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1 Einleitung

1.1 Magenkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Weltweit ist das Magenkarzinom eine der haufigsteoplastischen Erkrankungen des
Menschen, obwohl die Haufigkeit des intestinalerpsysiehel.1.5) besonders in den
USA und in Europa seit Jahrzehnten abnimmt. Zudeph @s grol3e geographische
Unterschiede. Am hdchsten ist die Inzidenz in Jafdmamerika, Osteuropa und Teilen
des Mittleren Ostens (Siewert et al., 2001a, S).447

In Deutschland ist das Magenkarzinom trotz ebenfallicklaufiger Tendenz die
funfthaufigste Krebserkrankung bei Mannern undsdiehsthaufigste bei Frauen und stellt
immer noch eine der haufigsten tumorbedingten Twdeshen dar (Bertz et al., 2006).
Das Risiko, an einem Magenkarzinom zu erkrankegigtsimit zunehmendem Alter. In
Deutschland liegt das mittlere Erkrankungsalterdaei70 Jahren fir Manner und bei ca.
75 Jahren fur Frauen (Bertz et al., 2006). Besandas diffuse Karzinom nach Lauren
(siehe 1.1.5) betrifft jingere Menschen jedoch auch schon dem 30. Lebensjahr
(Hamilton, 2000).

Manner sind etwa doppelt so haufig betroffen wiauen (Siewert et al., 2001a, S. 447).
AulRerdem ist in der mannlichen Bevolkerung der iedsin Welt ein starker Anstieg von

Karzinomen im Bereich der Kardia zu verzeichnem\{#it et al., 2001a, S. 448).

1.1.2 Atiologie

Die Genese des Magenkarzinoms ist multifaktori@énetische und exogene Faktoren
sowie Vorerkrankungen des Magens spielen bei derofentstehung eine Rolle.

Durch Anh&ufung unterschiedlicher genetischer Veeamngen kommt es zur
fortlaufenden Transformation des normalen Epitlzeisy klinisch manifesten Karzinom.
Dabei spielen Tumorsuppressorgene, Onkogene und -Ré&ffaraturgene eine
entscheidende Rolle. Wahrend der diffuse Typ naebnrén {.1.5) gehauft in nicht
metaplastischem Gewebe auftritt, entwickelt sichidtestinale Typ Uber die Metaplasie
und das Adenom zum Karzinom (Siewert et al., 2081d53).

Die Mehrzahl der Magenkarzinome tritt sporadisch Awr in etwa 10% der Falle findet
man eine familiare Haufung (Keller, 2005), alleghnist in diesem Fall das relative
Risiko, an Magenkrebs zu erkranken, auf mehr adsDigppelte erhoht (La Vecchia et al.,
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1992). Es wird angenommen, dass ca.l-3% der Magankane im Rahmen eines
hereditaren Pradispositionssyndroms auftreten éKel005). Einige Beispiele sind in
Tabelle 1 aufgelistet. Neben den genannten Hauptieimund den Magenkarzinomen

kann noch eine Vielzahl anderer Tumoren gefundaxeve

Tabelle 1: Magenkarzinome bei hereditaren Tumorsyndbmen (Keller, 2005)

Syndrom Defektes Gen Haupttumor(en)

HDGC (Hereditares diffuses E-Cadherin Magenkarzinome vom diffusem

Magenkarzinomsyndrom) Typ n. Lauren

HNPCC (Hereditares non-polyptses hMLH1, hMSH2, Kolonkarzinom

Kolonkarzinomsyndrom) hMSH6, hPMS2

Li-Fraumeni-Syndrom p53 Mammakarzinom, Osteosarkom,
Hirntumore, Weichteilsarkome

FAP (Familidre adenomatdse Polyposis coli) APC /e und Karzinome des
Kolons

Fall-Kontroll-Studien zeigen jedoch auch beim sp@eh auftretenden Magenkarzinom
ein zwar gering aber konsistent erhohtes RisikoViginwandte ersten Grades (Hamilton,
2000). DNA-Polymorphismen (Definition sielie3) in Genen unterschiedlichster Funktion
wurden in Zusammenhang mit einem erhdhten Mageimarzisiko gebracht, was eine
Verbindung zwischen genetischen Faktoren und Uneindliissen herstellt (Tabelle 2)
(Roberts-Thomson and Butler, 2005).

Tabelle 2: DNA-Polymorphismen und erhdhtes Magenkainomrisiko (Roberts-
Thomson and Butler, 2005)

Funktion des Gens Bezeichnung des Gens Art des Paigrphismus
Schutz der Mukosa Mucin 1 15 VNTR: Allele 1-5 lardlele 6-15 kurz
Entziindungsgeschehen Interleukin-113 C-31T (SNPromBter)
Gluthationstoffwechsel Glutathion-S-Transferase Getetion
Folsaurestoffwechsel Methylentetrahydro- C677T (Ala -> Val)

folatreduktase
Nukleinsédurestoffwechsel Thymidilatsynthase 6 lgbelon in der 3'UTR
DNA-Reparatur X-ray repair cross Exon 6 C26304T (Arg194Trp)

complementing group 1

Ein wichtiger exogener Faktor fir das Magenkreblsrisst die Erndhrung. Wahrend der
Verzehr von frischem Obst und Gemuise protektiv wirgilt fur einen erhdhten

Kochsalzverbrauch und fur den Verzehr von gepokeRéeisch und Fisch das Gegenteil
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(Hamilton, 2000). Weiterhin werden Alkohol und T&keuch verdachtigt, zur

Tumorgenese beizutragen (Hamilton, 2000).

Die chronische Gastritis aufgrund einer Infektioit ielicobacter pylori ist mit einem

stark erhohten Karzinomrisiko behaftet (Hamilto@0Q). Erhdhte Entartungsrisiken findet
man aufl3erdem u. a. bei der Typ-A-Gastritis mit E&ser Anamie, beim operierten
Magen (Billroth | und Il) (Magenstumpfkarzinom) ubéim M. Ménétrier (Siewert et al.,

20014, S. 449).

1.1.3 Kilinik

Frihsymptome des Magenkarzinoms sind oft nicht aoden oder diskret und

unspezifisch, z. B. Druckgefuhl im Oberbauch undpayptische Beschwerden (Hamilton,
2000; Siewert et al., 200l1a, S. 459). Die Symptdmaariiert zudem je nach

Tumorlokalisation und Ausbreitung (sieliel.6). Es kann u. a. zu Gewichtsverlust,
abdominellen Schmerzen, Kachexie, Erbrechen, Dygphaind gastrointestinalen

Blutungen kommen (Kumar et al.,, 2005). Als Zeich@mner fortgeschrittenen

Metastasierung konnen Hepatomegalie, Aszites umiksdyerweise eine linksseitige,
supraklavikulare Lymphknotenvergrof3erung (Virchowvphknoten) auftreten (Siewert
et al., 2001a, S. 459).

1.1.4 Diagnostik

Der aktuelle Goldstandard zur Diagnose des Mageim@ns ist die Videoendoskopie mit
mehreren bioptischen Probeentnahmen zur histologis8&icherung (Siewert et al., 2001a,
S. 460). Die gebrauchlichen Tumormarker (CEA, CA91Gnd Ca 72-4) sind nicht zur
Diagnose sondern nur als Verlaufsparameter in deroFhachsorge geeignet.

Einen besonderen Stellenwert nimmt die moglichsatkex Evaluation des klinischen
TNM-Stadiums ein (siehe auch.1.6), auf deren Basis das genau abgestimmte
multimodale Therapiekonzept beruht. Die T-Kategowad hierbei am besten per
endoluminalem Ultraschall (EUS) bestimmt. In 79-920isd das Ergebnis durch das
postoperative pathologische Staging bestatigt (c&réind Siewert, 2005). Mit einer
Genauigkeit von 85-90% kann mit dem EUS eine RCeR@bilitat vorhergesagt werden
(Lordick and Siewert, 2005). Weiterhin dient die &Wur Bestimmung befallener
regiondrer Lymphknoten. Da nur vergrof3erte Lymphdénals maligne bewertet werden
konnen, liegt die diagnostische Genauigkeit nuisehen 65-87% (Siewert et al., 2001a, S.

461). Um eine Peritonealkarzinose auch schon imadggstadium zu erfassen, ist eine
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Laparoskopie mit Lavage und zytologischer Diaghosbtwendig (Lordick and Siewert,
2005). Fernmetastasen konnen weitgehend per C'Esaligssen werden.

1.1.5 Makroskopischer Aspekt und Histopathologie

Bei der Klassifikation des morphologischen Aspekisd zwischen Frithkarzinomen und
fortgeschrittenen Magenkarzinomen unterschieden firffienen siehe 1.1.6). Das
fortgeschrittene Magenkarzinom wird nach Borrmamwier Hauptgruppen eingeteilt. Die
lokalisierten Typen | und Il weisen eine gunstigéregnose auf als die infiltrativen Typen
[l und IV (Lawrence, 1973).

Szirrhése Magenkarzinome, welche diffus alle Magamigchichten infiltrieren, werden
auch als Linitis plastica bezeichnet (Siewert et 2001a, S. 455). Durch bindegewebige
Umwandlung kommt es zu einer Schrumpfung des Mageiisplumpen und starren
Schleimhautfalten (Pschyrembel, 2004, S. 1053).

Trotz groRBer histologischer Variabilitat dominierh der Regel eines von vier
Wachstumsmustern, welches dann entscheidend isligiiKlassifikation nach der WHO-
Klassifikation (siehe Tabelle 3) (Hamilton, 2000).

Das Grading, also die Bestimmung des Differenzigsgnades des Tumorgewebes, erfolgt
auf der Basis verschiedener histologischer und lagiecher Parameter, wie z.B.
Ahnlichkeit mit dem Umgebungsgewebe, mitotischeivitit und Nekrosen (Siewert et
al., 2001a, S. 454). Es werden vier Grade untezdein. G1 und G2 werden glsow-
Grade-Tumoren“und G3 und G4 alshigh grade zusammengefasst (Siewert et al.,
2001a, S. 454). In Tabelle 3 sind mdgliche bzw.igale Differenzierungsgrade der
histologischen Typen aufgelistet.

Tabelle 3: Histologische Klassifikation des Magenkainoms nach der WHO
(Hamilton, 2000; Siewert et al., 2001a)

Haufigkeit Bezeichnung Grading

Haufig Tubulares Adenokarzinom G1-G3

Papillares Adenokarzinom

Muzinéses Adenokarzinom

Siegelringzellkarzinom G3
Selten Plattenepithelkarzinom G1-G3

Adenosquamdses Karzinom Gl1-G3
Sehr selten Kleinzelliges Karzinom G4

Undifferenziertes Karzinom G4
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Nach Lauren wird das Magenkarzinom in einen imedn (polypds wachsenden) und
einen diffusen (infiltrativ wachsenden) Typ eingketd auren, 1965). In der Regel kann
man nur beim intestinalen Laurentyp die Entwickluimger die sog. Metaplasie-Adenom-
Karzinom-Sequenz beobachten. Die zwei Lauren-Typeisen epidemiologische. .(L.1)
und atiologischel(.1.2) Unterschiede auf. Zudem sind sie bedeuténdds Ausmald des
Resektionsverfahrens (Siewert et al.,, 200la, S.) 4681 zeigen unterschiedliches
Metastasierungsverhalten (siehd.6). Tumoren mit annahernd gleich grofRen irakin
und diffusen Anteilen werden als Mischtyp bezei¢chrisammen mit Tumoren des
diffusen Typs bezeichnet man sie auch als niclestirtal (Siewert et al., 2001a, S. 455).
Undifferenzierte Karzinome werden als nicht klaggfbar eingestuft.

intestinaler Typ nach Lauren: diffuser Typ nach Lauren (Siegelringzell-Ca):
HE-Féarbung, 200fache VergréRerung HE-Farbung, 400fache VergréRerung

Abbildung 1: Histologisches Bild des Magenkarzinoms

1.1.6 Tumorlokalisation, Ausbreitung und Staging

Tabelle 4 zeigt die Haufigkeiten der Tumorlokalisaén bei Patienten einer grof3
angelegten deutschen 10-Jahres-Studie (Siewelt 4988). Die proximal an der Kardia
bzw. subkardial gelegenen Magenkarzinome werdenh aats Karzinome des
gastroosophagealen Ubergangs (AEG) Typ Il unddtmSiewert bezeichnet (Siewert et
al., 2001b, S. 440).

Tabelle 4: Tumorlokalisation beim Magenkarzinom(Siewert et al., 1998)

Tumordrittel Haufigkeit
proxima 30%
mittel 39%
dista 28%
ganzer Mage 5%
Sonstige 6 %
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Aufgrund meist fehlender bzw. unspezifischer Friamgtome (siehd..1.3) zeigt die grolie
Mehrheit der Patienten bei Diagnosestellung bemitsfortgeschrittenes Tumorstadium
(Hamilton, 2000). Nur innerhalb endoskopischer 8aiegprogramme in Japan werden in
ca. 80% Fruhstadien diagnostiziert (Hamilton, 2000)

Beim Staging des Magenkarzinoms unterscheidet mvanpei soliden Tumoren ublich,
die praoperative TNM-Klassifikation (Tabelle 5) ader Grundlage klinischer und
bildgebender Untersuchungsergebnisse und die pTMadsifikation, die sich auf den
postoperativ-histopathologischen Befund stiitzt. Pedix y bedeutet, dass es sich um den
Status nach einer Therapie handelt (z. B. ypTNMhn@bemotherapie). Von der TNM-
Klassifikation leitet sich wiederum die Stadieneihing nach der UICC ab (Tabelle 6)
(Siewert et al., 2001a).

Tabelle 5: TNM-Klassifikation des Magenkarzinoms (Wttekind et al., 2005)

T: Primartumor

Tx  Priméartumor nicht beurteilbar
TO Kein Anhalt fur Primartumor
Tis Carcinoma in situ, intraepithelialer Tumor
ohnelnfiltration der Lamina propria
T1 Frihkarzinom: Tu infiltriert Lamina propria mwusae oder Submukosa
T2 Tuinfiltriert Muscularis propria oder Subserosa
T3 Tu penetriert Serosa (viszerales Peritoneum)
ohnelnfiltration benachbarter Strukturen
T4 Tuinfiltriert benachbarte Strukturen (z. B.IKiDarm, Leber)

N: Regionare Lymphknoten

NX Regionéare Lnn. kénnen nicht beurteilt werden
NO Keine regionare Lymphknotenmetastasen
N1 Metastasen in 1-6 regionaren Lnn.

N2 Metastasen in 7-15 regionaren Lnn.

N3 Metastasen in mehr als 15 regiondren Lnn.

M: Fernmetastasen

MX Fernmetastasen kénnen nicht beurteilt werden
MO Ohne Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen vorhanden
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Tabelle 6: UICC-Stadieneinteilung des Magenkarzinors nach der TNM-
Klassifikation (Siewert et al., 2001a)

NO N1 N2 N3
T1T |IA 1B I \Y
T2 |1B I A

™ [ A _ IV
T4 [ A

M1 WY,

Die Tumorausbreitung erfolgter continuitatendurch Infiltration benachbarter Strukturen
(z. B. Osophagus, Kolon, Leber, Milz, Pankreas), contiguitatenals Bauchfellkarzinose
(evtl. mit Aszites), bei Frauen auch Uber Abtropiaséasen in die Ovarien (sog.
Krukenberg-Tumor) und mittels lymphogener und h&mgener Metastasierung (Siewert et
al., 2001a). Wahrend Tumoren vom intestinalen TgghnLauren vor allem die Leber und
die Lymphknoten infiltrieren, metastasiert der aéi® Typ sehr rasch ins Peritoneum
(Siewert et al., 2001a, S.461).

1.1.7 Prognose und Prognosefaktoren

Die unspezifische bzw. spat auftretende Symptométid.3) und die meist damit
verbundene fortgeschrittene Tumorausbreitung.6) erklaren, dass in Deutschland die 5-
Jahres-Uberlebensrate (5-JUR) von Magenkarzinoemath knapp 30% betragt (Bertz et
al., 2006). Hinzu kommt, dass haufig auch schofitihen Stadien eine lymphogene und
hamatogene Metastasierung erfolgtl(6) und dass Magenkarzinome nur in begrenztem
Mafl3e auf Chemo- und Strahlentheragdid ) ansprechen (Lordick and Siewert, 2005).
Ein Prognosefaktor ist ein Parameter, der fir sithin die Prognose eines Patienten
unabhangig beeinflussen kann (Siewert et al., 2081457). Verifizierte tumorbezogene
Prognosefaktoren beim Magenkarzinom sind das TNadi8in, die R-Kategorie, die
Lymphknotenratio (Quotient aus befallenen und entén Lymphknoten) und freie
Tumorzellen in der abdominellen Lavage (Siewerdlet2001a, S. 457). Daneben gibt es
noch eine Reihe vermuteter Prognosefaktoren wid.zhistologische Klassifikation,
Grading und tumorbiologische Faktoren. Der wichgsatientenbezogene Prognosefaktor
ist der Allgemeinzustand des Patienten (Karnofsidek).

Bei Patienten mit Tumoren in lokal fortgeschrittenétadien ist die Prognose
hauptsachlich vom Residualtumorstatus (Tabellent) somit von der Resektabilitéat des
Tumors abhangig (Siewert et al., 2001a, S. 458eim USA und Westeuropa betragt das
Langzeitiiberleben auch nach angemessener chirbegi3terapie 1.1.8) nicht mehr als

Einleitung



10

50% (Lordick and Siewert, 2005). Nach inkomplet(®i- und R2-) Resektionen, sowie
bei bereits erfolgter Fernmetastasierung (M1) i@hedkaum ein Patient.

1.1.8 Therapie

Die Grundlage der kurativen Therapie des Magenkaras ist chirurgisch, wobei stets die
vollstdndige Resektion des Tumors, also eine ,RfeRion” (Tabelle 7) angestrebt wird
(Lordick and Siewert, 2005). Art und Ausmal3 desgEffs richten sich vor allem nach der
Tumorlokalisation, dem Staging (sieli€l.6) und der Histopathologie (siet€l.5) des
Tumors. Fir die chirurgische Therapie des lokalgeschrittenen Magenkarzinoms stellt
sich immer starker die Uberlegenheit der erweite(®2) gegeniiber der limitierten (D1)
Lymphadenektomie heraus, vorausgesetzt, dass mik¢gener akzeptablen Mortalitat und
Morbiditat durchgefuhrt werden kann (Lordick andewert, 2005). Die chirurgischen
Eingriffe, die bei den Patienten dieser Studie dgefiihrt wurden, werden im Kapitel
3.1.6 erlautert.

