun das fertige PCR-Produkt auf einem 2,5% Agarosegel
der klassischen Gelelektrophorese unterzogen. Dabei werden die einzelnen DNS Frag-
mente anhand ihrer Grofe und der Wanderungseigenschaften der geladenen DNS-Frag-
mente im elektrischen Feld aufgetrennt. Dabei bilden sich DNS-Fragment-Banden aus,
die aufgrund des bei der Herstellung des Agarosegels hinzugefiigten Ethidiumbromid un-
ter UV-Licht fluoreszieren. Zur Herstellung des 2,5% Agarosegels wurden 5g Agarose
mit 200ml 1xTAE-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht und nach Auflésung wurden 10ul
Ethidiumbromid (1%ig) hinzugegeben. Die im Versuchsaufbau angelegte Spannung be-
trug 100V Gleichspannung fiir einen Zeitraum von zwei Minuten. AbschlieBend erfolgten

die Fotodokumentation und Archivierung der Bilder.
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3.3.4 Aufsuchen der disseminierten Tumorzellen (DTC)

Hierzu wird auf die bereits etablierte Prozedur der Detektion mikroskopische dissemi-
nierter Tumorzellen aus dem Institut fiir Tumorbiologie am Universititsklinikum Ham-
burg-Eppendorf unter der Leitung von Prof. Dr. Pantel, nach hausinternem Standard

durchgefiihrt. (Schurr P 2006)

Zuerst werden dem Patienten bei einer Punktion des Beckenkamms ca. 4-8ml Knochen-
mark extrahiert. Dies geschieht unmittelbar vor der eigentlichen thorakoabdominellen
Osophagektomie, im selben operativen Eingriff unter Vollnarkose. Dem Material wird
umgehend Heparin hinzugefiigt, um eine Gerinnung zu verhindern und eine Weiterbe-
handlung im Labor zu ermdéglichen. Durch Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll
Hypaque (Pharmacia®, Freiburg, Deutschland) bei 400g (g-Kraft) fiir 30 Minuten lassen
sich die mononuklearen Zellen isolieren. AnschlieBend werden diese bei Raumtempera-
tur mittels Zytozentrifugation bei 150g (g-Kraft) fiir drei Minuten auf einen Glastriager
appliziert. Fiir die spezifische Identifikation der Tumorzellen werden monoklonale Anti-
korper A45-B/B3 (IgG1; Micromet®, Miinchen, Deutschland) eingesetzt, welche ein
Epitop der verschiedenen Zytokeratine, wie Zytokeratin 8,18 und 19 erkennen. Zur Kon-
trolle wurde ein unspezifisches IgG1 benutzt. Durch die APAAP-Technik erfolgte die
Visualisierung nach Gegenfarbung mit Mayer’s Hamitoxylin. Um das Screening der Pro-
ben durchzufiihren wurde im Weiteren der automatisierte Zell-Imager ChromaVision

(Medical System® Inc., USA) eingesetzt.

3.4 Statistik

Die statistischen Auswertungen erfolgten mit dem Programm SPSS® fiir Apple® (SPSS
Inc., Chicago, Illinois, USA). Zur Identifizierung einer Korrelation zwischen den
MAP3K1 SNP-Genotyp-Varianten wurde der Chi-Quadrat-Test benutzt. Die Uberle-
benskurven wurden nach Kaplan-Meier-Methode erstellt und mittels Log-Rank-Test ana-
lysiert. Fiir die multivariate Analyse zur Priifung der Genotyp-Variationen als prognosti-
scher Marker wurde die Cox-Regressionsanalyse verwendet. Signifikante Ergebnisse be-

ziehen sich wie tliblich auf p-Werte der bidirektionalen Tests kleinergleich als 0,05.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakteristika der Studienpopulation

Eingeschlossen wurden insgesamt 136 Patienten mit Plattenepithel- und Adenokarzino-
men der Speiserdhre. Bei insgesamt 77 (56,6%) Patienten wurde histologisch ein Plat-
tenepithelkarzinom und bei 59 (43,4%) Patienten ein Adenokarzinom der Speiserdhre
diagnostiziert. Das durchschnittliche Lebensalter zum Zeitpunkt der Operation betrug 64
Jahre, im Bereich von Minimum 39 und Maximum 82 Jahren. Der grofte Anteil der Pa-
tienten mit insgesamt 109 (81,1%) waren ménnlichen Geschlechts, dem entsprechend
waren 27 (19,9%) der Patienten weiblich. Bei allen Patienten erfolgte eine RO Resektion
und im Rahmen des pridoperativen Stagings konnten keine soliden Fernmetastasen bild-
morphologisch festgestellt werden. Keiner der Patienten erhielt vor Durchfiihrung der
Operation eine neoadjuvante-oder adjuvante Radio- oder Chemotherapie. Bei allen ein-
geschlossenen Patienten wurde der DTC-Status bestimmt. Insgesamt konnten bei 28
(20,6%) Patienten disseminierte Tumorzellen im Knochenmark diagnostiziert werden.
Die Analyse des untersuchten SNP rs889312 ergab, dass iiber das gesamte Patientenkol-
lektiv 75 (55,1%) homozygote AA-Genotyp Tréiger sind, der heterozygote AC-Genotyp
lag bei 50 (36,8%) der Patienten vor und homozygote CC-Genotyp Trager gab es insge-
samt elf (8,1%) mal.
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gesamt 77 41 28 8
(100) (53,2) (36,4) (10,4)

Alter (Lj.)
28 13(46,4) 12(42,9) 3(10,7)
49 28 (57,1) 16(32,7) 5(10,2)

LK-Stat.

neg. 34 21 8
(61,8) (23,5)

pos. 43 20 20
(46,5) (46,5)

Rezidiv
Nein 54 34 17
(63,0) (31,5)

Ja 23 7 11
(30.4) (47.8)

59 34 22 3
(100) (57,6) (37,3) (5,1)

17 9(52,9) 8(47,1) 0(0)
42 25(59,5) 14(33,3) 3(7,1)

30 18(60,0) 11(36,7) 1(3,3)

0.096 29 16(55,2) 11(37,9) 2(6,9) 0.805

45 25(55,6) 17(37,8) 3(6,7)

14 9(64,3) 5(357) 0(0) 0.581

Tabelle 1: Aufgefiihrten Charakteristika der Studienpopulation getrennt nach der histologischen Aufteilung

nach Plattenepithel- und Adenokarzinom.
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4.2 Ergebnisanalyse des MAP3K1 SNP im Osophaguskarzinom

Die drei zu untersuchenden Genotypen wurden mit den klinischen und pathologischen
Parametern korreliert. In der folgenden statischen Auswertung sind die beiden Tumoren-

titdten getrennt analysiert.

Bei der Betrachtung der eingeschlossenen Patienten mit dem Vorliegen eines Plat-
tenepithelkarzinoms zeigt sich statistisch signifikant ein Zusammenhang zwischen dem
Vorhandensein des AA- und AC-Genotyps und dem Auftreten eines Tumorrezidivs im
Beobachtungszeitraum. (Tabelle 1, p = 0,015) Von den insgesamt 54 Patienten, ohne
Auftreten eines Rezidivs, hatten 34 (63%) Patienten den AA- Genotyp. Das Auftreten
eines Rezidivs bei Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom des Osophagus korreliert
signifikant mit dem Vorhandensein des C-Allel, d.h. Patienten mit einem AC- oder CC-
Genotyp haben ein signifikant hoheres Risiko ein Rezidiv zu entwickeln im Vergleich zu
Patienten mit einem AA-Genotyp. In Bezug auf alle anderen klinisch-pathologischen Pa-
rameter zeigten sich keine weiteren signifikanten Zusammenhinge zwischen den unter-

schiedlichen Genotypen in der Subpopulation der SCC-Patienten.

In der Analyse der Adenokarzinom-Patienten zeigt sich kein verwertbarer signifikanter
Zusammenhang zwischen den klinisch-pathologischen Parametern und den unterschied-
lichen MAP3K 1-Genotypvarinten. Die vollstindigen Daten sind als Ubersicht in der Ta-
belle 1 aufgefiihrt. Die Korrelation von den MAP3K1-Genotyen und dem T-Stadium
zeigt bei den Adenokarzinompatienten eine statistische Signifikanz, die aber am ehesten

auf die geringe Fallzahl der Patienten zuriickzufiihren ist.

In der Auswertung des Vorhandenseins disseminierter Tumorzellen und der unterschied-
lichen Genotypen des SNP rs889312 ergibt sich kein statistisch signifikanter Zusammen-

hang, weder beim Plattenepithel- noch beim Adenokarzinom des Osophagus.