Tabelle 7: postoperativer Residualtumorstatus (R-K&egorie)

RO Kein Resttumor nachweisbar
R1 Mikroskopischer Resttumor
R2 Makroskopischer Resttumor
RX Resttumor nicht beurteilbar

Zusatzlich zur operativen Behandlung stehen grunlisé zwei weitere Therapieoptionen
zur Verfligung: die Strahlentherapie zur lokalen ®olle des Tumors und die
Chemotherapie zur systemischen Kontrolle der Turkoaekung (Lordick and Siewert,
2005).

Bei der Chemotherapie unterscheidet man je nactputéit der Chemotherapie zwei
Konzepte. Neoadjuvant bedeutet vor, adjuvant nagsh dhirurgischen Eingriff. Da das
Patientenkollektiv dieser Studie neoadjuvant therapvurde, soll darauf im néchsten
Abschnitt (1.1.8.1) eingegangen werden, wahrend zur adjuvadbhemotherapie und zur
Strahlentherapie keine weiteren Ausflihrungen falgen

1.1.8.1 Neoadjuvante Chemotherapie

Unter neoadjuvanter Chemotherapie versteht man @iaeperative Chemotherapie mit
dem Ziel, durch Verkleinerung des Tumode\n-shrinking eine Steigerung der RO-Rate

(siehel.1.8) zu erzielen.
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Die Tatsache, dass sich ein Grofiteil der Patieh&rDiagnosestellung in einem lokal

fortgeschrittenen Stadium befindet, unterstreiche d@edeutung der neoadjuvanten

Chemotherapie in der Therapie des Magenkarzinoms.

Theoretische und klinische Vorteile der neoadjugar@hemotherapie sind (Siewert et al.,
2001a):

1.

Ein in der Regel préaoperativ besserer Allgemeiranstdes Patienten fuhrt im
Gegensatz zur adjuvanten Chemotherapie zu einsetas Vertraglichkeit. Dies
ermoglicht die Anwendung aggressiverer Behandlwigsrata (insbesondere
cisplatinhaltige Kombinationen).

Intakte Blut- und Lymphwege ermoglichen die Zufuber Zytostatika in
zytotoxischen Konzentrationen in das Tumorgewebe.

Die Prognose in diesem Stadium hangt maRgeblicordals, ob eine RO-Resektion
durchgefuhrt werden kann, wozu eine ChemotheraprehdVerkleinerung des
Tumors flown-shrinking beitragen kann.

Es ist der friheste Therapieansatz, um die systémisTumorausbreitung zu
bekdmpfen, die oftmals schon in Form Klinisch okéwul Mikrometastasen
begonnen hat und in vielen Féllen die schlechteykzamprognose bedingt.

Die Verschleppung vitaler Tumorzellen in die Bauahle wahrend der Operation

wird vermindert.

Der Wirksamkeitsnachweis einer perioperativen Chberapie des Magenkarzinoms, d.

h. neoadjuvant und adjuvant, ist im Rahmen des imeunlirischen, randomisierten und
prospektiven MRC Adjuvant Gastric Infusional Chehestipy Trial (MAGIC Trial)

erbracht worden (Cunningham et al., 2006). In digssdie wurden 503 Patienten mit

potenziell resektablen Karzinomen des Magens, dssrapsophagealen Ubergangs und

des distalen Osophagus eingeschlossen. Sie wunderder rein chirurgisch (S-Gruppe)

oder zusatzlich mit einer perioperativen Chemotbieranit Epirubicin, Cisplatin und 5-FU

(CSC-Gruppe) therapiert. In der CSC-Gruppe zeigth ®in signifikant langeres
progressionsfreies Uberleben (Relatives ProgresgRisiko 0,66; 95%-Cl: 0,53-0,81; p <
0,001) und ein signifikant langeres Gesamtiberl¢BRatatives Sterberisiko 0,75; 95%-CI
0,60-0,93; p = 0,009). Ob und in welchem Mal3e digsterschiede auf die neoadjuvante
oder die adjuvante Chemotherapie zurtickzufihres &isst sich allerdings nicht sagen.

Unstrittig ist jedoch, dass Patienten, welche aid# deoadjuvante Chemotherapie

ansprechen (ca. 30%, sog. Responder), eine signifikerbesserte Prognose im Vergleich

zu Non-Respondern aufweisen (Ott et al., 20B3&}ienten, die nicht ansprechen, erhalten
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Uber Monate eine kostspielige und psychisch wiepdiich belastende Therapie, die
zudem die Operation verzdogert.

Zur neoadjuvanten Therapie lokal fortgeschrittendiagenkarzinome werden
hauptsachlich Cisplatin und 5-FU eingesetzt. Danelitemmen u. a. Oxaliplatin,

Docetaxel, Paclitaxel, Epirubicin, Etoposid und idbtastin zum Einsatz.

1.1.8.1.1Platinderivate und Platinresistenz

Platinderivate wurden seit ihrer klinischen ErpmoguAnfang der 70er Jahre in
zunehmendem Mal3e zur Therapie einer Vielzahl matighumoren, u. a. auch des
Magenkarzinoms, eingesetzt. Cisplatin gehort hemteden am starksten verbreiteten
antitumorésen Substanzen. Wegen seiner Neuro- wemghmdtoxizitdt wurden weitere,
weniger toxische platinhaltige Chemotherapeutike was Oxaliplatin und Carboplatin
entwickelt (siehe Abbildung 2)(Frei et al., 2003).

Platinderivate bestehen aus einem Platinatom uredt wder sechs Liganden. Die
Chloridgruppen des Cisplatins, bzw. die Carboxgeguppen des Oxaliplatins und des
Carboplatins kénnen im biologischen Milieu durckkleophile Atome ersetzt werden. So
entstehen starke kovalente Bindungen mit Proteined Nukleinsduren. Zytotoxisch
wirken platinhaltige Substanzen, indem sie dngky adductgwischen zwei Basen eines
DNA-Strangs (intrastrand crosslink)oder zwischen den Basen verschiedener DNA-
Strangg(interstrand crosslinkbilden (siehe Abbildung 3)(Frei et al., 2003).

Abbildung 2: Platinderivate (Frei et al., 2003)

Q
HaM LI HizM O H CH
AN ~~_NHp ~ O—C=0 NI N
Pt \ ‘ Pt C CHaz
H N/ ‘\Gl . 1 / Pt \ HqN( \G C/ “CHe
Q
Cisplatin Oxaliplatin Carboplatin

Abbildung 3: Cisplatin-DNA-Adducts (Frei et al., 2003)

HaN - NHg HaN f’_‘.‘H-’-: HaN  NHg
Pt i his
-AG-G-C-T- -A-G-C-T- _H_G_’E__ﬁ_
T-C-C-C-A- T-C-G-A- TC-G-A-
diGpG) Adduct d{ApG) Adduct  Interstrand Crosslink

Man kennt verschiedene Mechanismen, die fur digmtiferative Wirkung von DNA

schadigenden Substanzen verantwortlich sind undunterschiedlichem MalRe zum
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Gesamteffekt der Chemotherapie beitragen kdnneniRon, 2002): Die gegensatzlichen
Pole sind die Nekrose auf der einen und die Ap@ptas der anderen Seite (Broker et al.,
2005). Bei der Nekrose kommt es charakteristis@fieise zum Zellddem, zum Zerreil3en
der Zellmembran und zur Entziindungsreaktion im egeinden Gewebe. Die Apoptose
kann durch Blockade der Replikation und Behinderdeg Zellzyklus eingeleitet werden.
Sie wird durch spezifische Proteasen (Caspaseninittelt und geht mit einer
Schrumpfung der Zelle einher (Broker et al., 20@&)r sog. mitotischen Katastrophe
kommt es, wenn die betroffene Zelle in die Mitosdrét, ohne vorher die DNA-Schaden
Zu reparieren (siehel.2). Ein weiterer Mechanismus ist die induzierten&zenz
(»Zellalterung®). Es kommt hierbei zwar nicht zunellod, aber vermittelt durch eine
Reihe von Wachstumsinhibitoren zu einem Proliferatop (Roninson, 2002).

Zu den Mechanismen einer zellularen Resistenz gdgenPlatinderivaten zahlen u. a.
eine verminderte Aufnahme in die Zelle, eine bemohigte Metabolisierung und
Inaktivierung der platinhaltigen Substanzen sowienee verstarkte Reparatur
platininduzierter DNA-Schaden vor allem durch diekiotidexzisionsreparatur (NER)
(siehel.2.1) (Frei et al., 2003) und im geringeren MaGehaiiber andere Reparaturwege
wie z. B. die Basenexzisionsreparatur. Die DNA-Repa scheint besonders bei
geringgradiger Platinresistenz die wichtigste Rallespielen (Dabholkar et al., 1994).

1.2 DNA-Reparatur

Eine Zelle hat verschiedene Mdoglichkeiten auf dii¢A-Schadigung zu reagieren. Der
Schaden kann toleriert werden, oder es kommt zulltodebzw. zur Wachstumsblockade
(siehe1.1.8.1.1). Eine weitere Mdoglichkeit ist, dass d&llzyklus unterbrochen bzw.
verzogert wird, um eine Reparatur der DNA-Schadearmaoglichen (Damia et al., 1998).
Die DNA-Reparatur ist ein biologisch sehr wichtigerozess, der dafir sorgt, dass die
standig spontan und induziert auftretenden DNA-8eh&ntfernt werden. Dadurch wird
verhindert, dass DNA-Schaden akkumulieren, welcle Transkription von Genen
blockieren, die DNA-Replikation stdéren oder sichs aMutationen manifestieren.
Schatzungsweise Uber 200 Proteine sind direkt daugirekt an der DNA-Reparatur
beteiligt. Die Verschiedenartigkeit und Bandbreitéglicher DNA-Schaden erfordert
entsprechend unterschiedliche DNA-Reparatursysterdie in  komplexer Weise
zusammenwirken (Seyffert, 2003, S. 561). Zur Zeitd ssechs verschiedene DNA-
Reparaturmechanismen bekannt (Madhusudan and Nbddgle2005). Dies sind die

Nukleotidexzisionsreparatur (NER) (siehg.2.1), die Basenexzisionsreparatur, die
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MismatchReparatur, die Reparatur von DNA-Doppelstrangbeicliie direkte Reparatur
von alkyl adductsund die Reparatur vomterstrand-crosslinks Jeder Reparaturweg
scheint weitgehend unabhangig von den anderenrgdidmieren, auch wenn es Hinweise
auf funktionelle Verbindungen gibt (Reed, 2005).f Alie Nukleotidexzisionsreparatur
wird im Kapitel1.2.1 néher eingegangen.

Die immense Bedeutung der DNA-Reparatur fur deraEder Genomstabilitat wird auch
durch die Tatsache deutlich, dass viele involvigtteeyme Uber die Evolution hinweg
stark konserviert wurden und KeimbahnmutationeDMA-Reparaturgenen zu Tumor-
Pradispositionssyndromen filhren kénnen (siehe aucl) (Madhusudan and Middleton,
2005). Des Weiteren legt eine Vielzahl neuerer ®tudhahe, dass das Krebsrisiko
verschiedenster Tumoren durch interindividuelle ddsthiede in  der DNA-
Reparaturkapazitat beeinflusst wird (sidh@) (Madhusudan and Middleton, 2005).

1.2.1 Nukleotidexzisionsreparatur

Die Nukleotidexzisionsreparatur (NER) erkennt utichiiert eine Vielzahl von DNA-
Schaden. Dazu gehdren unter anderem durch UV-8trghihduzierte Pyrimidindimere,
sowie sog.bulky lesions,welche z. B. durch polyzyklische Kohlenwasserstatfied
Platinderivate (siehel.1.8.1.1) verursacht werden (Reed, 2005). Die Né&lgt
schrittweise: 1. Erkennen des DNA-Schadens, 2. iaden der DNA-Doppelhelix, 3.
Einschneiden auf beiden Seiten des Schadens, #riimg des schadhaften Stranges (24-
32 bp), 5. Verschliel3en der Lucke durch Reparatting@ge (Goode et al., 2002).

Die NER lauft im gesamten Genom nicht gleichméaRignell ab. DNA-Schéaden in nicht
kodierenden Sequenzen und inaktiven Genen werdegsdmer repariert als solche in
aktiven Genen. Hier wiederum wird der transkril@e8trang schneller repariert als der
nicht transkribierte. An der NER sind mehr als 25t8ine beteiligt (Seyffert, 2003, S.
565).

Man unterscheidet zwei Untergruppen der NER. Digbagle Genomreparatur (GGR)
Uberwacht das gesamte Genom, wahrend die transkisgekoppelte Reparatur (TCR)
nur die DNA-Schaden repariert, welche die RNA-Payasen blockieren.

Abbildung 4 stellt den Ablauf der Nukleotidexzisionsreparatahesmatisch dar. Bei der
globalen Genomreparatur sucht ein spezifischer XKRR23B-Komplex die DNA nach
Schaden ab. Die transkriptionsgekoppelte DNA-Rdparaetzt ein, wenn die RNA-
Polymerase Il blockiert wird (Seyffert, 2003, S.656Ein Komplex aus den TCR-
spezifischen Faktoren CSA und CSB entfernt die iAelase und macht so den Schaden
der Reparatur zuganglich (Seyffert, 2003, S. 566).
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Die folgenden Schritte sind wahrscheinlich bei d@GR und der TCR weitgehend
identisch. Die Helikasen ERCC2 (XPD) und ERCC3 (XP&ls Bestandteile des
Transkriptionsfaktors TFIIH entwinden den DNA-Stga(siehel.2.1.2). XPA markiert

den Schaden, indem es mit hoher Affinitat an derha8stelle bindet. Das
einzelstrangbindende Protein RP#elication protein A bindet an den ungeschadigten
Strang und wirkt somit stabilisierend. Durch diedBnukleasen XPG und ERCC1/XPF
(siehe auchl.2.1.1) wird der geschadigte Strang auf der 3d 6hSeite des Schadens
eingeschnitten und ein Oligonukleotid von ca. 30dnpfernt. Danach schlieRen DNA-

Ligasen die entstandene Liicke (Seyffert, 20036%).5

Globale Genomreparatur Transkriptionsgekoppelte

Reparatur
1. Etkennung des
DMA-Schadens HHR238 " ,DMA-Schaden e n
| XPC RNApol Il =~

2. Entwinden der
DM&-Doppelhelix XFA A
R FB

PA  TFIH X
AT —
3. Einschneiden des ERCC1
OrA-Strangs B XPG
XPF ~ v
5' ¥
. L .
RPA
4. Entfernung des schad- RE-C
haften Einzelstrangs PCMA
und Synthese des DNA pol

OrA-Doppelstrangs | ‘ ‘ ‘

A, Die Helikasen AP0 (ERCCZ) und XPE (ERCCS) entwinden die DNA-Dappelhelix und sind
Bestandteil des Transkriptionsfaktaors I
B. Der Heterodimer ERCC1-XPF ist eine 5-Exzisionsnuklease

Abbildung 4: Schematischer Ablauf der Nukleotidexzsionsreparatur (NER)
(Matsumura and Ananthaswamy, 2002)
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Die NER spielt jedoch nicht nur bei der Reparatatepziell karzinogener Mutationen
sondern auch bei der Resistenz gegenuber plaiggralChemotherapeutika eine wichtige
Rolle (siehe 1.1.8.1). So konnte bei NER-defizienten Zellen eirerhohte
Cisplatinsensitivitat festgestellt werden (Freiakt 2003). AuRerdem ist es moglich mit
Substanzen, welche die Aktivitdt von NER-Enzymemimen, die Cisplatinsensitivitat zu
erhohen bzw. die Cisplatinresistenz zu durchbrecffaei et al., 2003). Es konnte
weiterhin gezeigt werden, dass durch Cisplatin Qrdliplatin verursachte DNA-Schaden
durch die NER beseitigt werdeimterstrand DNA crosslinka/erden in cisplatinresistenten
Zellen schneller repariert, wahrend Zellen mit étled Sensitivitdt eine verminderte
Fahigkeit haben, diese Lasionen zu entfernen @tral., 2003).

Auf die NER-Gene ERCC1 und ERCC2 soll nédher einggea werden, da die in dieser

Arbeit untersuchten Polymorphismen auf diesen Géirgan.

1.2.1.1 ERCC1

ERCC1 steht flrexcision repair cross-complementing rodent repaiefidency,
complementation group. Das Gen ist auf dem langen Arm von Chromosonokalisiert
(19913.2-13.3) (Goode et al., 2002). Es hat eimggkdon ca. 15 kb und besitzt 10 Exons,
die fur ein Protein aus 297 Aminosauren kodiereee(R 2005). ERCC1 wurde wéahrend
der Evolution stark konserviert und gehért zur ERGEAD10/SWIL0 Familie mit
homologen Genen u. a. i coliund in Pflanzen (Reed, 2005). Es ist beim Mens&leam
Polymorphismus (Definition siehel.3) bekannt, welcher mit einer veranderten
Aminosauresequenz einhergeht (Shen et al., 1998).

ERCCL1 scheint in der Nukleotidexzisionsreparatume eéschliisselposition einzunehmen.
XPA, das der Schadensmarkierung dient, bindet arHggerodimer aus ERCC1 und XPF,
welches die Funktion einer 5’-Exzisionsnuklease (s&he Abbildung 4) (Altaha et al.,
2004).Diese schneidet mittels der XPF-Nuklease-Domanegdschadigten Strang nach
Entwindung und Markierung auf der 5'-Seite des 8elna ein, wobei ein Oligonukleotid
von 24 bis 32 Basen entfernt wird (sieh2.1) (Tsodikov et al., 2005). Da XPF defiziente
Zellen niedrige Konzentrationen an ERCC1-Proteid umgekehrt aufweisen, nimmt man
an, dass sich die Bildung des Heterodimers stabitisd auf beide Proteine auswirkt.
ERCC1 und XPF treten jeweils Gber eine carboxyteatsihelix-hairpin-helixDoméane in
Wechselwirkung (bei ERCC1 die Aminosauren (AS) 288 297). Schon kleine
Deletionen am carboxyterminalen Ende von ERCC1 od¢leF resultieren in einem
Aktivitatsverlust (Tsodikov et al., 2005). Die sagntrale Doméne von ERCC1 (AS 96 bis
214) ist der XPF-Nuklease-Domane strukturell atmlitat jedoch keine Nukleaseaktivitat.
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Allerdings interagiert sie mit XPA, was essentiélt die Nukleotidexzisionsreparatur ist
(siehel.2.1) (Tsodikov et al., 2005). Daneben hat dasigedimer ERCC1-XPF noch
Funktion in der Reparatur vonnterstrand crosslinksund bei der homologen
Rekombination.