4.2.1 Der Vergleich von MAP3K1-SNP und klinischen Outcome

Von den initial 136 eingeschlossenen Patienten verstarben im Beobachtungszeitraum ins-
gesamt 71 (52,2%) Patienten. Und bei 42 Patienten ist in diesem Zeitraum ein Rezidiv

des Osophaguskarzinoms aufgetreten.
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Die Kaplan-Meier-Analyse fiir das SCC zeigt eine Zunahme des Gesamtiiberlebens und
des rezidivfreien Uberlebens bei den Patienten mit dem Vorliegen eines AA-Genotyps.
(Abbildung 1, 2) Wobei lediglich die Verliangerung der rezidivfreien Zeit nach Operation
statistisch signifikant ist. D.h. SCC-Patienten mit einem AA-Genotyp haben ein signifi-
kant ldngere rezidivfreie Zeit postoperativ, als Patienten mit einem AC-oder CC-Geno-
typ.

Die Auswertung des Patientenkollektivs mit einem Adenokarzinom zeigt in den Uberle-
benszeitanalysen keinen signifikanten Zusammenhang zwischen den unterschiedlichen
MAP3KI1 Genotypen und dem Gesamtiiberleben und der rezidivfreien Zeit nach Opera-

tion.

22



Gesamtiiberleben

10 MAP3K1
TTAA
—IAC
08
c
2
8 06
e
@
E-]
D
E o4
El
<
0,2
p = 0,067
0,0
10 20 30 40 50 60
Monate nach OP
SCC-Gesamtiiberleben
10 MAP3K1
AA
—IAC
—mcc
0,8
S
2
2 0,6
-
v
a
D
E 04
E]
<
02
0,0
10 20 30 40 50 60
Monate nach OP
AC Gesamtiiberleben
Lo MAP3K1
L TAA
—IAC
\_- _rcc
08 1 1
c —
v
e
] §
2
D
E o4
H L I
I —|
0,2
p=0,628
0,0
10 20 30 40 50 60

Monate nach OP

Abbildung 1: MAP3K1-Genotypen und das Gesamtiiberleben
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AA 75 28,5 19,9-37,0 AA 41
AC 50 222 16,0-28,39 AC 28
cc 11 33,8 22,7-44.9 cc 8
ges. 136 269 22,2-31,5 0,067 | ges. 77

30,4

18,3

15,9-44,9

10,9-25,8

24,1-43,5

19,9-30,9

0,081

AC

CcC

ges.

17,1-39,8

15,1-41

13,7-66,2

20,3-35,9

0,628

Tabelle 2: MAP3K1-Genotypen und das Gesamtiiberleben
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AA

AC

CcC

ges.

75

50

11

136

61,1

353

29

54

49,0-73,24

9,8-60,9

21,3-36,7

45,7-63,7

0,251

AA 41

AC 28

cc 8

ges. 77

45,1

28,7

342

42,3

36,5-53,7

20,6-36,8

17,6-50,7

34,5-50,0

0,04

AA 34

AC 22

cc 3

ges. 59

57,9

353

zen-

siert

42,2-73,8

9,3-61,4

zensiert

0,637

Tabelle 3: MAP3K 1-Genotypen und rezidivfreies Uberleben (Daten fiir AC sind bei nicht eintreten eines

Rezidivs zensiert)
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4.2.2 MAP3K1 SNP als unabhiingiger prognostischer Faktor

Anhand einer Cox-Regression wurde der Einfluss der Polymorphismus auf das Uberleben
unter Berlicksichtigung klinisch-pathologischer Parameter wie Alter, Geschlecht, Tu-
morstadium nach UICC, Lymphknotenstatus, Grading, dem Vorliegen von DTCs evalu-
iert.

Die Analyse ergab, dass der MAP3K1 ein unabhéngiger prognostischer Faktor fiir das
Auftreten von Rezidiven im Plattenepithelkarzinom des Osophagus ist (hazard ratio [HR]
1.9, 95% CI: 1,0-3,7, p = 0.038). Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse der Adeno-
karzinom-Patienten. Hier konnte sich der untersuchte SNP rs889312 nicht als unabhén-
giger Faktor beweisen, weder fiir das Gesamtiiberleben noch fiir das rezidivfreie Uberle-
ben. In der COX-Regressionsanalyse zeigte sich der DTC-Status als ein starker unabhén-
giger Prognosefaktor fiir das Gesamtiiberleben (HR 2,7, 95% CI: 1,6-4,6, p <0,0001) und
rezidivfreie Uberleben (HR 5,5, 95% CI: 2,6-11,5, p < 0,0001) in der Gesamtpopulatio-

nen der Plattenepithel- und Adenokarzinomen.

0,8- 0,9- 0,7- »0- ,0-
1,1 1,5 1 s s 0,399 0,1-1,5
1,6 2,6 1,7

Tabelle 4: Multivariate Analyse fiir Tod und Rezidiv
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5 Diskussion

Die weiterhin schlechte Prognose und steigende Inzidenz des Osophaguskarzinoms hebt
die Notwendigkeit hervor, die Diagnostik- und Vorhersagemethoden zu verbessern, wel-
che essentiell fiir den Beginn einer personalisierten Therapie sind. (Pohl H und Welch
HG 2005) Trotz der Verbesserungen des Managements und der Therapie des Osopha-
guskarzinoms, im Rahmen der multimodalen Therapiekonzepte, bleibt das generelle The-
rapieergebnis, mit einer insgesamt 5-Jahrestiberlebensrate von ca. 10% und 5-Jahresiiber-
lebensrate nach Osophagektomie mit ca. 15-40%, sehr schlecht. Das Osophaguskarzinom
wird hdufig in lokal fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert, in der Regel aufgrund des
Fehlens von Frithsymptomen. Die meisten betroffenen Patienten benétigen anschlieSend
umfangreiche Behandlungen mit Chemotherapie, Chemoradiotherapie, und oder chirur-
gischer Resektion. Patienten mit weit fortgeschrittenen oder metastasierten Osopha-
guskarzinom bekommen eine palliative Therapie mit zytotoxischer Chemotherapie oder
gegebenenfalls bei immunhistologischer Her2/neu-Positivitit des Tumors eine Therapie
mit Trastuzumab, einem Her2/neu-Antikorper. Dariiber hinaus konnten erste Immunon-
kologische Therapien vielversprechende Resultate fiir des Plattenepithel- und Adenokar-

zinom des Osophagus zeigen. (Kudo T et al. 2017, Doi T et al. 2016)

Biomarker kdnnen dem Behandler bei dieser Fragestellung wichtige Hilfestellung geben.
Sie konnten Hinweise geben, ob ein Patient auf eine neoadjuvante, perioperative oder
palliative Therapie anspricht oder {iberhaupt fiir eine solche in Frage kommt. Die Identi-
fikation von Suszeptibilitdtsgenen und Biomarkern kann dabei helfen das Ansprechen
eine Therapie vorherzusagen und somit die Uberlebensraten der betroffenen Patienten

verbessern. (Talukdar FR et al. 2018)

Genomweite Assoziationsstudien haben Keimbahn-polymorphismen identifiziert, wel-
che mit der individuellen Veranlagung zur Entstehung verschiedener Tumorentitéten as-
soziiert sind, darunter solide maligne Tumor der Schilddriise, des Pankreas und der Brust.
(Adjadj E et al. 2009, Easton DF et al. 2007, Hunter KW 2004, Couch FJ et al. 2009,
Petersen GM et al.2010, Amundadottir L et al. 2009) Dariiber hinaus sind genomische
Variationen auch in einigen pharmako-dynamischen und pharmako-kinetischen Studien
untersucht worden, um Patienten zu identifizieren, welche wahrscheinlich Toxizitdt und

Resistenzen gegeniiber speziellen Medikamenten entwickeln. (DeMichele A et al. 2005,
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Innocenti F et al. 2000, Innocenti F et al. 2004, Tanaka M et al. 2010, Okazaki T et al.
2009)

Im Jahr 2007 konnten Easton et al. in einer groBen genomweite dreistufige Assoziations-
studie, zur Identifikation von unabhédngigen SNPs fiir ein erh6htes Risiko an Brustkrebs
zu erkranken, flinf vollstdndig neue Gen-Loci identifizieren. Dabei wurden in den ersten
beiden Phasen dieser Studie 4398 Patientinnen und 4316 Kontrollen mit Hilfe von
Microarrays auf insgesamt 227 876 000 SNPs untersucht. In der dritten Phase wurden die
30 signifikantesten SNPs an weiteren 21860 Fillen und 22578 Kontrollen aus 22 Studien
getestet. (Easton DF et al. 2007) Interessanterweise ist keiner dieser Suszeptibilititsgene
aus vorherigen Assoziationsstudien bekannt gewesen. Insgesamt vier dieser SNPs lagen
im Bereich bekannter Gene. (FGFR2, TNRC9, MAP3K1 und LSP1) Wie durch Easton
DF et al. gezeigt werden konnte, korreliert das Auftreten des C-Allel des SNP rs889312
mit einem erhdhten Risiko fiir das Entstehen von Brustkrebs.