Man nimmt an, dass nur das vollstdndige Transkmpt ERCC1 funktionsfahig ist. Eine
bekannte Splicevariante ohne Exon VIII hat hingegenmutlich eine Helferfunktion bei
der DNA-Reparatur (Dabholkar et al., 1994). Weit8micevarianten des Gens wurden
beschrieben bzw. deren Existenz wurde vermutet dR2805). In einer Reihe von
Ovarialkarzinomzelllinien konnte die Prasenz voreralativ gesplicetem ERCC1 (mMRNA
und Platin) mit vermindertem Entfernen von Platideiscts assoziiert werden (Altaha et
al., 2004).

Vermutlich kommt ERCC1 auch bei der Regulation Mekleotidexzisionsreparatur eine
Schlusselfunktion zu (Ferry et al.,, 2000). In Oatkarzinomzellen mit erhdhter
Platinresistenz und erhohtem ERCC1-mRNA-Level war@édenfalls erhohte mRNA-
Konzentrationen anderer NER-Gene, wie z. B. XPABXKPC und CSB, gefunden
(Dabholkar et al., 2000; Ferry et al., 2000). Rkednte eine obligate Reihenfolge in der
Regulation der mRNA von vier NER-Genen feststell@anéchst steigt die ERCC1-
Konzentration. Erst danach kommt es zum Anstiegka#rzentration von XPB, XPA und
CSB (Reed et al., 2000).

ERCC1 hat durch seine Schliusselfunktion in der N&Rh einen Einfluss auf das
Ansprechen auf platinhaltige Chemotherapeutikanéhreren In-vitro-Studien konnte der
Einfluss einer Cisplatinbehandlung auf die ERCCDhiezsion in
Ovarialkarzinomzelllinien gezeigt werden (Altaha at, 2004). Im Vergleich zeigten
hohergradig resistente Zelllinien hohere ERCC1-mRNAnd ERCC1-Protein-
Konzentrationen (Ferry et al., 2000; Selvakumaraal.e 2003). Mittels Transfektion von
Antisense-ERCC1-mRNA gelang es die Cisplatinresmsien Zelllinien zu durchbrechen
und die Cisplatinsensibilitat bereits sensiblerllifeén zu erhéhen. Die Autoren stellten
zudem eine erhohte DNA-Reparaturkapazitat in delleZdest (Selvakumaran et al.,
2003). In einer anderen Studie konnte bei ERCCizideten Zellen durch Transfektion
von ERCC1 die Fahigkeit, Cisplatin-Adducts zu régran, wiederhergestellt werden (Li
et al.,, 2000). Des Weiteren wurde in mehreren UWotungen ein zeit- und
dosisabhangiger Anstieg der ERCC1-mRNA und Protginkntration in
Ovarialkarzinomzelllinien nach Cisplatinbehandlufestgestellt (Altaha et al., 2004).

Auch in einer Reihe von anderen humanen Karzindiimaeh (z. B. Zervixkarzinom,
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kolorektales Karzinom) konnte eine Korrelation zstisn der ERCC1-Expression und der
Behandlung mit platinhaltigen Substanzen beobagtdeden (Altaha et al., 2004).

Neben den oben erwdhnten In-vitro-Studien wurdesnfltls mehrere klinische Studien
publiziert, die einen Zusammenhang zwischen der ER®RNA-Expression und dem
Ansprechen und der Prognose nach einer platinkalti@hemotherapie zeigen konnten
(Altaha et al., 2004). Bei 56 mit Cisplatin und Gabin behandelten
Lungenkarzinompatienten wurde die pratherapeuti&®§REC1-mRNA-Konzentration im
Tumor gemessen. Hohe Konzentrationen gingen mieneirsignifikant schlechteren
Uberleben einher, wahrend der Einfluss auf das setien nicht signifikant war (Lord et
al., 2002).

Auch bei gastrointestinalen Tumoren konnten soldksoziationen beobachtet werden.
Ein pratherapeutisch niedriger intratumoraler ER@IRNA-Spiegel war bei 50 Patienten
mit metastasierten kolorektalen Karzinomen, die @xaliplatin und 5-FU behandelt
wurden, mit einem signifikant besseren Uberlebenekiert (Shirota et al., 2001). Zwei
Gruppen untersuchten OsophaguskarzinompatienténBestrahlung und Chemotherapie
mit Cisplatin und 5-FU. Joshi et al. stellten eirgginstigen prognostischen Effekt einer
niedrigen ERCC1-mRNA-Konzentration fest (n = 84)s(di et al., 2005). Warnecke-Eberz
et al. setzten die mRNA-Konzentration im Tumor ial&ion zu der in Normalgewebe.
Patienten mit einem niedrigen Quotienten (,relatm®NA-Konzentration) zeigten ein
signifikant besseres Ansprechen auf die platinbi@si@hemotherapie (Warnecke-Eberz et
al., 2004). Allerdings konnten nicht in allen Senlidiese Zusammenhange gezeigt
werden. Beispielsweise fanden Langer et al. keingdfation bei Adenokarzinomen des
Osophagus (Langer et al., 2005).

Der Einfluss der ERCC1-mRNA-Expression auf das Aacpen einer platinhaltigen
Chemotherapie bei Magenkarzinomen wurde in zweidi€tu untersucht. Wahrend
Metzger et al. bei 38 Patienten eine signifikanterr&lation zwischen hohen mRNA-
Level, schlechtem Ansprechen und einer geringetseriebenszeit fanden (Metzger et al.,
1998), konnten Napieralski et al. dies bei 61 Pédie nicht feststellen (Napieralski et al.,
2005).

Steffensen et al. fanden bei 100 Ovarialkarzinorepibnen, die platinbasiert therapiert
wurden, eine positive Korrelation zwischen hoherCER-Proteinexpression und einer
schlechteren Ansprechrate jedoch keinen Zusamenhitndem Uberleben (Steffensen et
al., 2007).
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1.2.1.2 ERCC2

ERCC2 steht flrexcision repair cross-complementing rodent repaiefidency,
complementation group. Pas Gen hat 23 Exons und ist ebenfalls auf dewgela Arm des
Chromosom 19 lokalisiert (19913.2-13.3) (Goodel .e2802).

ERCC2 kodiert fur eine 87 kDa schwere und 760 Amsdnuwen lange 5’-3’-Helikase. Im
Rahmen der NER entwindet die Helikase ERCC2 zusanmmieder Helikase ERCC3 (=
XPB) die geschadigte DNA-Helix auf einer Lange aan 30 bp im Bereich des Schadens
(Clarkson and Wood, 2005; Seyffert, 2003, S. 563ls Bestandteil des
Transkriptionsfaktors TFIIH hat ERCC2 auch bei digtiation der Transkription eine
wichtige Funktion. Die Helikasefunktion von ERCCehsint hierfir jedoch nicht von
Bedeutung zu sein (Clarkson and Wood, 2005).

XPD (Xeroderma pigmentosum Group D) wird synonym BRCC2 gebraucht und weist
darauf hin, dass Tréger eines defekten Gens anadi&somal rezessiv vererbbaren
Krankheit Xeroderma pigmentosum leiden. Ursachdicid Mutationen in den sieben hoch
konservierten Helikasedomanen des Gens (ClarksdnWamod, 2005). Die Betroffenen
haben insbesondere ein stark erhohtes Hautkrddusrisda die UV-induzierten
Pyrimidindimere nicht normal von der NER reparigdrden (Clarkson and Wood, 2005).
Defekte ERCC2-Varianten findet man auch im Rahmmeteeer hereditarer Syndrome, wie

z. B. beim Cockayne Syndrom (Clarkson and Wood5200

1.3 Single nucleotide polymorphisms

Unter einemsingle nucleotide polymorphis®NP) versteht man die Substitution eines
einzelnen Nukleotids durch ein anderes (Seyffed)32. Die Allelfrequenz betragt im
Gegensatz zur Mutation in einer bestimmten Popmuiadiefinitionsgemal mindestens 1%.
SNPs treten tUber das menschliche Genom verteilemér Frequenz von ca. 1/1000 bp
auf (Madhusudan and Middleton, 2005). Diese getieis Variationen konnen, wenn der
Basenaustausch in der kodierenden Region (Exoe}y édens liegt, den Austausch einer
Aminosaure im kodierten Protein zur Folge haberr getemm?* bleiben gilent SNR, d.h.
das neu entstandene Basentriplet kodiert fur dielgt Aminoséaure.

SNPs in DNA-Reparaturgenen kdnnten eine veran@éi&-Reparaturkapazitat nach sich
ziehen. Im Rahmen maligner Erkrankungen kann sashdhnn wiederum auswirken auf
das Krebsrisiko, die Tumorbiologie, die Zytotoxdit DNA schadigender
Chemotherapeutika, das Ansprechen, die Toxizitat letztlich auf die Prognose der
Patienten (Madhusudan and Middleton, 2005).
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In den folgenden Kapiteln wird auf die untersuch®Ps naher eingegangen.

1.3.1 ERCC1, C. 354 T>C, Asn118Asn

Der Polymorphismus ERCC1-118 (rs11615) liegt im fie¥ovon ERCC1. Das betroffene
Basentriplet ist das Kodon 118, welches als Wild#®BT) wie auch als Variante (AAC)
fur Asparagin kodiert (Shen et al., 1998). Die Kafigkeit der C-Variante in der weil3en
Bevolkerung wird in der Literatur mit ca. 0,40 aggben (Matullo et al., 2005; Zhou et al.,
2005).

Ob ERCC1-118 selbst eine funktionelle Bedeuturigumklar. Der Polymorphismus liegt
in der zentralen Domane von ERCC1 (siefhe?.1.1), &ndert jedoch nicht die
Aminosauresequenz. Er befindet sich weder auf eregulatorischen Bindungsstelle
(Stoehlmacher et al., 2004) noch in einer Splicgi®te(Shen et al., 1998).

Park et al. konnten bei mit Oxaliplatin und 5-FUhlaedelten Kolonkarzinompatienten (n =
31) eine schwach signifikante Korrelation des TeMImit einer erhéhten intratumoralen
ERCC1-mRNA-Konzentration feststellen (Park et2002). Im Gegensatz dazu stehen die
Resultate einer Studie von Yu et al. Sie konntenyarialkarzinomzelllinien, die sich
hinsichtlich des Polymorphismus ERCC1-118 unteesidn, eine Assoziation zwischen
dem T-Allel und einem reduzierten ERCC1-mRNA-Spiesgavie einer reduzierten DNA-
Reparaturkapazitat beobachten (Yu et al., 200@ffe3isen et al. wiederum fanden keine
Korrelation zwischen ERCC1-Proteinexpression una NP ERCC1-118 (Steffensen et
al., 2007).

Tabelle 8 gibt eine Ubersicht tiber Studien, welkloerelationen zwischen ERCC1-118

und dem Ansprechen bzw. dem Uberleben nach eimginiphltigen Chemotherapie bei

verschiedenen Karzinomen untersucht haben.

Tabelle 8: Studien ERCC1-118 und platinhaltige Chewtherapie

Genotyp / Allel Genotyp / Allel mit
mit besserer besserem

Autor / Jahr Karzinom | Chemotherapie N Prognose* Ansprechen*

(Ruzzo et al., Magen P, F n. s. n.s.

2006)

(Su et al., 2007) NSCLC platinbasiert 110 -- CcC

(de Las Penas et | NSCLC P,G 135 n.s. --

al., 2006)

(Isla et al., 2004) NSCLC P, Dt 62CC --

(Ryu et al., 2004) | NSCLC P 10pcCC n.s.
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Genotyp / Allel Genotyp / Allel mit
mit besserer besserem
Autor / Jahr Karzinom | Chemotherapie N Prognose* Ansprechen*
(Zhou et al., 2004) NSCLC P oder Cb 128 n.s.
(Park et al., 2003)| CRC platinbasiert 10&C --
(Stoehlmacher et | CRC O, F 106| CC --
al., 2004)
(Viguier et al., CRC F, O 61 | -- T
2005)
(Steffensen et al.,| Ovar Cb, Cp 100, n.s. TT
2007)
(Liu et al., 2005) Melanom P,V,Dn,IL-2,18 90 | CT+TT CT+TT
=T
* signifikante Resultate (p < 0,05) feftendenz kursjwn. s. = nicht signifikant; -- = nicht untersucht
NSCLC = nicht kleinzelliges Lungenkarzinom; CRCaideektales Karzinom
P = Cisplatin; G = Gemcitabin; Dt = Docetaxel; Carboplatin; O = Oxaliplatin; F = 5-Fluorouradilp =
Cyclophosphamid; V = Vinblastin; Dn = Dacarbazi:2 = Interleukin-2; la = IFN-alpha; T = Tamoxifen

1.3.2 ERCC1-8092: C>A

Der Polymorphismus ERCC1-8092 (rs3212986) befirgieh in der 3’ untranslatierten
Region des Gens, wobei das C der Wildtypvariantectdiein A ersetzt wird. Die
Allelfrequenz fir die seltenere A-Variante wird fdie weil3e Bevdlkerung mit ca. 0,25
angegeben (Wrensch et al., 2005; Zhou et al., 2005)

Die funktionelle Relevanz dieses Polymorphismuselsénfalls unklar. Er liegt nicht in
einer bekannten regulatorischen Einheit von ERCR1e( et al., 1998). Es wird vermutet,
dass dieser Polymorphismus einen Einfluss auf ddNArStabilitat haben kdonnte (Chen
et al., 2000; Park et al., 2003). Im Gegensatz RCE1-118 finden sich keine Studien,
welche die Assoziation zwischen ERCC1-8092 und @#MA-Reparaturkapazitat
untersucht haben.

Der Polymorphismus resultiert ebenfalls in einem idgsdureaustausch von Lysin in
Glutamin des Kodons 504 im Exon 3 des nukleolaresteih ASE-1 (Anti-Sense to
ERCC1) (Whitehead et al., 1997; Yang et al., 20@¢ses Gen wird in Gegenrichtung
(antisensg abgelesen und Uberlappt sich teilweise mit ERCASE-1 (oder auchiRNA
polymerase l-associated fact®¥AF49) scheint fur die Initiation der rRNA-Trangkion
notig zu sein (Panov et al., 2006; Yamamoto et 2004). Welchen Effekt der
Polymorphismus in diesem Zusammenhang haben kdshjedoch nicht erforscht.

Zwei Studien befassen sich mit dem Einfluss von ER®092 auf das Uberleben nach

einer platinhaltigen Chemotherapie (Tabelle 9)eimer Studie von Suk (n = 214) hatten
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NSCLC-Patienten mit der CC-Variante ein signifikargeringeres Risiko, an
gastrointestinaler Toxizitat Grad 3/4 zu leidenk®tial., 2005).
Derzeit gibt es keine Studie, welche den Polymamphis ERCC1-8092 im

Zusammenhang mit dem Magenkarzinom untersucht hat.

Tabelle 9: Studien ERCC1-8092 und platinhaltige Chmaotherapie

Autor / Genotyp / Allel mit Genotyp / Allel mit
Jahr Karzinom | Chemotherapie | n besserer Prognose* besserem Ansprechen*
(Zhou et NSCLC P oder Cb 128 CC

al., 2004)

(Park et al.,| CRC platinbasiert 106 n.s.

2003)

* signifikante Resultat¢p < 0,05) fett Tendenz kursjwn. s. = nicht signifikant; -- = nicht untersucht
NSCLC = nicht kleinzelliges Lungenkarzinom; CRCaideektales Karzinom

P = Cisplatin; Cb = Carboplatin

1.3.3 ERCC2, C. 2251 A>C, Lys751GlIn

Der SNP ERCC2-751 (rs13181) fuihrt zu einem Austawsn A durch C des Nukleotids
im Kodon 751 des Exon 23 nahe des C-Terminus des.@2adurch wird Lysin durch
Glutamin ersetzt (Shen et al., 1998). In neun ®twdvird die Frequenz des selteneren C-
Allels bei insgesamt 1558 weil3en Probanden mit(;86 (0,29 — 0,42) angegeben
(Dybdanhl et al., 1999; Hou et al., 2002; King et aD05; Matullo et al., 2005; Shen et al.,
1998; Spitz et al., 2001).

Der Polymorphismus ERCC2-751 befindet sich in daboxyterminalen Doméne des
Enzyms. Seker et al. konnten zeigen, dass der Pophismus in der Bindungsregion flr
p53 das Tumorsuppressorgen liegt (Seker et al1)2@&as konnte deshalb von Bedeutung
sein, weil p53 einerseits die NER-Aktivitdit modudie kann (Seker et al., 200und
andererseits eine Rolle bei der Regulation der #gs®) der Seneszenz und der
mitotischen Katastrophe spielt (sieiel.8.1.1) (Roninson, 2002). Allerdings konnten
Seker et al. keinen Einfluss dieses Polymorphisaufsdie Bindungskapazitat zwischen
ERCC2 und p53 beobachten (Seker et al., 2001).

Zahlreiche Autoren haben die Assoziation von ERGG62- mit der DNA-
Reparaturkapazitat (DRC) untersucht. Eine Uberditigr die Ergebnisse dieser Studien
gibt Tabelle 10. In der Mehrzahl wurden DNA-SchadenLeukozyten gemessen. Es
wurden jedoch auch Mamma- und Lungenkarzinome sdymghoblastoide Zelllinien
untersucht. Die Messungen dieser fir die NER mspsizifischen Surrogate, wie z. B.