Nach Identifikation des SNP rs889312 und des C-Allels fiir ein erhdhtes Risiko an Brust-
krebs zu erkranken, ist diese Studie nun die erste, die den Einfluss vom MAP3K1 SNP
rs889312 auf die klinisch-pathologischen Parameter und das klinische Outcome fiir Pati-
enten mit einem Osophaguskarzinom untersucht hat.

Der SNP rs889312 liegt auf dem Chromosom 5 im Bereich des MAP3K 1-Gens. Die Mi-
togen-Activated Protein Kinase Kinase 1 (MAP3K1) interagiert in der Signaltransdukti-
onskaskase mit Ras, Raf, Mek und Erk. (Witosky JA und Johnson GL 2003, Xu S und
Cobb MH 1997) Dabei kommt es unter dem SNP rs889312 nicht zu einem Strukturverlust
von MAP3K1 und somit auch nicht zu Verlust der biochemischen Funktion, sondern zu
vielmehr zu einer Modulation der MAP3K 1-Expression und somit zu einer Verdnderung
der MAPK-Signaltransduktion. (Zheng Q et al. 2014) Die wohl wichtigste Funktion ist
die Phosphorylierung und Aktivierung von der MAPK kinase (MAPK?2), welche ihrer-
seits den MAPK/ERK-Komplex aktiviert und dadurch zahlreiche nachgeschaltete Tum-
orgenexpression beeinflusst. (Klinge CM et al. 2005) Die mitogen-aktivierten Protein-
kinasen (MAP-Kinasen) haben eine grundlegende Funktion in der Transmission von Sig-
nalen von der Zelloberfliche zum Zellkern. Dieser Prozess bendtigt eine Kaskade von
Phosphorylierungen insbesondere durch MAP3K1.(Davis RJ 2000, Chang L und Karin
M 2001) Die Aktivierung der MAP-Kinasen resultiert in einer Translokation in den Zell-
kern, wo es durch eine Aktivierung und Deaktivierung von Transkriptionsfaktoren zu ei-
nem durch das extrazelluldre Signal ausgeloste Beeinflussung der Genexpression fiihrt.

Aufgrund der Schliisselrolle der MAP-Kinasen werden zahlreiche physiologische und
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pathologische Prozesse, darunter auch Tumorzellwachstum und Tumorzellentwicklung,
reguliert. (Davis RJ 2000, Chang L und Karin M 2001, Keshet Y und Seger R 2010, Kim
EK Choi EJ 2010) Die Expression von MAP3K1ist nicht gewebespezifisch, sondern

kommt im Cytosol allen Zellen des menschlichen Organismus vor.

In unseren Ergebnissen zeigt sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen
dem Vorhandensein des AA-Genotyps und dem Auftreten eines Tumorrezidivs im Be-
obachtungszeitraum. Das Auftreten eines Rezidivs bei Patienten mit einem Plat-
tenepithelkarzinom des Osophagus korreliert signifikant mit dem Vorhandensein des C-
Allel, d.h. Patienten mit einem AC- oder CC-Genotyp haben ein signifikant hheres Ri-
siko ein Rezidiv zu bekommen im Vergleich zu Patienten mit einem AA-Genotyp. Auch
in den Kaplan-Mayer Analysen fiir das Plattenepithelkarzinom des Osophagus konnte
statistisch signifikant gezeigt werden, dass Patienten mit einem AA-Genotyp ein lingeres

rezidivfreies Uberleben haben.

Bisher konnte in verschieden klinischen Studien gezeigt werden, dass die Allelkonfigu-
ration des SNP rs889312 nicht nur mit einem erhdhten Risiko an Brustkrebs zu erkranken
einhergeht, sondern auch einen signifikanten Einfluss auf den klinischen Verlauf und die
Prognose verschiedener Tumorentitdten hat. In Untersuchungen konnte nachgewiesen
werden, dass Patientinnen mit einem hormonrezeptor-positiven Brustkrebs bei Vorliegen
des CC-Genotyp ein signifikant schlechteres Gesamtiiberleben und rezidivfreies Uberle-
ben haben. (Kuo SH et al. 2017) Weitere Studien konnten den prognostischen Einfluss
des SNP rs889312 auch auf das Magenkarzinom demonstrieren. (Xiaowei Wei et al.
2014, Yang J et al. 2019) Dabei hatten Patienten mit einem AC/CC-Genotyp ein signifi-
kant reduziertes Gesamtiiberleben im Vergleich zu AA-Genotyp Trigern. (Yang J et al.
2019) In dieser Studie wurden 575 Patienten mit einem Magenkarzinom eingeschlossen,
welche primér in kurativer Intention operiert wurden. Nach erfolgter Operation erhielten
371 Patienten eine adjuvante Chemotherapie und 204 Patienten erhielten keine weitere
Therapie. Die signifikante Assoziation des Gesamtiiberlebend und dem SNP rs889312
konnte nur in der Kohorte der adjuvant behandelten Patienten beobachtet werden. Die
Beobachtung des signifikant schlechteren Gesamtiiberleben der Patienten mit einem
AC/CC-Genotyp kann in unserer Studie nicht dargestellt werden. Yang et al. kommen zu

dem Schluss, dass MAP3K 1 rs889312 ein pradiktiver Biomarker fiir das Ansprechen von
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Patienten mit Magenkarzinom auf eine adjuvante Chemotherapie mit Cicplatin/Oxalipla-
tin ist. Diese Hypothese lisst sich auf das Osophaguskarzinom iibertragen. Basierend auf
den Ergebnissen von Yang et al. konnte in weiterfiihrenden Studien der Zusammenhang
etablierter, neoadjuvanter und platinbasierter Therapiekonzepte mit dem pradiktiven bzw.

prognostischen Einfluss durch rs889312 untersucht werden.

Dariiber hinaus konnen wir in dieser Studie zeigen, dass das Vorliegen von disseminierten
Tumorzellen im Knochenmark ein starker unabhingiger prognostischer Faktor fiir das
Osophaguskarzinom ist. Das Gesamtiiberleben von Patienten ist ohne DTCs zum Zeit-
punkt der Operation mit einem Mittelwert von 42 vs. 20 Monate signifikant verléngert,
im Vergleich zu den Patienten mit vorhandenen DTCs im Knochenmark. Der gleiche
Trend konnte auch fiir das rezidivfreie Uberleben gezeigt werden. Die Patienten mit dem
Vorliegen von DTCs zum Zeitpunkt der Operation, haben nach einem signifikant kiirze-
ren Intervall ein Rezidiv, als die Patienten ohne DTC. Dabei ist der DTC-Status ein stark
unabhingiger prognostischer Faktor fiir das Osophaguskarzinom (Tab. 4). Die Anwesen-
heit von DTC im Knochenmark von Osophaguskarzinompatienten als unabhiingigen
prognostischen Faktor fiir das Gesamtiiberleben und Rezidiventwicklung konnte bereits
Macadom et al. nachweisen und durch weitere Forschungsgruppen bestétigt werden.
(Thorban et al. 2000, Macadam et al. 2003, Vashist et al. 2012)

Das Vorhandensein von DTCs im Knochenmark, zeigt eine frithe, hdmatologische Aus-
saat von Tumorzellen an, auch ohne den Nachweis eines messbaren Tumorbefalls. Dies
kann darauf hindeuten, dass das Knochenmark ein wichtiges Reservoir flir metastatische
Zellen ist. Vom Knochenmark kénnen diese Tumorzellen erneut in die Blutbahn rezirku-
lieren und zu Fernmetastasen oder Lokalrezidiven fiihren. (Kim MY et al. 2009, Chiang
AC und Massague J 2008, O’Sullivan et al. 1997) Die DTCs scheinen sich an die Umge-
bung des Knochenmarks anzupassen und kdnnen so iiber lange Zeit iiberleben. (Pantel et
al. 2008) Dies Hypothese hat einen wichtigen Einfluss auf die Gestaltung zukiinftiger
Studien, mit dem Ziel, diese Einnistung der DTCs im Knochenmarksmilieu zu verhindern
oder zu beeinflussen. Aufgrund der priméren Betrachtung des MAP3K1 SNP rs889312
in dieser Studie sind beziiglich der DTCs keine Subgruppenanalyse durchgefiihrt worden.
Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem SNP rs889312 Genotyp und dem DTC-
Status zeigt sich jedoch nicht. (Tab.1) In den vergangenen Jahren konzentriert sich die
klinische Forschung zunehmend auf die Bestimmung von zirkulierenden Tumorzellen im