Pyrimidindimere odeAdductsvon polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe
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Tabelle 10: Assoziationen zwischen ERCC2-751 und [NReparaturkapazitat

Teilnehmer DNA-Schadigung -> | GT / Allel
Autor / Jahr (Untergruppe) n Material Surrogat mit DRC 1
(Duell et al., Gesunde 61 Leukozyten -> SCE, PAH-Ad n.s.
2000)
(Lunn et al., 2000) gesunde Fraue 31 Leukozyten | RX -> CA CC+AC
(Moller et al., Psoriatiker 34 Leukozyten uv -> SB CcC
2000) +BCC
(Hemminki et al., | Gesunde 44 | Haut uv -> PD n.s.
2001) (>50 Jahre) (25) (A)
(Matullo et al., Gesunde 308 | Leukozyten -> PAH-Ad n.s.
2001) (Nichtraucher) (131) (AA)
(Palli et al., 2001) | StralRenarbeitey 100 | Leukozyten -> PAH-Ad AA
Kontrollen 114 n. s.
(Seker et al., Lymphoblastoide] 34 Lymphoblastoide UV, RX -> AR n.s.
2001) Zelllinien Zelllinien
(Spitz et al., 2001) Lungen-Ca 341 | Leukozyten PAH -> HCR A
Kontrollen 360 n. s.
(Hou et al., 2002) | Lungen-Ca 185 | Leukozyten -> PAH-Ad n.s.
Kontrollen 162 A
(Qiao et al., 2002)] Gesunde 102 Leukozyten uv erH AA + AC
(Tang et al., 2002) Kontrollen 103 | Brustdriusen- -> PAH-Ad n.s.
BBD 94 | gewebe, n.s.
Mamma-Ca 121 | Tumoren A
(Pastorelli et al., | Lungen-Ca + 60 Leukozyten -> PAH-Ad n.s.
2002) Raucher
(Au et al., 2003) Gesunde 49 Leukozyten uv -> CA AA
(Hou et al., 2003) | Lungen-Ca 97 Tumormaterigl p53-Trans AA
(Affatato et al., Gesunde 65 | Leukozyten > CA+ n.s.
2004) (Raucher) 39 NA -> CA (n.s.)
(Harms et al., Lungen-Ca 79 | Leukozyten -> CA AA
2004) Kontrollen 69 AA
(Shi et al., 2004) Mamma-Ca 69 | Leukozyten PAH -> HCR n.s.
Kontrollen 79 AA
(Ryk et al., 2005) | Blasen-Ca 327 Leukozyten ->-pEans n.s.
(Pavanello et al., | Kohleofen- 67 Leukozyten -> PAH-Ad n.s.
2005) Arbeiter

n. s. = keine signifikante Korrelation; AR = Apoptrate; BBD =henign breast diseas€A = chromatid
abberations DRC = DNA-Reparaturkapazitat; GT = Genotyp; HCRost cell reactivation; NA =
Nitrosamin; p53-Trans = Transversionen (Mutationarp53; PAH = polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe; PAH-Ad = PAH-Adducts; PD = Ryidindimere; RX = radioaktive Strahlung; SCE
sister chromatid exchange

(PAH), wurden entweder direkt oder nach einer DNA&ligenden Behandlung, z. B. mit

UV-Strahlung, vorgenommen. Hou et al. und Ryk euatersuchten den Zusammenhang

zwischen ERCC2-751 und p53-Transversionen. Das Modiationen, die mit einer

verringerten DRC in Verbindung gebracht werden. eEweitere Madglichkeit, die
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Reparaturkapazitat zu messen, ist die $mgt cell reactivationDie zu untersuchenden
Zellen (hier Leukozyten) werden mit Plasmiden tfiarext, die mit geschadigten Genen
von Indikator-Enzymen beladen sind. Nach einerniefien Zeit wird die Enzymaktivitat
gemessen, die davon abhangig ist, wie viel Enzynchddie DNA-Reparatur reaktiviert
werden konnte. Studienergebnisse, welche den Emfiies Polymorphismus ERCC2-751
auf das Outcome bzw. das Ansprechen auf eine pidtige Chemotherapie untersuchten,

sind in Tabelle 11 zusammengestellt.

Tabelle 11: Studien ERCC2751 und platinhaltige Chemotherapie

GT / Allel GT/ Allel =
Autor / Jahr Karzinom Chemotherapie | n = Prognoseg * | Ansprechent *
(Camps et al., 2003) NSCLC P,G 39 n.s. n.s.
(de Las Penas et al., 2006) NSCLC P,G 135AA+AC --
(Isla et al., 2004) NSCLC P, Dt 62 n.s. --
(Ryu et al., 2004) NSCLC P 109 n. s. n.s.
(Liu et al., 2007) Magen-Ca O, F 62 n.s. --
(Park et al., 2001) CRC Platinbasiert 106 AA AA
(Stoehlmacher et al., 2004) CRC O, F 106 AA --
(Sakano et al., 2006) Blasen-Ca P, Bestrahlung 1. s. n.s.

* signifikante Resultatép < 0,05) fett Tendenz kursiv (p < 0,1). s. = nicht signifikant; -- = nicht untersucht
NSCLC = nicht kleinzelliges Lungenkarzinom; CRCaideektales Karzinom

P = Cisplatin; G = Gemcitabin; Dt = Docetaxel; @xaliplatin; F = 5-Fluorouracil
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2 Aufgabenstellung

Der therapeutische Nutzen fur Patienten, die aune eplatinbasierte neoadjuvante
Chemotherapie ansprechen, ist unstrittig. Um deshtnansprechenden Patienten die
Chemotherapie ersparen und insgesamt das Outcommiezpn zu kodnnen, ist eine
maoglichst frihzeitige wie prézise Vorhersage de®rdpieansprechens mit Hilfe von
pradiktiven Markern wichtig.

Daneben hat die individuelle Prognose einen Eisflaaf die Therapie des Patienten,
insbesondere auf die Frage, wie aggressiv diesessdlie. Daher ist die Etablierung von
geeigneten Prognosemarkern ebenfalls erstrebenswert

Die Nukleotidexzisionsreparatur (NER) ist entscked fir die Reparatur platininduzierter
DNA-Schaden. Konstitutionelle Polymorphismen der RNGene ERCC1 und ERCC2
konnten einen Einfluss auf die DNA-Reparaturkagaziben und somit das Ansprechen
und die Prognose nach einer platinhaltigen Chemayie beeinflussen.

In dieser Studie wird eine gut dokumentierte Grupma 181 Patienten mit lokal
fortgeschrittenem  Magenkarzinom untersucht, welcheoadjuvant mit einer
platinbasierten Chemotherapie behandelt und amfdrid chirurgisch adaquat therapiert
wurden.

Ziel dieser Studie ist es, folgende Fragen zu lveantén:

1. Besteht eine Assoziation zwischen den drei Poipimsmen ERCC1-118, ERCC1-8092
und ERCC2-751 und dem Kklinischen bzw. histopathetdgen Ansprechen auf die
platinbasierte Chemotherapie?

2. Besteht eine Assoziation zwischen diesen Polghismen und dem tumorabhéngigen

bzw. dem rezidivfreien Uberleben?
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3 Materialien und Methoden

3.1 Patientenkollektiv

3.1.1 Erhebung patientenbezogener Daten

Zur statistischen Auswertung wurden folgende péti@oezogene Daten erhoben:
Angaben zur Person, klinische Daten, PathologietiefuDaten zum weiteren Verlauf der
Tumorerkrankung, sowie Todesdaten.

Klinische Daten wurden aus dem Klinikinternen paigsch-klinischem
Informationssystem (PKIS von SAP, Walldorf) gewennEs wurden u. a. Arztbriefe,
Endoskopie-, (Endo-) Sonographie- und CT-Befundeyesehen und ausgewertet. Die
Pathologiebefunde stammen aus dem Pathologischememungssystem (PAS von
Paschmann, Oberhausen). Angaben zum weiteren Kedskérlauf, wie Progression,
Rezidiv und Todesdatum, wurden ebenfalls im PKIBitelt, vorausgesetzt, dass die
Patienten das Nachsorgeangebot am Klinikum rechislshr wahrnahmen. Ansonsten
wurde telefonisch Kontakt zu Patienten, Angehérjgdtlausarzten und anderen

Krankenh&usern aufgenommen, um die notwendigemat@rmitteln.

3.1.2 Patienten und Einschlusskriterien

In die Studie wurden Patienten mit lokal fortgegtdbmem Magenkarzinom
eingeschlossen, die im Zeitraum vom 21.10.1991 ZAim 01.02.2005 (Datum des
Chemotherapiebeginns) im Klinikum rechts der Issvadjuvant therapiert wurden.
Zusatzlich zum Gesamtkollektiv wurden die Patientéa ab dem 01.01.1999 konsekutiv
erfasst wurde, separat analysiert, um einen sysigrhan Fehler durch eine mdgliche
Uberreprasentation von Langzeitiiberlebern zu vedrimn

Die Studienprotokolle sowie die Untersuchung voraRimmaterial verstorbener Patienten
sind durch die Ethikkommission des Klinikums recter Isar genehmigt worden. Die
ubrigen Patienten haben ihr Einverstandnis zur kutdegenetischen DNA-Analyse im
Rahmen von wissenschaftlichen Studien gegeben.

134 von 181 Patienten sind bereits im Rahmen estedie von Ott et al. (Ott, 2004)
molekulargenetisch untersucht worden und erfultten Einschlusskriterien. Die anderen
47 Patienten wurden ebenfalls am Klinikum rechts Idar der Technischen Universitat

Munchen behandelt und nach unten stehenden Kntatisgewabhilt.
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Einschlusskriterien waren ein histologisch gesitdseiAdenokarzinom des Magens oder
des gastroosophagealen Ubergangs Il und Ill, Ervalh mindestens 50% der
vorgesehenen Dosis einer platinbasierten, neoadjera Chemotherapie, Alter bei
Diagnosestellung zwischen 18 und 80 Jahren, ECQGklOhisches Staging uT3/4 NO/+
cMO, Ausschluss einer Peritonealkarzinose durch at@gkopie (eine positive
Lavagezytologie ist kein Ausschlusskriterium), enmeshend der Risikoabschéatzung
ausreichende korperliche Fitness fur platinhalt@eemotherapie mit nachfolgender
Resektion, Leukozyten >40Q0/ Thrombozyten >150000/, Kreatinin <1,5 mg/dl,
Kreatininclearance >60 ml/min und Bilirubin <2mg/dI

Ausschlusskriterien sind vorausgegangene Zweittamdbis auf semimaligne, kurativ
behandelte Hauttumore und in situ Karzinome dewiXeuteri), histologisch gesicherte
Peritonealkarzinose, Fernmetastasen, vorausgegarngeemotherapie, Strahlentherapie,
Lasertherapie, Stenteinlage, eine Magenausgangsstedie eine parenterale Erndahrung
erforderlich macht, unkontrollierbare Blutungenbkaserwartung weniger als 3 Monate

sowie Schwangerschatft.

3.1.3 Préatherapeutisches Staging

Bei allen Patienten wurde routinemaflig eine klines€/ntersuchung, eine Laborabnahme
mit Differenzialblutbild, Gerinnung, Serumwerteriel&rophorese, Tumormarkern (CEA,
CA 19-9 und Ca 72-4), ein Rontgen Thorax und eirm@o8raphie des Abdomens
durchgefuhrt. Zur histologischen Sicherung, Festheg der Lokalisation und zur
Klassifizierung der uT-Kategorie erfolgten eine ®o@ndoskopie und ein endoluminaler
Ultraschall. Pathologen des Klinikums rechts der lsestimmten das Grading, die WHO-
Klassifizierung des Tumors wund den Wachstumstyp hnatauren. Eine
Computertomographie des Abdomens wurde mit oralad intravenésen Kontrast und
Vollfullung des Magens zur besseren Beurteilungieke der Magenwand durchgefihrt.
Bei Tumoren des proximalen Drittels erfolgte zukétzein CT des Thorax. Die Erdffnung
der Bursa omentalis und ein laparoskopischer Whral$ der Leber soll gemarR Protokoll
erfolgen. Bei suspekten Befunden ist eine Biopbiggat. Routinemafiig wurde zu Beginn
und vor Abschluss der Laparoskopie eine abdominedeage nach einem prospektiv
festgelegtem Studienprotokoll durchgefuhrt. Wedeamnventionell zytologisch noch
immunhistochemisch positive Tumorzellen in der Igeva sind derzeit ein
Ausschlusskriterium aus dem neoadjuvanten KonZaptApplikation der Chemotherapie

erhalten die Patienten ein systemisch vendses yBtis in die Vena cephalica
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implantiert. Die funktionelle Abklarung umfasst ladiagnostik, Herzecho, ein
kardiologisches Konsil sowie Lungenfunktions-diagfiia

Nach Abschluss der Stagingdiagnostik wurden alldufe im interdisziplindren
Tumorboard vorgestellt. Durch das Tumorboard werdié® klinischen Stadien der
Tumoren festgelegt. Bei einem uT3/4 cNO/+ cMO Stadiwird der Patient bei Erfullung

der anderen Einschlusskriteriéh1.1) in ein neoadjuvantes Konzept eingebracht.

3.1.4 Neoadjuvante Chemotherapie

Im Folgenden sind die einzelnen Chemotherapiesclaepeweils 1 Zyklus) aufgefihrt
(siehe Tabelle 12 bis Tabelle 17). Die DosisangatsnWirkstoffe beziehen sich auf die
Kdrperoberflache der Patienten. Beim EAP-Schemd 84 Zyklen im Abstand von 4

Wochen vorgesehen, bei den Ubrigen Schemata zwé&Zy

Tabelle 12: PLF-Schema (130 Patienten)

Cisplatin 50 mg/m? Tag 1 Woche 1,3,5
Leucovorin 500 mg/m? Tagl 2hinf. Woche 1,238
5-FU 2000 mg/m2 Tagl 24 hinf. Woche 1,2,3,4,5,6

Tabelle 13: PLF + Docetaxel (16 Patienten)

Docetaxel 50mg/m? Am Tag vor Cisplatin Woche 15 3,
Tabelle 14: PLF + Paclitaxel (14 Patienten)

Paclitaxel 85 mg/m? Am Tag vor Cisplatin Woche 4,3,
Tabelle 15: PLF + Epirubicin (10 Patienten)

Epirubicin 30 mg/m? Tag 1 Woche 2,4,6
Tabelle 16: OLF-Schema (7 Patienten)

Oxaliplatin 85 mg/m? Tag 1 Woche 1,3,5
Leucovorin 500 mg/m? Tagl 2hinf. Woche 1,236
5-FU 2000 mg/m2 Tagl 24 hinf. Woche 1,2,3,4,5,6

Tabelle 17: EAP-Schema (4 Patienten)

Etoposid 120 mg/m? Tag 4,5,6 Woche 1
Adriablastin 20 mg/m? Tag 1und 7 Woche 1
Cisplatin 40 mg/m? Tag 2 und 7 Woche 1
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Restaginguntersuchungen (sieBel.5) werden jeweils nach Abschluss eines Zyklus
durchgefihrt. Die Operation ist in der 2. — 3. Weatach Abschluss des letzten Zyklus
nach erfolgtem Restaging geplant. Eine postoperaadjuvante oder additive Therapie

wird nicht durchgefihrt.

3.1.5 Responsevaluation

Vor der Operation werden alle Staginguntersuchurgemuf die Laparoskopie, wie unter
3.1.3 beschrieben, erneut durchgefuhrt. Die klmes&esponsebeurteilung erfolgt nach
Vorstellung aller Befunde ohne Kenntnis der ebésnfdurchgefihrten PET durch das

interdisziplinare Tumorboard. Es werden folgendidgfien angewendet:

Tabelle 18: Klinische Response

Befunde Bewertung

Abnahme der Wanddicke umtir kraniokaudalen Ausdehnung im
CT um mindestens 50% utk@mplette Rickbildung odewr noch Responder

minimale Residuen in der Endoskopie

Oben genannten Befunde fehlen Nonresponder

Die histopathologische Aufarbeitung zur Respondeetian erfolgte standardisiert per
Protokoll durch eine Pathologin (Dr. med. Karen e} Seit 1987 werden die
Magenkarzinome mit Orientierung der Schnittebenetografisch dokumentiert und
fotokopiert. Es wird der Residualtumor makroskopisezlglich der Grol3e erfasst. Dann
folgt eine Einbettung des gesamten makroskopiskBnebaren Tumorbettes in 0,5 cm
dicke Stufen von oral nach aboral orientiert. Alehnittpréparate des Tumorlagers werden
routinemafig mit 3 Farbungen gefarbt (HE, EvG, PASyeifelhafte epitheliale Zellen
werden immunhistochemisch analysiert. Die hista@oge Typisierung, der
Malignitatsgrad und die Klassifikation nach Laurerfiolgt entsprechend der Richtlinien
der WHO. Die Tumorausdehnung und der Residualtuaiois werden entsprechend den
Richtlinien der UICC klassifiziert.

Zur Regressionsbeurteilung, und damit zur Beumeiludes Ansprechens auf die
Chemotherapie, wird die Menge des Residualtumorges/é@n Verhaltnis zum gesamten
Tumorlager in Prozent beurteilt und vier Regressypade unterschieden (siehe Tabelle
19) (Becker et al., 2003)
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Tabelle 19: Pathologischer Regressionsgrad und pailogische Response (Becker et
al., 2003)

Regressionsgrad Residualtumor / Tumorbett Pathologche Response
la = komplett] 0%
Responder
1b = subtotal <10%
2 = partiell 10-50%
. Nonresponder
3 =gering >50%

3.1.6 Operation

Die Operation erfolgte zwei bis drei Wochen nachsé&buss der neoadjuvanten
Chemotherapie.

Bei Tumoren des mittleren oder distalen Drittels radeu eine totale Gastrektomie
durchgefuhrt, wobei der Resektionsrand oral im Bérder anatomischen Kardia liegt. Es
wurde eine erweiterte Lymphadenektomie (D2) durtiifge. Diese schliel3t bei weit distal

gelegenen Tumoren die Lymphknotenstationen 12 (heggum hepatoduodenale), 13
(retroduodenale Lnn.) und 16 (rechts paraaortate)Lgin. Als Rekonstruktion wurde eine
einfache Osophagojejunostomie oder eine Osophagajglicatio jeweils nach Roux-Y

durchgefuhrt.

Bei Tumoren des proximalen Drittels wurde eine shaatal erweiterte Gastrektomie
vorgenommen. Nach Eréffnung des Hiatus wurde dstaidi Anteil des Osophagus
mitreseziert. Die Durchtrennung des Osophagusgtriolder Regel auf Hohe der unteren
Lungenvene, jedoch sind auch Resektionen bis ahkeHfter Vena azygos méglich. Die
systematische Lymphadenektomie beinhaltet hier audle Ausrdumung der

Lymphknotenstationen 10 und 11. Die dazu durchgefiihpankreaserhaltende
Splenektomie wird in den letzten Jahren zunehmantassen. Initial vor allem in der

Phase des EAP-Protokolls sowie des E-PLF-Protoketlsmanchmal zusatzlich eine
Pankreaslinksresektion vorgenommen worden. Aul3ewdedndie Lymphknotenstation 16

(links paraaortale Lnn.) ebenfalls ausgeraumt, idaLggmphdrainage des retroperitoneal
gelegenen Magenfundus sowie der Kardia in Richtdelglinken Nebenniere und dem
linken Nierenstiel erfolgt. Die Rekonstruktion dde durch eine Osophagojejunostomie
nach Roux-Y.