Blut (Circulating Tumor Cells, CTCs). Die Gewinnung der CTCs im klinischen Alltag ist
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einfacher und weniger komplikativ im Vergleich zur Knochenmarkspunktion. Die Ergeb-
nisse durch CTC fiir das Osophaguskarzinom sind vergleichbar mit den der DTCs. (Reeh
etal. 2015)

Wenngleich die Anzahl der Patienten fiir eine genetische Studie klein erscheint, ist die
Assoziation zwischen dem SNP rs889312 und dem Auftreten eines Rezidivs und der re-
zidivfreien Zeit in unserer Studie fiir das Plattenepithelkarzinom signifikant. Insbeson-
dere représentiert unsere Studie eine grole homogene und nur chirurgisch behandelte
Kohorte, welche den natiirlichen Verlauf nach kompletter Resektion wiederspiegelt.

Ein Schwachpunkt dieser Studie bleibt ihr retrospektiver Charakter, trotz dass die Blut-
proben prioperativ gesammelt wurden und die Patientendaten in einer prospektiven Da-
tenbank zusammengefiihrt wurden. Dariiber hinaus haben wir nicht die Proteinexpression
von MAP3K1 als Marker fiir die Funktion im Tumorgewebe des Patienten untersucht.
Dies bleibt weiterfithrenden Studien vorbehalten. Zudem vernachléssigt diese Untersu-
chung, dass auch andere Glieder der MAPK-Signalwege durch weitere Mutationen be-
einflusst sein kdnnten und synergistische Effekte, die das Ergebnisse beeinflussen konn-

ten.

Zusammenfassend deuten unsere Ergebnisse darauthin, dass der SNP rs889312 ein un-
abhiingiger prognostischer Marker fiir das rezidivfreie Uberleben beim Plattenepithelkar-
zinom des Osophagus ist. Fortfiihrende Studien mit dem Fokus auf den funktionalen Aus-
wirkungen dieses MAP3K 1-Polymoprhismus im Osophaguskarzinom sind notwendig,

um die biologische Bedeutung diese Ergebnisse aufzukléren.
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6 Zusammenfassung

Die Prognose von maligen Tumorerkrankungen ist fiir die betroffenen Patienten von her-
ausragender Bedeutung. Beim Osophaguskarzinom sind aktuell keine molekularpatholo-
gischen Prognoseparameter etabliert. Die anerkannten Prognoseparameter sind unter an-
derem die TNM-Klassifikation, der postoperative Resektionsstatus, Lymphgefa3- und
Veneninvasion, der Tumorregressionsscore nach neoadjuvanter Therapie und auch das
UICC-Stadium. Des Weiteren ist auch das erfolgreiche Downstaging nach neoadjuvanter

Therapie ein starker unabhéngiger prognostischer Faktor.

Einzel-Nukleotid-Keimbahnpolymorphismen sind leicht detektierbare und stabile geno-
mische Varianten. Diese bleiben selbst nach einer Behandlung mit Radio-Chemotherapie
in der Leukozyten-DNS aus peripheren Blutproben unveréndert, auch wenn die DNS des
Tumorgewebes teils starken Schwankungen unterliegen. Der MAP3K1-Polymorphis-
mus, 15889312, wurde als Stadien abhiingige Prognosefaktoren fiir das Osophaguskarzi-

nom evaluiert.

In dieser Studie konnte insbesondere fiir das Plattenepithelkarzinoms der Speiserohre ge-
zeigt werden, dass die betroffenen Patienten mit dem Vorliegen des AA-Genotyp signi-
fikant weniger Rezidive im untersuchten Zeitraum entwickeln. Dariiber hinaus konnte die
Cox-Regression-Analyse fiir das rezidivfreie Uberleben zeigen, dass der MAP3K 1-Poly-
morphismus ein unabhéngiger Prognosefaktor ist. Des Weiteren haben Patienten mit dem
Vorliegen eines AA-Genotyps in der Gruppe der SCC-Patienten ein signifikant ldngeres,
rezidivfreies Uberleben. Fiir das Adenokarzinom des Osophagus zeigt sich in dieser Un-
tersuchung kein signifikanter Zusammenhang der klinisch-pathologischen Parameter und

des gesamt- und rezidivfreien Uberlebens mit dem MAP3K1-Polymorphismus.