In Einzelfallen sind Adenokarzinome des gastrotagghlen Ubergangs Typ Il nach
individueller Indikationsstellung mit weit in den s@phagus reichenden Tumoren
transmediastinal 6sophagektomiert worden. Die Rstkoktion erfolgte durch einen

Magenhochzug nach Schlauchmagenbildung im hintdesshastinum.
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In seltenen Fallen wurde aufgrund der proximalerkalisation sowie der grof3en
Tumorausdehnung eine Osophagogastrektomie mit Rekdtion durch ein

Koloninterponat vorgenommen.

3.1.7 Tumornachsorge

Die Nachsorge der Patienten erfolgte ambulant dbserTumortherapiezentrum: Im ersten
Jahr vierteljahrlich, im 2. und 3. Jahr halbjalirliand im 4. und 5. Jahr jahrlich. Bei
Rezidivfreiheit endet die Nachsorge normaler Weiaeh 60 Monaten (5 Jahre), kann
daruber hinaus aber auch fortgefihrt werden.

Es wurden jeweils eine klinische Untersuchung, Tumaskerbestimmungen (CEA, CA
19-9, CA 72-4), ein Réntgen Thorax, eine Sonogmples Abdomens, eine OGD sowie
ein CT des Abdomens und Beckens durchgefihrt. Waain aufgrund bildgebender
Verfahren der Verdacht auf ein Rezidiv ergibt, wiglne Probeentnahme zur
histologischen Sicherung angestrebt.

Zu allen Patienten liegen Nachsorgedaten vor. &igd Aktualisierung der Daten erfolgte
im Oktober 2005.

3.2 Gerate

In Tabelle 20 sind die verwendeten Gerate mit Ndrarena und der Methode, bei der das
Gerat angewendet wurde, aufgelistet.

Tabelle 20: Geréate

Bezeichnung: Name Firma / Firmensitz (Land) Methoe

Zentrifuge: Varifuge 3.2RS Heraeus Sepatech / Odter DNA-Isolierung

Photometer: DU® 530 Beckmann Instruments / Fullerton, | Bestimmung des DNA
CA, USA Gehalts

Digitale Bilddokumentation; Stratagene / La Jolla, CA, USA Gelelektrophorese

Eagle Eye™ I

Elektrophoresekammer: BIO-RAD Laboratories / Hercules, | Gelelektrophorese

Wide Mini Sub™ Cell CA, USA

Spannungsgerat BIO-RAD Laboratories / Hercules,| Gelelektrophorese
CA, USA

PCR-Prozessor: Applied Biosystems, Weiterstadt PCR

GeneAmp® PCR System 9700

PCR-Prozessor: Eppendorf / Hamburg PCR

Mastercycler gradient

Zentrifuge: Centriguge 5417 R Eppendorf / Hamburg NAPAufreinigung
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Bezeichnung: Name

Firma / Firmensitz (Land)

Methoe

DHPLC:
WAVE® DNA Fragment Analysis
System

Transgenomic / San Jose, CA, USA

DHPLC

Sequenziergerat:
3130 Genetic Analyzer

Applied Biosystems, Weiterstadt

DNA-Sequenzierung

)

3.3 Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 21: Chemikalien, Enzyme, Verbrauchsmateriaén

Bezeichnung: (Name)

Firma / Firmensitz (Land)

Methde

Blutréhrchen:
Kalium-EDTA Monovette 9ml

Sarstedt / Nimbrecht

DNA-Isolierung

DNA-Isolierungskit:
FlexiGene DNA Kit

Qiagen / Hilden

DNA-Isolierung

Reaktionsgefalie: Safe-Lock Tubes 1,5

ml

Eppenddaimburg

DNA-Isolierung

Zentrifugenréhrchen: Nunc / Wiesbaden-Biebrich DNA-Isolierung
NUNC 50 ml

Isopropanol 100% (technische Beflllanlage) DNA:ikEing
Ethanol 96, 70, 50 % (technische Befillanlage) DiN@lierung

Proteinase K

Roche / Basel (Schweiz)

DNA-Isolierung

Eosinlésung, wassrig

(Hausapotheke)

DNA-Isolierung

PCR-Reaktionsgefalie:
PCR Softtubes 0,5ml

Biozym ® / Oldendorf

PCR

Polymerase: AmpliTag Gold® Applied Biosystems / Westadt PCR
Polymerase: Amersham Biosciences / Little PCR
Taqg DNA Polymerase Chalfont, Buckinghamshire (England

Primer in der GSF synthetisiert PCR
Nukleotide: dNTPs 20molar Applied Biosystems / Weiterstadt PCR

Agarosegel: SeaKkem® LE Agarose

Cambrex Bio Sciéfmmckland
(USA)

Gelelektrophorese

Ethidiumbromid

Eurobio / Les Ullis (Frankreich)

@kdktrophorese

Molekulargewichtsmarker:
Phi 174X/HAE III

Boehringer / Mannheim

Gelelektrophorese

Restriktionsendonuklease + Puffer:
Mboll (5 u/ul) + 10x Buffer B

Fermentas / Burlington (Kanada)

RFLP-Analyse

Restriktionsendonuklease + Puffer:

BseMI (= BsrDlI) (5 u/pl)+ 10x Buffer R

Fermentas / Burlington (Kanada)

RFLP-Analyse

Wasserfiltrationsanlage fir HPLC-

Millipore, Eschhor

DHPLC
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Bezeichnung: (Name) Firma / Firmensitz (Land) Methde
Qualitat

Acetonitril Sigma, Deisenhofen

Mikroplatte (96-Loch) Biozym / Oldendorf DHPLC

PCR-Reinigungskit:
QIAquick PCR Purification Kit

Qiagen / Hilden

DNA-Sequenzierung

Big Dye Terminator Cycle Sequencing
Kit VERSION 1.1

Applied Biosystems / Weiterstadt

DNA-Sequenzierung

PCR-Reinigungskit: Centri Sep

Princeton Separatidroster City, CA
(USA)

DNA-Sequenzierung

Zentrifugen-Filtergefalie:

Centri Sep Spin Columns

Applied Biosystems / Weiterstadt

DNA-Sequenzierung

Elektrophoresegel:

Long ranger Hydrolink Gel

Biozym Diagnostik GmbH, Oldendor

DNA-Sequenzierung

3.4 Puffer und L6sungen

Tabelle 22: Proteinase K-Puffer

50 mM Tris/HCI pH 8,5

1 mM EDTA pH 8,0

0,5% Tween 20

pH 8,0

Zur langeren Haltbarkeit wurde der Puffer stelitigrt.

Tabelle 23: TE-Puffer

10 mM Tris

1 mM EDTA

pH 8,0

Tabelle 24: Herstellung des PCR-Puffer (10fach korentrierte Stammlésung)

20 ml Tris-HCI, 1 M, pH 8,3

100 mI KCI, 1 M

200 mg Gelatine

80 ml H2O (Millipore)

ad 50 ml:

fur 10 mM-Puffer: 500 pl MgQ@| 1 M

fur 15 mM-Puffer: 750 pl MgQ@| 1 M

Gelladepuffer: Blue Dextran/ EDTA, Applied Biosystems, Weiterstadt
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Tabelle 25: TBE-Puffer (10x konzentriert)

1,0 M Tris

0,9 M Borsaure pH 8,0

0,01 M EDTA

Tabelle 26: DHPLC-Puffer

Puffer A: Puffer B:
50 ml| TEAA (2M) 50 ml| TEAA (2M)
250pl | Acetonitril 250ml | Acetonitril
Ad 1000 ml| HPLC-Wasser Ad 1000 ml HPLC-Wasser
Puffer C: Puffer D:
750 ml | Acetonitril 80 ml| Acetonitril
250 ml| HPLC-Wasser Ad 1000 ml HPLC-Wasser

3.5 DNA-Extraktion

Wie in Kapitel3.1 erwahnt, wurde bereits bei 134 der 181 Patieairee DNA-Extraktion
zur molekulargenetischen Untersuchung vorgenomi8enwurde teils aus Vollblut und
teils aus in Paraffin fixiertem, gesundem Gewebtaéiert (Ott, 2004). Die gleichen
Methoden kamen auch bei den 47 Patienten, von deoeh keine DNA-LAsungen

vorlagen, zum Einsatz.

3.5.1 Isolierung aus Blut

Die Isolierung der DNA aus bei -20 °C gelagertemTBEBIut erfolgte mit Hilfe des
FlexiGene DNA Kits, einem DNA-Isolierungskit von &jen, nach den Angaben des
Herstellers. Der DNA-Gehalt wurde photometrischtiesit (siehe3.5.3).

3.5.2 Isolierung aus Paraffinschnitten

Bei einem Patienten gelang die DNA-Isolierung aiig Bicht. Daher erfolgte die DNA-

Extraktion aus dem Gewebe einer formalinfixiertenduin Paraffin eingebetteten
Osophagusprobeentnahme, welche laut pathologisdBefund nur gesundes Gewebe
enthielt.

Zunachst wurden finf 8m dicke Schnitte vom entsprechenden Paraffinblogetertigt.

Diese wurden entparaffiniert (siehe Tabelle 27) omtdHamalaun gefarbt (siehe Tabelle

Materialien und Methoden



35

28). Das auf diese Weise markierte Gewebe konnttelmiSkalpell vom Objekttrager
abgetragen und in ein Reaktionsgefald mit @0Rroteinase K-Puffer (siel®4) tberfuhrt
werden. Dann wurden gl einer 20mg/ml konzentrierten Proteinase K-LOs@nglO pg
Proteinase K) hinzugefuigt, was einer Endkonzewoinaton ca. 20@ug/ml entspricht. Mit
diesem Enzym, das zum Abbau von Zellproteinen wrdkeernmembran und somit zur
Freilegung der DNA flhrt, erfolgte Uber Nacht eilmkubation bei 55 °C in einem
Schnippschittler. Anschlie3end wurde die Losunglaaktivierung der Proteinase K 10

min gekocht.

Tabelle 27: Entparaffinierung in absteigender Alkolohlreihe

Xylol 10 min
Isopropanol 100 % 5 min
Ethanol 96 % 5 min
Ethanol 70 % 5 min
Ethanol 50 % 5 min
Aqua dest. 5 min

Tabelle 28: Hamalaunfarbung

Hamalaun, saures nach Mayer 20—-30s
FlieRendes Leitungswasser 10 min
Aqua dest. Abspulen
TE-Puffer (siehe3.4) Abspulen
Trocknen lassen

3.5.3 Photometrische Bestimmung der DNA-Menge und Verdinang zur

Gebrauchslésung

Nach erfolgter DNA-Extraktion wurden die sog. Stéskingen im Verhaltnis 1:20 — 1:50
verdunnt, und der DNA-Gehalt photometrisch bestimbabei wird die UV-Absorption

bei 260 nm gemessen, da bei dieser Wellenlangendasnale Absorptionsvermégen von
DNA liegt.

In Abhangigkeit vom DNA-Gehalt der Stocklésung &fe eine Verdinnung mit TE-
Puffer auf eine DNA-Konzentration von 20 pb/Die aus Paraffin gewonnenen DNA-
Stocklésungen  wurden standardméfRig 1:10 verdinntie Dso erhaltenen

Gebrauchslésungen konnten nun in der PCR (de)ecingesetzt werden.
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3.6 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR pelymerasechain reactior) ermoglicht eine
selektive, exponentielle Vervielfaltigung einzeln&NA-Abschnitte und somit die
molekulargenetische Analyse dieser Sequenzen.

Jeder Zyklus der PCR lauft in drei Schritten ab:drsten Schritt, der Denaturierung oder
Melting, werden die DNA-Doppelstrdnge bei 95°C voneinangigibst, so dass sie als
Einzelstrange vorliegen. An diese binden im zwelBehritt, demAnnealing bei ca. 50-
60°C die beiden fir das PCR-Produkt spezifischamd?r Dies sind aus 15-20 Basen
bestehende Oligonukleotide. Die Primer wiederummelieals Ausgangspunkte fur die
Synthese (oder Extension) in-=3»3’ Richtung durch eine thermostabile DNA-Polymerase
bei ca. 72°C, so dass am Ende eines Zyklus die mgehie DNA-Sequenz verdoppelt
worden ist. Dieser Zyklus wird ca. 30-40 Mal widaat und somit die DNA exponentiell
vervielfaltigt. Die Polymerase-Kettenreaktion wind automatisierten Thermostaten, so
genannten Thermocyclern, durchgefiihrt. Die Auswgil Primer erfolgte aufgrund von

Literaturangaben (siehe Tabelle 29).

Tabelle 29: Verwendete Primer

ERCC1-118 (Stoehlmacher et al., 2004)

Primer, vorwarts 5-GCA GAG GTC ACC TGA GGA AC-3’
Primer, rickwarts 5-GAG GTG CAA GAA GAG GTG GA-3
Amplifikatlange 208 bp

ERCC1-8092 (Zhou et al., 2004)

Primer, vorwarts 5-GGG CACCTT CAGCTT TCT TT-3
Primer, rickwarts 5-CAG AGA CAG TGC CCC AAG AG-Z
Amplifikatlange 161 bp

ERCC2-751 (Duell et al., 2000)

Primer, vorwarts 5-CCCCCTCTCCCTTTC CTC TG-3&
Primer, rickwarts 5-AAC CAG GGC CAG GCA AGA C-3
Amplifikatlange 184 bp

Anschlie3end wurden die Versuchsbedingungen optinidéese sind dann gegeben, wenn
man in der Gelelektrophorese (sieéh&) nur eine klar abgrenzbare Bande der erwarteten
Basenpaarlange sieht.

Initial wurden die primerspezifischen Annealingteargiuren mit Hilfe des Mastercycler
gradient eppendorf etabliert. Dies ist ein PCR-@nmateéncycler, der die gleichzeitige
Amplifizierung mehrerer Proben bei verschiedenendatingtemperaturen erlaubt.
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Es wurde ein 15 mM Mg@IPCR-Puffer (siehe Tabelle 24) verwendet und didsar
unbefriedigenden Ergebnissen durch einen 10 mM RI§CIR-Puffer ersetzt, so dass
Endkonzentrationen von 1,5 mM bzw. 1 mM Mg@h PCR-Ansatz vorlagen. Die Mg
Konzentration beeinflusst das Anlagern des Prinaarsdie zu amplifizierende DNA-
Sequenz und hat somit Einfluss auf die SpezifiggitAmplifikation.

StandardméfRig wurde die Taq DNA Polymerase eingesélenn jedoch kein
befriedigendes Ergebnis mittels Puffereinstellungd WVahl der Annealingtemperatur
erzielt wurde, wurde die AmpliTag Gold® Polymerase@erwendet und
Annealingtemperatur und Puffer erneut eingestellt.

Die PCR fur die Genotypisierung wurde dann im Theoycler GeneAmp® PCR System
9700 (Applied Biosystems, Weiterstadt) durchgefiBu Beginn wurde der PCR-Ansatz
bei Verwendung der Tag Polymerase einmalig fur 4 enif 94 °C, bei Verwendung der
AmpliTaq Gold® Polymerase 10 min zur AktivierungsdEnzyms auf 95 °C erhitzt.
Anschlie3end erfolgten 40 Durchgange des folgerjdaus: 30 s bei 94 °C, 30 s bei der
jeweiligen Annealingtemperatur und 30 s bei 72 D@m letzten Zyklus folgten noch 7
min bei 72 °C. AbschlieRend wurde der Ansatz at€4abgekiihlt. Zur Uberpriifung der
Reinheit des Ansatzes wurde jeweils eine Negatitrble ohne zugefiigte DNA
mitgefuhrt.

In Tabelle 31 ist ein PCR-Ansatz beschrieben. DiERMBedingungen bei den

verschiedenen Polymorphismen sind in Tabelle 3geduhrt.

Tabelle 30: PCR-Pippetierschema

H20 15,25ul

PCR-Puffer* 2,51 (10 0. 15 mM MgC¥)
dNTPs 4,0ul (200 pmolar)
Primer 1 0,54 (20 pmol/pl)

Primer 2 0,5 (20 pmol/pl)
Template 2,Qud (20 ng/ul)
Tag-Polymerase 0,29 (5 U/ul)

Gesamt 2l

* Zusammensetzung siehe Kapigeft
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Tabelle 31: PCR-Ansatz

10 mM Tris-HCI pH 8,3

50 mM KCI

1-1,5mM MgCh

0,01% Gelatine

200 pM dNTPs*

0,4 uM Primer**

pro 25 pl Ansatz:
1,25 U Taqg-Polymerase
20 — 40 ng DNA-Probe

*je 50 uM dATP, dCTP, dGTP und dTTP

** je 0,2 uM Vorwarts- und Ruckwartsprimer

Tabelle 32: PCR-Bedingungen

ERCC1-118 ERCC1-8092 ERCC2-751
MgCl2-Konzentration 1,0 mM 1,5mM 1,0 mM
Polymerase Taqg DNA AmpliTaq Taqg DNA

Polymerase Gold® Polymerase
Annealing-Temperatur 55°C 62 °C 59 °C

3.7 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese wurde einerseits verwenduatdie Reinheit und GroRe der PCR-
Produkte (Amplifikate) zu Gberprufen, und andemtssem die RFLP-Analyse (siel38)
durchzufihren.

Es wurden je nach Konzentrationndoder 14ul des Amplifikats mit je Iul eines 10-fach
konzentrierten Gelladepuffers (Blue Dextran/ EDTH) die Taschen eines 2%igen
Agarosegels (siehe Tabelle 33) pipettiert. Das stadene Gel wurde in eine mit
Laufpuffer (1fach konzentrierter TBE-Puffer plusT@opfen Ethidiumbromid pro 100 ml)
geflllte Elektrophoresekammer eingebracht und dBleichspannung angelegt. Nun
wandern die negativ geladenen DNA-Molekile in Riclgt der Anode. Nach einer
Laufzeit von ca. 20-30 min wurde anschlieBend urid®f-Licht das fluoreszierende
Ethidiumbromid sichtbar gemacht, welches nun dieADdurch Interkalierung markiert
hatte.

Eine einzelne, klar abgrenzbare Bande und keinel®am der Negativkontrolle sprechen
fur die Reinheit des Amplifikats. Die Lange des Aifilgats bzw. der
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Restriktionsfragmente wurde durch Vergleich derfhébe der Bande und dem jeweils

mitgefuhrten MolekulgrolRenmarker abgeschatzt.