Die diesen Ergebnissen zugrundeliegenden pathophysiologischen Mechanismen sind bis-
her nicht ausreichend evaluiert. Diesbeziiglich besteht noch weiterer Forschungsbedarf,
um in Zukunft wissenschaftlich fundierte und anwendbare Therapiekonzepte fiir das Oso-

phaguskarzinom zu entwickeln.
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Summary

The prognosis of malignant tumor diseases is of tremendous importance for the affected
patients. No molecular pathological prognostic parameters are currently established for
esophageal carcinoma. The recognized prognostic parameters include the TNM classifi-
cation, the postoperative resection status, lymphatic and venous invasion, the tumor re-
gression score after neoadjuvant therapy and also the UICC stage. Furthermore, success-

ful downstaging after neoadjuvant therapy is a strong, independent prognostic factor.

Single nucleotide germline polymorphisms are easily detectable and stable genomic var-
iants. These remain unchanged even after treatment with radio-chemotherapy in the leu-
kocyte DNA from peripheral blood samples, even if the DNA of the tumor tissue is some-
times subject to strong fluctuations. The MAP3K1 polymorphism, rs889312, was evalu-

ated as stage-dependent prognostic factors for esophageal carcinoma.

In this study, in particular for squamous cell carcinoma of the esophagus, it could be
shown that the affected patients with the presence of the AA genotype developed signif-
icantly fewer recurrences in the examined period. In addition, the Cox regression analysis
for relapse-free survival showed that the MAP3K1 polymorphism is an independent prog-
nostic factor. Furthermore, patients with an AA genotype in the group of SCC patients
have a significantly longer, recurrence-free survival. For this adenocarcinoma of the
esophagus there was no significant correlation between the clinical-pathological param-

eters and the overall and recurrence-free survival with the MAP3K1 polymorphism.

The pathophysiological mechanisms on which these results are based have not yet been
sufficiently evaluated. In this regard, there is still a need for further research to develop
scientifically profound and applicable therapy concepts for esophageal carcinoma in the

future
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II Abkiirzungsverzeichnis

AA Genotyp AA, zwei lange Allele

AC Adenocarcinoma

AC Genotyp AC, ein langes und ein kurzes Allel
ALK Anaplastische-Lymphomkinase

APAAP Alkalische Phosphatase-anti-alkalische-Phosphatase
CcC Genotyp CC, zwei kurze Allele

CI Confidence interval

CROSS The ChemoRadiotherapy for Esophageal cancer followed by Surgery Study
CT Computertomographie

CTC Circulating tumor cell

DFS Disease-free survival

DNA Desoxyribonukleinséure

DNS Desoxyribonukleinsdure

DTC Dissaminated tumor cell

EDTA Dinatrium-ethylendiamin-tetraacetat

EGF Epidermal growth factor

EGFR Epidermal growth factor receptor

ERK Extracellular-Signal Regulated Kinase

FGFR2 Fibroblast growth factor receptor 2

FLOT 5-Fluorouracil, Folinsdure, Oxaliplatin, Docetaxel
HER2 human epidermal growth factor receptor 2

HR Hazard ratio

JNK c-Jun N-terminale Kinasen

KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene

LK Lymphknoten

LSP1 Lymphocyte Specific Protein 1

MAGIC Medical Research Council Adjuvant Gastric Infusional Chemotherapy
MAP Mitogen-activated protein

MAP3K1 Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase 1
MEK Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinasen

OS Overall survival

PCR Polymerase chain reaction

PET Positronen-Emissions-Tomographie

PSA Prostata-spezifisches Antigen

Raf Rapidly growing fibrosarcoma

RAS Rat sarcoma

SCC Squamous Cell Carcinoma

SNP Single-nucleotide polymorphism

TGFBR Transforming Growth Factor beta Rezeptor
TNRC9 Trinucleotide-repeat-containing 9

UICC Union internationale contre le cancer
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