Tabelle 33: 2%iges Agarosegel

Agar 2mg

1x TBE-Puffer 100 ml

Ethidiumbromid 1 Tropfen

3.8 Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus-Analyse

Mit der PCR-basierten Restriktionsfragment-Langéymporphismus-Analyse (RFLP)
wurde die Genotypisierung der Polymorphismen ERQCE- und ERCC2-751
vorgenommen.

Restriktionsenzyme (= Restriktionsendonukleasem) &iakterielle Enzyme, welche eine
DNA-Sequenz von 4-8 Basenpaaren erkennen und diespezifischer Stelle schneiden
konnen. Ist die Zielsequenz verandert, wie z. B.Halle eines Polymorphismus (siehe
1.2.1.1), kann dies dazu fuhren, dass das Restrdeénzym diese nicht erkennt und somit
auch nicht schneidet.

Analysiert man anschlieBend die DNA-Fragmente in@elelektrophorese3(7), so kann
man drei verschiedene Bandenmuster unterscheiden.

1. Bei einer homozygoten Variante kommt es niclm zmzymatischen Verdau. Man sieht
nur eine Bande mit gleicher Molektilgrél3e, wie dagesetzte PCR-Amplifikat.

2. Bei der anderen homozygoten Variante werdenebBiNA-Einzelstrange geschnitten.
Es entstehen kirzere DNA-Fragmente.

3. Heterozygote DNA wird dagegen je zur Halfte aerdund zur anderen Hélfte nicht. Es
sind also 3 Banden in der Gelelektrophorese zusehe

Der Verdau erfolgt Uber eine ausreichend lange HeitWasserbad bei restriktions-
enzymspezifischer Temperatur und Pufferung.

Die Etablierung der RFLP-Analysen wurde unter mibiiten Versuchsbedingungen und
mit Restriktionsenzymen durchgefihrt, die fur dien@typisierung der Polymorphismen
geeignet sind (siehe Tabelle 34). Die Versuchslgeoigen wurden dann experimentell
Uberprift und eine geeignete Menge der einzusetrem@NA ermittelt. Im Fall des
Polymorphismus ERCC1-8092 konnten keine befriediganResultate mittels RFLP-
Analyse erzielt werden, so dass die DHPLC als Natmethode verwendet wurde (siehe
3.9).
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Tabelle 34: Restriktionsenzyme zur RFLP-Analyse voitRCC1-118 und ERCC2-751

Lange der
Polymorphismus Restriktionsenzym Schnittstelle DNA-Fragment(e)
ERCC1-118 BsrDI (Stoehlmacher T-Allel: ja 128, 80
et al., 2004) C-Allel: nein 208
ERCC2-751 Mboll (Duell et al., | A-Allel: ja 112,72
2000) C-Allel: nein 184

In Tabelle 35 sind die Versuchsbedingungen der RERb&yse und der Gelelektrophorese
zur Genotypisierung von ERCC1-118 und ERCC2-75belistet. Die Volumenangaben
beziehen sich jeweils auf eine Probe.

Tabelle 35: RFLP-Versuchsbedingungen von ERCC1-11éhd ERCC2-751

1. Verdau ERCC1-118 ERCC2-751
Aqua dest. 12,8ul 3,1ul
R-Puffer 2,0ul 1,5ul
Restriktionsendonuklease QR(BsrDI) 0,4ul (Mboll)
DNA (PCR-Amplifikat) 5,0ul 10,0l
Inkubationszeit 1h 1lh
Temperatur (Wasserbad) 55°C 37 °C

2. Gelelektrophorese

Verwendetes Gel Agarose 2% Agarose 2%
Geladenes Volumen 10 15l
Spannung 120 Vv 130V
Laufzeit 25 min 25 min

3.9 Denaturierende Hochdruck-Flissigkeits-Chromatograple

Die denaturierende Hochdruck-Flussigkeits-Chronraoigie (DHPLC) ermdéglicht die
Detektion von Mutationen, auch wenn Art und Orthhibekannt sind. Hier wurde diese
Methode jedoch fir den Nachweis eines bereits be@kanPolymorphismus (ERCC1-
8092) eingesetzt.

Folgendes Prinzip liegt der DHPLC zugrunde: Indisd mit einer heterozygoten Variante
eines Polymorphismus besitzen Wildtyp-DNA und didAVariante im Verhaltnis 1:1.
Erhitzen des PCR-Amplifikats auf 94°C (Denaturiggunim Thermocycler und

anschlielend langsames Abkuhlen (1°C pro min) his Raumtemperatur fihren zur
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Hybridisierung der DNA-Einzelstrange untereinanded somit zu einer Mischung aus
Homo- und Heteroduplizes (siehe Abbildung 5). Utdeteroduplizes versteht man einen
DNA-Doppelstrang mit einer Basenfehlpaarung, watirddomoduplizes aus zwei

komplementaren Einzelstrangen bestehen und som# kehlpaarung aufweisen.

Mutation /

Wildtyp  Polymorphismus Heteroduplizes Homoduplizes
Erhitzen und
Abkiihlen
————
AT GC A C G T AT GC

Abbildung 5: Bildung von Homo- und Heteroduplizes tei der DHPLC

Zunachst wird die DNA an eine Chromatographiesgeleunden. Die Saulenmatrix kann
die doppelstrangige DNA nur tGber das Brickenmoldkidthylammoniumacetat (TEAA)
binden, welches im Puffer enthalten ist. Dabei rageert TEAA mit seinem positiv
geladenen Ammoniumion mit den negativ geladenersptiationen der DNA-Molekiile
und bindet mit seinem hydrophoben Anteil gleichgedin die Matrix (siehe Abbildung 6,
links).

Das DHPLC-System ist nun in der Lage die Homo- Wiheteroduplizes wie folgt
voneinander zu  unterscheiden: Durch  eine  graduellerhéhung  der
Acetonitrilkonzentration im Puffer und durch diend& einhergehende Verdrangung des
TEAA werden nach und nach die DNA-Duplizes von @&romatographiesaule eluiert.
Dabei l6sen sich unter bestimmten partiell denatariden Bedingungen (s. u.) die
Homoduplizes spater als die instabileren Heteraakupblekile, bei denen die
Auftrennung in Einzelstrange friher einsetzt.

Die optimale Temperatur des Systems wird durch Amayse des Schmelzverhaltens der
jeweiligen DNA-Homoduplizes bestimmt und ist gegeb@enn noch ca. 75 — 90% der
Molekule als Doppelstrang vorliegen. Sie liegt er ®egel zwischen 50 und 65°C und ist
im Wesentlichen von der DNA-Sequenz (GC-Gehalt)lagments abhangig.

Die im Puffer gelosten DNA-Fragmente laufen duréh mtegriertes Photometer, wo
kontinuierlich (nach dem in Kapité.5.3 beschriebenen Prinzip) die DNA-Konzentration

gemessen wird. Diese Daten werden auf einen Compibertragen und kdnnen als ein
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Diagramm der DNA-Konzentration tber die Zeit datgiswerden (siehe Abbildung 6,

rechts).

0.008
§71°C

Intensity (V)

2 3 4 5 &

Datantian Tima (min)

Abbildung 6: DHPLC: links: Binden der DNA-Duplizes an die Saule; rechts: Ldsen
der vier Fraktionen zu unterschiedlichen Zeitpunkten

Theoretisch erhdlt man bei der Analyse heterozygdddNA vier verschiedene
Intensitatsmaxima: zwei fir die Homoduplizes unceeWir die Heteroduplizes (wie in
Abbildung 6). Oftmals jedoch (wie auch bei ERCCB8Dverschmelzen diegeeaksder
Homoduplizes bzw. Heteroduplizes zu jeweils ein&n.sieht man zwePeaksbei der
heterozygoten und jeweils einen bei den homozygdteranten (siehe Abbildung 21).

Um die zwei homozygoten Varianten (mit jeweils @nfeak) zu unterscheiden, mischt
man die DNA mit homozygoter Wildtyp-DNA und wiedeih die gesamte DHPLC-
Analyse. Zeigt sich dann wiederum nur 8eak so handelt es sich um den homozygoten
Wildtyp. Sieht man hingegen zwBeaks so ist es die andere homozygote Variante, da es
sich jetzt quasi um einen ,heterozygoten” Mix hdhde

Nachdem das PCR-Amplifikat wie oben beschriebeitztrind abgekihlt wurde, wurde
die DHPLC mit dem automatisierten WAVE® System vbiansgenomic durchgefuhrt.
Die zum WAVE®-System gehodrende Software WAVEMAKERNnk anhand der DNA-
Sequenz des PCR-Amplifikats die theoretische Scriknele und somit die optimalen
Analysebedingungen, also Analysentemperatur, Rudfeentrationen und Gradienten (d.
h. Anderung der Acetonitrilkonzentration pro Zeityhd dazugehorige Laufzeiten,
berechnen (siehe Abbildung 7).
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Helical Fraction vs. Temperature
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Abbildung 7: Schmelzkurvenberechnung durch SoftwareVAVEMAKER und
Auftrennung der DNA-DoppelH von beiden Fragmentenden bei
verschiedenen Temperaturehgl bp, ERCC1-8092)

Tabelle 36: Verkirzte endgultige DHPLC-Methode (ERCC1-8092)

eingesetztes PCR-Amplifikat = 10,0 pl; Schmelzterapur = 64,5 °C
Zeit Puffer A Puffer B Puffer C

0,0 min 60% 40% 0%

0,1 min 55% 45% 0%

4,1 min 45% 55% 0%

4,2 min 0% 0% 100%

4,7 min 0% 0% 100%

4,8 min 60% 40% 0%

6,8 min 60% 40% 0%

Die durch das Programm vorgeschlagenen Versuchuietjen wurden anschlieRend
optimiert. Hierzu wurden DHPLC-Analysen bei versdtenen Temperaturen im
entsprechenden Temperaturbereich durchgefihrt wwh alie Pufferkonzentrationen,

Gradienten und Laufzeiten sowie die eingesetzte lfikgimenge wurden variiert. Durch
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Vergleich der Kurven (Intensitdt Uber die Zeit) den dann die optimalen
Versuchsbedingungen etabliert. Die letztendlichwesrdeten Versuchsbedingungen der
DHPLC des Polymorphismus ERCC1-8092 sind in Tal#8l@ufgelistet. Man sieht, dass
Uber 4 min der Anteil des Puffers B (mit hoher Acdtrilkonzentration) von 45% auf 55%

erhoht wurde.

3.10 DNA-Sequenzierung

Bei ca. 10 % der Patienten wurden die ErgebnisseGadmotypisierung durch direkte
Sequenzierung kontrolliert.

Dazu wurde die Didesoxymethode nach Sanger angewv¢8dnger and Coulson, 1975).
Dies ist ein enzymatisches Verfahren, welches aatisiert eingesetzt werden kann und
als Kettenabbruchmethode funktioniert.

Der zu sequenzierende DNA-Abschnitt wird entwedeit mem Vorwarts- oder
Ruckwartsprimer,  amplifiziert. Beim Einbau eines udileszenzmarkierten
Didesoxynukleotids (ddNTP), die dem Cycle-PCR-Angahzugefligt werden, kommt es
zum Kettenabbruch. Da jedoch auch alle vier BaseMTPs vorliegen, kommt es nicht
zwangslaufig zu einem Kettenabbruch. So entstehapliikate in allen Langen, deren
Ende jeweils fluoreszenzmarkiert ist.

Wahrend des anschlieenden elektrophoretischens Lislér das Sequenzgel wird die
DNA der Lange nach aufgetrennt und ein automatschesegerat kann die
fluoreszenzmarkierten DNA-Abbruchenden messen umddie Abfolge der Sequenz
interpretieren.

Die DNA-Sequenzierung wurde mit dem Big-Dye®-Terator-Kit Version 1.1
durchgefuhrt. Zur Vorbereitung auf die Sequenzigrumurden die PCR-Amplifikate
zundchst mit dem QIAquick PCR Purification Kit (@&n) nach dem Protokoll des
Herstellers gereinigt und danach die Reinheit ebgktoretisch tberpruft. Anschliel3end
wurde die eigentliche Sequenzierungs-PCR (Tabél)endit den fur den Kettenabbruch
verantwortlichen Terminatoren angesetzt, eine gete@Annealing-Temperatur berechnet
(Tabelle 38) und nach unten stehendem Schema (&%l amplifiziert. Die Amplifikate
wurden nochmals mit den Centri-Sep Spin Columnspl(i@d Biosystems) nach den
Angaben des Herstellers gereinigt. Dies dient damht eingebaute markierte ddNTPs
durch Gelfiltration zu entfernten. AnschlieRend deurm 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) sequenziert.
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Tabelle 37: Sequenzierungs-PCR (20l-Ansatz)

DNA 1 — 3l (je nach Starke der Bande in der PCR)
Big Dye Sequencing Buffer (10 fach) up

Primer 0,5ul (10 pmol/ul)

Premix* 3l

H20 Ad 20l

* enthalt Polymerase, fluoreszenzmarkierte ddNTiREANTPSs

Tabelle 38: Faustregel zur Berechnung der Annealing emperatur fur die Cycle-
PCR

Fur ein A oder T (des Primers) je 2°C

Fir ein C oder G (des Primers) je 4°C

Gesamttemperatur = Summe — 5°C

Maximale Temperatur ¥ 60°C

Tabelle 39: Cycle-PCR-Ablauf

Initial 96°C| 1 min
25 Zyklen 96°C| 10s
Annealing-Temperatur (siehe 5s
Tabelle 38)
60°C| 4 min
Endtemperatu 4°C

3.11 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit dem StatiBikgramm SPSS® Version 13.0.1
(The Apache Software Foundation) durch das Insfituit medizinische Statistik und

Epidemiologie durchgefuhrt.

Die statistische Analyse erfolgte zunachst univariad anschlieRend multivariat. Dies ist
deswegen notwendig, weil nur auf diese Weise dimiftkanz und Unabh&ngigkeit eines

prognostischen Faktors bewiesen werden kann (Siewal., 2001a).

3.11.1 Endpunkte der Studie
Die Endpunkte der Studie sind in Tabelle 40 ausgedi Als tumorabhangig verstorben gilt

ein Patient, wenn er entweder direkt an der Turkomekung (z. B. Metastasen,
Tumorprogression) oder indirekt durch die ThergpieB. Anastomoseninsuffizienz nach
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OP) verstirbt. In Tabelle 41 sind die Ereignissed umdgliche Zensierungsgrinde

aufgezahlt.

Tabelle 40: Endpunkte und intermediéare Endpunkte de Studie

(intermediarer) Endpunkt | Messniveau

Definition

Klinisches Ansprechen Kategorial (Abnahme der Wigldddes Tumors under
kraniokaudalen Ausdehnung im CT um mindestens 509
und (komplette Rickbildung odewur noch minimale
Residuen in der Endoskopie)

Histopathologisches Kategorial Hochstens 10% vitale Tumorzellen im Tubedt (siehe

Ansprechen Tabelle 19)

Tumorabhangiges Uberlebgn  Metrisch

Zeitraum vonad.der Chemotherapie bis zum
tumorabhéangigen Versterben. Dieser Parameter viird f

alle Patienten berechnet.

Rezidivfreies Uberleben Metrisch

Zeitraum vom Tag OP bis zum Tag der
Rezidivdiagnose. Dieser Parameter wird nur fiir RO-

Patienten berechnet.

Tabelle 41: Ereignisse und Zensierungen fur das tuarabhangige und rezidivireie

Uberleben
Bedeutung fir rezidivfreies Bedeutung fur
Uberleben tumorabhangiges Uberleben
Patient lebt und hatte kein Rezidiv im Zensierung Zensierung
Oktober 2005
Diagnose eines Rezidivs Ereignis Keine
Tumorabhéangiges Versterben (Zensierung®) Ereignis
Tumomnabhangiges Versterben (Zensierung**) Zensierung
Kein Rezidiv nach 5 Jahren Nachsorge Zensierungagdes letzten | Zensierung am Tag des letzte
Patientenkontakts Patientenkontakts

>

* falls Patient noch rezidivfrei war, z. B. wenrethpieabhangig verstorben aufgrund einer

Anastomoseninsuffizienz

** falls Patient noch rezidivfrei war

3.11.2 Klinische und histopathologische Parameter

In der folgenden Tabelle sind die Kklinischen undstdpathologischen Parameter

beschrieben, die zur statistischen Auswertung lyeaosgen wurden.
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Bei den histopathologisch festgestellten Fernmasast (ypM-Kategorie) ist hinzuzufugen,
dass es sich hierbei entweder um eine Peritoneaikse, um Lymphknotenmetastasen
oder Metastasen im Osophagus handelt. Da diesargisich komplett entfernt werden

kénnen, kann ein Patient mit einem ypM1-Statuztiein einen RO-Status haben.

Tabelle 42: Definitionen und Erlauterungen Kliniscrer und pathologischer Parameter

Parameter Messniveau Definition / Beschreibung
Préatherapeutisch
Alter metrisch Alter des Patienten am ersten Taghdeadjuvanten

Chemotherapie*

Geschlecht kategorial 2 Gruppen: 1. mannlich, 2bleh

Tumorlokalisation kategorial 4 Gruppen: 1. proximaEG I, AEG Il und Fundus,
2. mittel = Corpus, 3. distal = Antrum, 4. Linitis

Laurenklassifikation kategorial Beurteilung des PRparates durch Pathologen;
3 Gruppen: 1. intestinal, 2. diffus, 3. Mischtyp

Grading kategorial Histologisches Grading bei Heggdose durch
Probeentnahme; wenn nicht vorhanden, dann Gradisg d
OP-Praparates; 2 Gruppen: 1. G1 und G2, 2. G3

Art der Chemotherapie kategorial 6 verschiedenen@ieerapie-Schemata (siehe Kapgel.4)

ypT-Kategorie kategorial Beurteilung des OP-Préajesrdurch den Pathologen;
y: nach der Chemotherapie; 5 Gruppen: ypTO, yppI2y
ypT3, ypT4

ypN-Kategorie kategorial Beurteilung des OP-Préajeardurch Pathologen; 4 Gruppenp:
ypNO, ypN1, ypN2, ypN3

ypM-Kategorie kategorial M-Status zum Zeitpunkt Qd?;

2 Gruppen: ypMO, ypM1

Residualtumorstatus kategorial 2 Gruppen: 1. RR12/ R2 (siehe Tabelle 7)

* in der Regel einige Tage spéater als die Diagrtetiaag

3.11.3 Statistische Tests

Folgende statistische Testverfahren wurden verwtegignifikanz wurde stets bei einem

p-Wert von< 0,05 angenommen.

Der 2-seitige X2-Test (sprich Chi-Quadrat-Test) m&earson wurde eingesetzt, um die
Abhangigkeit zweier kategorialer (nominal oder oed) Parameter zu prifen (z. B.

Genotypen und Tumorlokalisation).

Bei der Prufung der Haufigkeitsverteilung der Ggpen kam ein spezieller X2-Test zur
Anwendung. Bei einem p > 0,05 geht man von einemay4&V/einberg-Gleichgewicht aus.
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Der Fischer-Exakt-Test wurde anstelle des X2-Testgjesetzt, wenn Uber 20% der
Erwartungswerte< 5 war (z. B. bei vielen kleinen Patientengruppaie, unterschiedlich
chemotherapiert wurden).

Statistische Vergleiche beziiglich des Uberlebenschen Patientengruppen wurden mit
dem Log-Rank-Test durchgefiihrt (z. B. Unterschiadks rezidivfreien Uberlebens
zwischen den Gruppen unterschiedlicher Genotypen).

Der T-Test diente zum Vergleich von Mittelwertemes metrischen Parameters in zwei
Kategorien (z. B. Mittelwerte des Alters bei Respem vs. Non-Respondern).

Mit dem ANOVA-Test (Analysis of Variance) wurden ttélwerte eines metrischen
Merkmals in mehr als zwei Kategorien verglichen B. Mittelwerte des Alters bei
Patienten mit drei verschiedenen Genotypen).

3.11.4Multivariate Analyse

Die multivariate Analyse wurde mit Hilfe des Cox-Mells durchgefihrt. Mit diesem
Modell kann die Korrelation zwischen dem Uberlelea mehreren anderen kategorialen
oder stetigen Parametern gleichzeitig berechnetdemer So werden nur Parameter
beriicksichtigt, die unabhangig auf das UberlebenfliEs nehmen. Parameter, die
dagegen stark untereinander korreliert sind, werdenn sie das Uberleben in geringerem
Malie beeinflussen als die starker signifikante atde, nicht berticksichtigt.

Es wurde die Methode ,schrittweise-vorwarts® naclaliiVverwendet, d. h. signifikante
Parameter werden schrittweise in das Modell aufgenen. Diese Methode schlief3t im
ersten Schritt den signifikantesten Pradiktor &m.zweiten Schritt wird dann wiederum
der Parameter ins Modell aufgenommen, der es amerbesganzt, also in diesem neuen
Modell neben dem ersten Pradiktor der signifikaetest. Dadurch werden nicht
signifikante Pradiktoren im Modell vermieden undarkt interkorrelierte Pradiktoren

weitgehend ausgeschlossen.

3.11.5 Haplotypenanalyse
Zur Abschatzung der grof3ten Haplotypwahrscheingdiek (Maximum-Likelihood

Estimation) wurde der so genannte EM-Algorithmugexpectation-maximization)
eingesetzt. Mit diesem kann man aus den Genotypdaie Allelfrequenzen des gesamten
Patientenkollektivs fur jede Genotypkombination @esem Fall 23 = 8 mdgliche
Kombinationen) die Wahrscheinlichkeiten fir das Mgen eines bestimmten Haplotyps
berechnen. Somit kdénnen dann fir jeden Patientem awei wahrscheinlichsten

Haplotypen berechnet werden.
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Anschliel3end wurden wiederum univariate Analyserchigefihrt: Patienten, die einen
bestimmten Haplotypen mit Uber 50%iger Wahrschehkleit haben, wurden verglichen
mit Patienten, bei denen dieser Haplotyp wahrsdilehinicht vorliegt (Wahrscheinlichkeit
< 50%). Dazu wurden die gleichen statistischen sTegie zur Analyse der anderen

Parameter eingesetzt (siehé1.3).

3.11.6 Kaplan-Meier-Uberlebenskurve

Kaplan-Meier-Kurven (z. B. Abbildung 8) werden zuergleichenden Darstellung des
Uberlebens bzw. rezidivfreien Uberlebens verschiede Patientengruppen (z. B.
Responder vs. Non-Responder) verwendet. Auf dercKsA ist die Zeit in Monaten

aufgetragen, auf der Y-Achse das kumulative Uberied,0 = 100%). Das Eintreten eines
Ereignisses (siehe Tabelle 41) driickt sich in eimdsfall der Kurve aus. Zensierungen
(siehe Tabelle 41) sind durch ein Kreuz (+) gekeroimet.

Der Wert des kumulativen Uberlebens in ProzenttBeMonaten entspricht der 5-Jahres-
Uberlebensrate und die Zeit in Monaten beim kunwgat Uberleben von 0,5 = 50%

entspricht dem medianen Uberleben.
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4 Ergebnisse

Das genaue Vorgehen bei der statistischen Auswenstird im Kapitel 3.11 erlautert. In
diesem Kapitel werden die p-Werte daher in der Relgee den verwendeten statistischen
Test notiert. In Tabellen werden signifikante p-¥eet 0,05 fett gedruckt und p-Werte
0,1 kursiv. Es wird nochmals darauf hingewiesemssdausatzlich zum Gesamtkollektiv (n
= 181) auch die konsekutiv erfassten Patienterf88 {n = 131) betrachtet werden.

4.1 Klinische und histopathologische Patientencharaktastika

In Tabelle 43 sind alle erhobenen Patientenchaiakka aufgefthrt. Die Prozentzahlen
aller Angaben beziehen sich dabei auch bei der ggraler operierten Patienten entweder
auf das Gesamtkollektiv (181 = 100%) oder auf dieippe der konsekutiv ab 1999
eingeschlossenen Patienten (131 = 100%).

Zu beachten ist, dass bei 14 RO-Patienten praaopesat ypM1-Status vorlag: 6 hatten
eine lokalisierte Peritonealkarzinose, 6 Lymphknaotetastasen und 2 eine Infiltration des
Osophagus. Es konnte jedoch in diesen Fallen siralimakroskopisches Tumormaterial

entfernt werden, so dass eine RO-Resektion vorlag.

Tabelle 43: Patientencharakteristika

Gesamtkollektiv Patienten ab 1999
Jahre (= S) Jahre (£ S)
Alter Mittleres Alter £ SD 55,8 £10,3 56,8 £ 10,3
Medianes Alter 56,2 58,9
Spannweite 23,1-77,2 29,8-77,2
n (%) n (%)
Patientenkollektiv Gesamt 181 (100,0) 131 (100,0)
Geschlecht Mannlich 135 (74,6) 95 (72,5)
Weiblich 46 (25,4) 36 (27,5)
Tumorlokalisation Proximales Drittel 119 (65,7) 89 (67,9)
Mittleres Drittel 36 (19,9) 22 (16,8)
Distales Drittel 14 (7,7) 10 (7,6)
Linitis 12 (6,6) 10 (7.6)
Laurenklassifikation intestinal 75 (41,4) 530,5)
Mischtyp 35 (19,3) 31 (23,7)
diffus 71 (39,2) 47 (35,9)
Grading G1+G2 29 (16,0) 22 (16,8)
G3 152 (84,0) 109 (83,2)
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n (%) n (%)
Histopathologisches Responder 52 (28,7) (31,3)
Ansprechen Non-Responder 129 (71,3) 90 (68,7)
Klinisches Responder 54 (29,8) 34 (26,0)
Ansprechen Non-Responder 127 (70,2) 97 (74,0)
Chemotherapie PLF 130 (71,8) 95 (72,5)
Docetaxel-PLF 16 (8,8) 16 (12,2)
Paclitaxel-PLF 14 (7,7) 13 (9,9
E-PLF 10 (5,5) 0 (0,0
OLF 7 (39 7 (53)
EAP 4 (2,2 0 (0,0)
Operierte Patienten 174 (96,1) 125 (95,4)
R-Kategorie RO 143 (79,0) 107 (81,7)
R1/R2 31 (17,1) 18 (13,7)
ypT-Kategorie ypTO 13 (7,2) 11 (8,4)
ypT1 12 (6,6) 11 (8,4)
ypT2 104 (57,5) 70 (53,4)
ypT3 40 (22,1) 28 (21,4)
ypT4 5 (2,8) 5 (3,8)
ypN-Kategorie ypNO 72 (39,8) 56 (42,7)
ypN1 59 (32,6) 43 (32,8)
ypN2 29 (16,0) 19 (14,5)
ypN3 14 (7,7 7 (53)
ypM-Kategorie ypMO 138 (76,2) 104 (79,4)
ypM1 36 (19,9) 21 (16,0)

Tabelle 44 zeigt die hochsignifikante Korrelatioer doeiden Responsearten und die
Tatsache, dass bei 38 Patienten die klinische Respaicht der histopathologischen

entspricht.

Tabelle 44: Klinisches Ansprechen und histopatholagches Ansprechen (p < 0,001 )

Klinische Responder Klinische Non-Responde

Histopathol. Responder 34 18

Histopathol. Non-Responder 20 109

4.1.1 Ansprechen auf die Chemotherapie und Prognose

Das tumorabhangige Uberleben wurde mit den Datlem 481 Patienten berechnet. 76

Patienten verstarben tumorabhangig im Beobachteiiggam. Die mediane
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Beobachtungszeit der nicht tumorabhéngig verst@hdPatienten (n = 105) betrug 44,6
Monate ab Beginn der Chemotherapie. Das rezidaftétierleben wurde fiir die Gruppe
der 143 RO-Patienten berechnet. Bei 58 wurde einidReim Beobachtungszeitraum

festgestellt. Die mediane Beobachtungszeit dedideeien Patienten (n = 85) betrug 40,3
Monate ab OP. Sowohl klinische als auch histopatfisthe Responder wiesen im
Vergleich zu Non-Respondern eine signifikant hoheteerlebensrate und eine langere
Rezidivfreiheit auf (siehe Abbildung 8 bis Abbildual).
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Abbildung 8: Histopathologisches Ansprechen und readivfreies Uberleben (p = 4e-5)
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Abbildung 9: Histopathologische Response und tumotzh. Uberleben (p = 9e-7)
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Abbildung 10: Klinische Response und rezidivfreiet)berleben (p = 0,003)
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Abbildung 11: Klinische Response und tumorabhangigeUberleben (p = 1e-5)

4.1.2 Klinische und histopathologische Parameter und Ansgechen auf die
Chemotherapie

Die klinischen und histopathologischen Parametedes hinsichtlich ihres Einflusses auf

das Ansprechen auf die Chemotherapie untersudtigdiabelle 45).
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Tabelle 45: Klinische und histopathologische Paranter und Ansprechen

D

Klinische Histopathol. Patienten ab 1999 | Patienten ab 1999
Response Response klinische Responseg histopathol. Respons
Alter 0,145 0,912 0,147 0,855
Geschlecht 0,309 0,112 0,136 0,072
Tumorlokalisation 0,004 0,048* 0,008 0,123
Laurenklassifikation 0,005 0,006* 0,008 0,026
Grading 0,005 0,003* 0,005 0,038
Art der Chemotherapie 0,025 0,640 0,001 0,434

* Ergebnisse sind grafisch dargestellt.

Proximal lokalisierte Tumoren sprachen klinischngigant besser an als solche anderer

Lokalisationen (p

0,004; Patienten ab 1999 p 908).

In Bezug auf das

histopathologische Ansprechen war diese Tendenbeior Gesamtkollektiv signifikant (p
= 0,048; Patienten ab 1999 p = 0,123) (siehe Abbiddl?2).

& Non-Responder
@ Responder

100%
90% -
80% —
70% - 77
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40% +
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10% 7 2 a

0%
proximal mittel distal Linitis

Abbildung 12: Tumorlokalisation und histopathologische Response (p = 0,048)

Tumoren vom intestinalen Typ nach Lauren sprachiémskh und histopathologisch

signifikant besser auf die Chemotherapie an alsheolom diffusen Typ (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Laurenklassifikation und histopathologische Response (p = 0,006)

Gering differenzierte Tumoren (G3) sprachen klinisad histopathologisch signifikant
schlechter an als relativ gut differenzierte (G1y@&G2he Abbildung 14).
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Abbildung 14: Grading und histopathologische Respase (p = 0,003)

Es ergab sich ebenfalls eine signifikante Korrelatizwischen den verschiedenen
Chemotherapien und der klinischen Response (p 80 Ratienten ab 1999 p = 0,001).
Nach dem Paclitaxel-PLF-Schema therapierte Patiemtgen Uberdurchschnittlich haufig
Responder (9 von 14 bzw. ab 1999 9 von 13 Patignteahrend sich die ubrigen

Chemotherapiegruppen nicht signifikant unterschmedzuglich der histopathologischen
Response traten keine signifikanten Unterschiedgpae 0,556; Patienten ab 1999 p =
0,389) (keine Abbildung).
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4.1.3 Kilinische und histopathologische Parameter und Progpse

Zwischen den klinischen und histopathologischeraatern und dem Uberleben zeigten

sich folgende signifikante Korrelationen (siehe @léb46).

Tabelle 46: Klinische und histopathologische Paranter und Uberleben

Patienten ab 1999 | Patienten ab 1999

Rezidivfreies Tumorabh. Rezidivfreies Tumorabh.

Uberleben Uberleben Uberleben Uberleben
Alter 0,562 0,565 0,154 0,701
Geschlecht 0,154 0,067* 0,122 0,035
Tumorlokalisation 0,043 <0,001* 0,068 0,006
Laurenklassifikation 0,613 0,023* 0,527 0,269
Grading 0,076 0,011* 0,126 0,051
Chemotherapie 0,748 0,077 0,749 0,037
Nur operierte Patienten:
ypT-Kategorie 0,007 <0,001 0,013 <0,001
ypN-Kategorie <0,001 <0,001 0,005 <0,001
ypM-Kategorie <0,001 <0,001 0,002 <0,001
Residualtumorstatus <0,001 <0,001

* Ergebnisse sind grafisch dargestellt.

Im Gesamtkollektiv zeigten Manner tendenziell egimstigere Prognose (Abbildung 15).

In den ab 1999 erfassten Patienten war diese Tersigmnifikant (p = 0,035).
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Abbildung 15: Geschlecht und tumorabhangiges Uberlgen (p = 0,067)
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Die Tumorlokalisation war signifikant mit der Pragge assoziiert. Patienten mit distal
gelegenen Tumoren hatten trotz der schlechten Resp@iehe oben, Abbildung 12) eine
bessere Uberlebensrate als solche mit proximalenofen. Bei Patienten mit Linitis war

die Prognose infaust (siehe Abbildung 16).
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0,0
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Uberleben ab Beginn der Chemotherapie (Monate)

Abbildung 16: Tumorlokalisation und tumorabh&ngigesUberleben (p < 0,001)

Das schlechte Therapieansprechen der Karzinomedffusen Typ nach Lauren spiegelte
sich auch in einer signifikant geringeren Uberledvsate wieder. Beim rezidivfreien
Uberleben wurde jedoch kein signifikanter Untersdhizwischen den drei Gruppen
beobachtet (Abbildung 17 und Abbildung 18).

Das Grading war ebenfalls ein signifikanter progisober Faktor in Bezug auf das
tumorabhangige Uberleben (Abbildung 19). Die Katieh mit dem rezidivfreien
Uberleben war grenzwertig nicht signifikant.

Patienten, die mit dem Paclitaxel-PLF-Schema theragvurden (n = 14; Patienten ab
1999: n = 13), wiesen ein giinstigeres tumorabhé@sgigberleben auf. Patienten, die
Docetaxel-PLF erhielten (n = 16), verstarben dagedperdurchschnittlich frih. Bei dieser
Gruppe war die mittlere Beobachtungszeit allerdiggisng (keine Abbildung).

Das TNM-Stadium und die R-Kategorie waren hochsiigmt mit dem rezidivfreien und

dem tumorabh&ngigen Uberleben korreliert (keineilibing).
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Abbildung 17: Laurenklassifikation und tumorabhangiges Uberleben (p = 0,023)
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Abbildung 18: Laurenklassifikation und rezidivfreies Uberleben(p = 0,613)
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Abbildung 19: Grading und tumorabhéngiges Uberleber(p = 0,011)

4.2 DNA-Polymorphismen

Von jedem der 181 Patienten gelang die Genotypisgller drei Polymorphismen. Im
Folgenden sind beispielhaft die Ergebnisse derl&dtephorese nach Restriktionsverdau
und der DHPLC dargestellt (Abbildung 20 und Abbridw21).

HAE Il

DNA-Lange
(bp):194
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72

CC=208bp CT =208bp
128 bp
80 bp

Abbildung 20: RFLP-Analyse des Polymorphismus ERCC4118
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Abbildung 21: DHPLC des Polymorphismus ERCC1-8092homozygote und
heterozygote DNA-Probe

Jeweils 10% der Genotypisierungsresultate mittdfé FRAnalyse und DHPLC wurden

durch direkte Sequenzierung Uberpruft. Alle Ubeitpru Ergebnisse stimmten mit der
Sequenzierung Uberein. Abbildung 22 bis Abbildudgz2igen beispielhaft die Ergebnisse
der Sequenzierung des Polymorphismus ERCC2-751.

) 583 636 €89 742 735 g48 a0l 354 1007 1060 1113 1166
GC Ta G H NG 56 46 4C BC TG(4)A6 AGG ATA G AGCAG ATTGE TCAGCAGE TCT!
41 46 51 56 61 \ 66 71 76 81 86 91

\
Homozygoter Genotyp AA

—>

Abbildung 22: Sequenzierung des Polymorphismus ERCZ751 (homozygot AA)
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Laz 526 589 74z 785 848 S0l SE4 1007 1060 1112 11E&
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46 51 13 g1 /J 5133 71 76 g1 g6 al ]
1 I L I X\ I 1 I I 1

i MLL.C'L. 1. e J A
Abbildung 23: Sequenzierung des Polymorphismus ERCZ751 (heterozygot AC)

Heterozygoter Genotyp AC

Lez 626 685 74z 79k 248 S01 954 io0a7 10e0 111z 1les 1
T G H G AG G AG IC GO TGHLCRG AGG ATALG AGCLG ATTGC TCAGCAGLC TCTG AG
4|6 5Il 5|6 Gll 6|6 ?Il ?IG Bll BIG 9Il £

Homozygoter Genotyp CC

Abbildung 24: Sequenzierung des Polymorphismus ERCZ 751 (homozygot CC)

4.2.1 ERCC1-118

Die Haufigkeiten der Genotypen waren im Hardy-WengsGleichgewicht (p = 0,62)
(siehe Tabelle 47).

Tabelle 47: Genotypenverteilung und Allelfrequenz en ERCC1-118

Patienten
Gesamtkollektiv | ab 1999
CC 24 (13,3%) 18 (13,7%)
CT 88 (48,6%) 64 (48,9%)
TT 69 (38,1%) 49 (37,4%)
C-Allel 136 (37,6%) 100 (38,2%)
T-Allel 226 (62,4%) 162 (61,8%)
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4.2.1.1 ERCC1-118 und klinische und histopathologische Paraeter

Patienten mit dem Genotyp ERCC1-118-CC waren skamf jinger als Patienten mit
anderen Genotypen (siehe Tabelle 48 und Abbilding 2

Tabelle 48: ERCC1-118 und Alter (p-Werte bei ANOVA:CC vs. CT vs. TT = 0.037;
CCvs. CT+TT =0,014)

ERCC1-118 T | Mittleres Alter | n SD Spannweite
cC 51,03 24 12,65 | 23,1-69,6
CT 56,01 88 9,25 | 29,4-77,2
TT 57,22 69 10,22 | 33,2-74,0
CT+TT 56,54 157 9,68 | 29,4-77,2
Total 55,81 181 10,25 | 23,1-77,2
60,0—
—
S
50,0—
B
£ 40,0—
2
g n=24 n=157
< 30,0
T
2
I
< 20,0
10,0
0.0 | |
cc CT+TT
ERCC1-118

Fehlerbalken: 95,00% CI

Abbildung 25: Korrelation zwischen ERCC1-118 (CC vsCT+TT) und Alter (p =
0,014)

Es zeigte sich keine signifikante Korrelation zvmec ERCC1-118 und folgenden
Parametern: Geschlecht, Tumorlokalisation, Lauwessifikation, Grading, Art der
Chemotherapie, TNM-Stadium und R-Kategorie.
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4.2.1.2 ERCC1-118 und Ansprechen auf die Chemotherapie

Zwischen ERCC1-118 und dem Therapieansprechen vikeide signifikante Korrelation
festgestellt (siehe Tabelle 49 bis Tabelle 51 ub8iung 26).

Tabelle 49: ERCC1-118 und Ansprechen (X2-Test)

Patienten ab
1999
p-Wert p-Wert
Histopathol. Response CCvs.CTvs. TT 0,731* 0,503
CC+CTvs. TT 0,462 0,300
CCuvs. CT+TT 0,959 0,841
CT vs. CC+TT 0,453 0,253
Klinische Response CCvs.CTvs. TT 0,283 0,149
CC+CTvs. TT 0,230 0,768
CCuvs. CT+TT 0,174 0,054
CT vs. CC+TT 0,808 0,298
* Ergebnisse sind grafisch dargestellt.

Tabelle 50: ERCC1-118 und Histopathologische Respserate

Gesamtkollektiv (n = 181);p = 0,731 Patienten ab 1999 (n = 131) = 0,503
Genotyp n Responder Rate (%) n Responder Rate (%)
CC 24 7 29,1 18 6 33,3
CT 88 23 26,1 64 17 26,6
TT 69 22 31,9 49 18 36,7

Tabelle 51: ERCC1-118 und Klinische Responserate

Gesamtkollektiv (n = 181);p = 0,283 Patienten ab 1999 (n = 131) = 0,149
Genotyp n Responder Rate (%) n Responder Rate (%)
CcC 24 10 41,7 18 8 44.4
CT 88 27 30,7 64 14 21,9
TT 69 17 24,6 49 12 24,5
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Abbildung 26: ERCC1-118 und histopathologische Resmse(p = 0,731)

4.2.1.3 ERCC1-118 und Prognose

In der Gruppe der konsekutiv erfassten Patienterdevieine signifikante Korrelation
zwischen dem ERCC1-118-Genotyp und dem rezidivirelgberleben festgestellt.
Tendenziell zeigten Patienten mit dem heterozygoBsnotyp CT eine gunstigere
Prognose sowohl in Bezug auf das rezidivfreie wndarabhangige Uberleben (siehe
Tabelle 52).

Tabelle 52: ERCC1-118 und Uberleben (Log-Rank-Test)

Patienten ab
1999
p-Wert p-Wert
Tumorabh. Uberleben CCvs.CTvs. TT 0,212* 0,409
CC+CTvs. TT 0,122 0,571
CCvs. CT+TT 0,735 0,328
CT vs. CC+TT 0,084 0,229
Rezidivfreies Uberleben CCvs.CTvs. TT 0,127* | 0,042
CC+CTvs. TT 0,278 0,214
CCuvs. CT+TT 0,169 0,075
CT vs. CC+TT 0,060 0,021
* Ergebnisse sind grafisch dargestellt.

In der univariaten Coxregression zeigten sich keigeifikanten Assoziationen zwischen
dem ERCC1-118-Genotyp und dem tumorabhangigen E&lpeml (Tabelle 52 und
Abbildung 27). Der Genotyp CT war in der Gruppe @&atienten ab 1999 grenzwertig
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nicht
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Gesamtkollektiv dagegen nicht (siehe Tabelle 54 Aiploildung 28).

korreliert,

im

Tabelle 53: Univariate Coxregression ERCC1-118 untumorabhangiges Uberleben

Gesamtkollektiv (n = 181);p = 0,217 Patienten ab 1999 (n = 131p = 0,414
Todes- Rel. Todes- Rel.
Genotyp n | falle Risiko 95% ClI n falle Risiko 95% ClI
CcC 24| 11 0,90 0,45-1,76 18 9 1,24 0,57 -2,68
CT 88 | 30 0,65 0,40 — 1,06 64 21 0,75 0,42 -1,37
TT 69 | 35 1 49| 23 1

Tabelle 54: Univariate Coxregression ERCC1-118 unckezidivfreies Uberleben

Alle RO-Patienten (n = 143)p = 0,134 RO-Patienten ab 1999 (n = 107); p = 0,050
Rel. Rel.
Genotyp n Rezidive Risiko 95% ClI n Rezidive Risiko 95% ClI
CC 18| 9 1,31 0,61-2,79 15 8 1,44 0,63-3,31
CT 70 | 23 0,65 0,37-1,13 52 14 0,52 0,26 - 1,04
TT 55 | 26 1 40 | 19 1
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Abbildung 27: ERCC1-118 und tumorabhangiges Uberleén (p = 0,212)
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Abbildung 28: ERCC1-118 und rezidivfreies Uberleber(p = 0,127)

4.2.2 ERCC1-8092

Die Haufigkeiten der ERCC1-8092-Genotypen sind iandy-Weinberg-Gleichgewicht (p
= 0,34) (siehe Tabelle 55).

Tabelle 55: Genotypenverteilung und Allelfrequenz bi ERCC1-8092

Gesamtkollektiv | Patienten ab
1999
AA 10 (5,5%) 9 (6,9%)
AC 75 (41,4%) 58 (44,3%)
CcC 96 (53,0%) 64 (48,9%)
A-Allel 95 (26,2%) 76 (29,0%)
C-Allel 267 (73,8%) 186 (71,0%)

4.2.2.1 ERCC1-8092 und klinische und histopathologische Pameter

Analog zu ERCC1-118 zeigte sich eine Assoziatiomselaen Alter und ERCC1-8092,
welche jedoch nicht signifikant war (siehe Tabél.

Zwischen ERCC1-8092 und den ubrigen klinischen histbpathologischen Parametern

wurde keine signifikante Korrelation beobachtet.
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Tabelle 56: ERCC1-8092 und Alter(p = 0,114)

ERCC1-8092 Mittleres Alter n Standardabweichung
AA 50,50 10 13,62
AC 55,04 75 10,24
CC 56,97 96 9,75
Total 55,81 181 10,25

4.2.2.2 ERCC1-8092 und Ansprechen auf die Chemotherapie

Beim Vergleich vom AA-Genotyp mit den restlichen régpen zeigte sich in der
konsekutiv erfassten Patientengruppe eine sigmifékaKorrelation mit dem klinischen
Ansprechen (siehe Tabelle 57). Sonst wurden kegméfikanten Assoziationen beobachtet
(siehe Tabelle 58, Tabelle 59 und Abbildung 29).

Tabelle 57: ERCC1-8092 und Ansprechen (X2-Test)

Patienten ab
1999
p-Wert p-Wert
Histopathol. Ansprechen AAvs. ACvs. CC 0,875* 157
AA+AC vs. CC 0,640 0,458
AA vs. AC+CC 0,927 0,891
AC vs. AA+CC 0,606 0,414
Klinisches Ansprechen AAvs. ACvs. CC 0,352 0,110
AA+AC vs. CC 0,593 0,521
AA vs. AC+CC 0,152 0,036
AC vs. AA+CC 0,901 0,673
* Ergebnisse sind grafisch dargestellt.

Tabelle 58: ERCC1-8092 und histopathologische Respeerate

Gesamtkollektiv (n = 181);p = 0,875 Patienten ab 1999 (n = 131p = 0,715
Genotyp n Responder Rate (%) n Responder Rate (%)
AA 10 3 30,0 9 3 33,3
AC 75 20 26,7 58 16 27,6
CcC 96 29 30,2 64 22 34,4
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Tabelle 59:

ERCC1-8092 und klinische Responserate

Gesamtkollektiv (n = 181);p = 0,352 Patienten ab 1999 (n = 131p = 0,110
Genotyp n Responder Rate (%) n Responder Rate (%)
AA 10 5 50,0 9 5 55,5
AC 75 22 29,3 58 14 24,1
CC 96 27 28,1 64 15 23,4
100%
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80%
70%
60% 55 o
50% @ Non-Responder
20% | @ Responder
30%
20% -
10% 20 2
0%
AC CcC

Abbildung 29: ERCC1-8092 und Histopathologische Rg®nse(p = 0,875)

4.2.2.3 ERCC1-8092 und Prognose
Zwischen ERCC1-8092 und dem rezidivfreien Uberlekeigte sich eine signifikante

Korrelation, die bei den Patienten ab 1999 allagslinicht signifikant war (siehe Tabelle
60, Abbildung 30 und Abbildung 31).

Tabelle 60: ERCC1-8092 und Uberleben (Log-Rank-Tept

Patienten ab 1999
p-Wert p-Wert

Tumorabh. Uberleben AAvs. ACvs. CC 0,240* 0,721
AA+AC vs. CC 0,490 0,708
AA vs. AC+CC 0,185 0,427
AC vs. AA+CC 0,204 0,980

Rezidivfreies Uberleben AAvs. AC vs. CC 0,015* 0,096
AA+AC vs. CC 0,138 0,253
AA vs. AC+CC 0,033 0,127
AC vs. AA+CC 0,022 0,071

* Ergebnisse sind grafisch dargestellt.
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Im Gegensatz zum tumorabhéngigen Uberleben (Tabg)istellte sich in der univariaten

Coxregression ein geringeres Rezidivrisiko beidtdéin mit heterozygotem ERCC1-8092-

Genotyp heraus (siehe Tabelle 62).

Tabelle 61: Univariate Coxregression ERCC1-8092 untlimorabhangiges Uberleben

Gesamtkollektiv (n = 181);p = 0,248

Patienten ab 1999 (n = 131} = 0,723

Todes- Rel. Todes- Rel.
Genotyp n | falle Risiko 95% CI n falle Risiko 95% CI
AA 10 6 1,58 0,67 -3,70 9 5 1,48 0,57 - 3,85
AC 75 | 25 0,77 0,47 -1,25 58 21 1,05 0,59-1,85
CC 96 | 45 1 64| 27 1

Tabelle 62: Univariate Coxregression ERCC1-8092 unckzidivfreies Uberleben

Alle RO-Patienten (n = 143); p = 0,020

RO-Patienten ab 1999 (n = 107p = 0,108

Rel. Rel.
Genotyp n Rezidive Risiko 95% ClI n Rezidive Risiko 95% ClI
AA 8 5 2,13 0,83-5,48 7 4 1,77 0,61-5,14
AC 57 | 16 0,55 0,31-0,99 45 | 12 0,58 0,29-1,15
CcC 78 | 37 1 55| 25 1
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Abbildung 30: ERCC1-8092 und tumorabhangiges Uberleen (p = 0,240)
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Abbildung 31: ERCC1-8092 und rezidivfreies Uberlebe (p = 0,015)

4.2.3 ERCC2-751

Die Haufigkeiten der Genotypen waren nicht im Havdginberg-Gleichgewicht. (p =
0,003) (Tabelle 63).

Tabelle 63: Allelfrequenz und Genotypenverteilung bi ERCC2-751

Gesamtkollektiv | Patienten ab

1999
AA 69 (38,1%) 48 (36,6%)
AC 69 (38,1%) 51 (38,9%)
CC 43 (23,8%) 32 (24,4%)
A-Allel 207 (57,2%) 149 (56,9%)
C-Allel 155 (42,8%) 113 (43,1%)

4.2.3.1 ERCC2-751 und klinische und histopathologische Paraeter
Zwischen den ERCC2-751-Genotypen und den Parametiter, Geschlecht,

Tumorlokalisation, Laurenklassifikation, Gradingit Aler Chemotherapie, TNM-Stadium

und Residualtumorstatus wurde keine signifikanterélation festgestellt.
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4.2.3.2 ERCC2-751 und Ansprechen auf die Chemotherapie

Zwischen ERCC2-751 und dem Ansprechen auf die Ctierapie zeigte sich keine
Korrelation (siehe Tabelle 64 bis Tabelle 66 undidung 32).

Tabelle 64: ERCC2-751 und Ansprechen (X2-Test)

Patienten ab
1999

p-Wert p-Wert
Histopathol. Response AAvs. ACvs. CC 0,197* 0,747
AA+AC vs. CC 0,073 0,666
AAvs. AC+CC 0,537 0,702
AC vs. AA+CC 0,340 0,448
Klinische Response AAvs. ACvs. CC 0,981* 0,952
AA+AC vs. CC 0,948 0,887
AAvs. AC+CC 0,845 0,850
AC vs. AA+CC 0,890 0,755

* Ergebnis grafisch dargestellt

Tabelle 65: ERCC2-751 und histopathologische Respserate

Gesamtkollektiv (n = 181);p = 0,197 Patienten ab 1999 (n = 131)p = 0,747
Genotyp n Responder Rate (%) n Responder Rate (%)
AA 69 18 26,1 48 16 33,3
AC 69 17 24,6 51 14 27,5
CC 43 17 39,5 32 11 34,4

Tabelle 66: ERCC2-751 und Klinische Responserate

Gesamtkollektiv (n = 181);p = 0,981 Patienten ab 1999 (n = 131} = 0,952
Genotyp n Responder Rate (%) n Responder Rate (%)
AA 69 20 29,0 48 12 25,0
AC 69 21 30,4 51 14 27,5
CC 43 13 30,2 32 8 25,0
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Abbildung 32: ERCC2-751 und histopathologische Resmse(p = 0,197)

4.2.3.3 ERCC2-751 und Prognose

Eine grenzwertig signifikante Korrelation zwischdam ERCC2-751-Genotyp und dem
rezidivfreien Uberleben zeigte sich im Gesamtkdileksiehe Tabelle 67 und Tabelle 69).

Diese war in der konsekutiv erfassten Patientenguycht signifikant.

Tabelle 67: ERCC2-751 und Uberleben (Log-Rank-Test)

Patienten ab
1999
p-Wert p-Wert
Tumorabh. Uberleben AAvs. ACvs. CC 0,642* 0,445
AA+AC vs. CC 0,506 0,601
AA vs. AC+CC 0,776 0,204
AC vs. AA+CC 0,376 0,402
Rezidivfreies Uberleben AAvs. ACvs. CC 0,048* 0,120
AA+AC vs. CC 0,055 0,630
AA vs. AC+CC 0,604 0,119
AC vs. AA+CC 0,024 0,043
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Tabelle 68: Univariate Coxregression ERCC2-751 untimorabhangiges Uberleben

Gesamtkollektiv (n = 181);p = 0,643 Patienten ab 1999 (n = 131} = 0,449
Todes- Rel. Todes- Rel.
Genotyp n | falle Risiko 95% CI n falle Risiko 95% CI
AA 69 | 29 1,11 0,60 - 2,04 48 17 0,70 0,34-1,42
AC 69 | 31 1,31 0,72-2,40 51 22 1,02 0,52-2,00
CcC 43 | 16 1 32| 14 1

Tabelle 69: Univariate Coxregression ERCC2-751 unckezidivireies Uberleben

Alle RO-Patienten (n = 143)p = 0,054

RO-Patienten ab 1999 (n = 107p = 0,129

Rel. Rel.
Genotyp n Rezidive Risiko 95% ClI n Rezidive Risiko 95% ClI
AA 52 | 19 1,57 0,71 -3,47 4( 12 0,82 0,34 -2,01
AC 58 | 30 2,39 1,13-5,05 44 | 21 1,66 0,73-3,76
CcC 33| 9 1 23 8 1
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Abbildung 33: ERCC2-751 und tumorabhingiges Uberleén (p = 0,642)
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Abbildung 34: ERCC2-751 und rezidivfreies Uberleber(p = 0,048)

4.2.4 Haplotypenanalyse

Die drei Polymorphismen sind hochsignifikant miteider korreliert. Am starksten ist die
Assoziation zwischen ERCC1-118 und ERCC1-8092, emwv&chsten zwischen ERCC1-
118 und ERCC2-751 (siehe Tabelle 70).

Tabelle 70: Assoziationen zwischen den Polymorphisn

ERCC1-8092 (Patienten ab 1999) ERCC2-751 (Patieatiel 999)
ERCC1-118 <0,001 (<0,001) 0,040 (0,109)
ERCC1-8092 - <0,001 (0,003)

In Tabelle 71 sind die mit Hilfe der Maximum-Likktod-Methode geschatzten
Haplotypen angegeben. Beispiel fur Schreibweisepldigp CAA = ERCC1-118C,
ERCC1-8092A und ERCC2-751A. Die folgenden AnalysehlieRen die Haplotypen
TAA und TAC wegen ihrer geringen Frequenz nicht ein

In der univariaten Analyse zeigte der Haplotyp C@ signifikant schlechteres
rezidivfreien Uberleben (siehe Tabelle 72).
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Tabelle 71: Geschatzte Haplotypfrequenzen

Wahrscheinlichkeit 95% ClI
Haplotyp* (%) (%) n
CAA 7,8 3,7-11.8 23
CAC 17,2 11,1-23,3 61
CCA 8.8 45-13,2 34
CCC 3,8 1,0- 6,7 9
TAA 1,0 -05- 24 3
TAC 0,3 -05- 11 1
TCA 39,6 30,4 -48,9 114
TCC 215 14,7 - 28,3 69
* Haplotyp der Polymorphismen ERCC1-118, ERCC1-8092
und ERCC2-751
n = Geschéatzte Patientenzahl, die mind. ein Exena@a
Haplotypen besitzt

Tabelle 72: Haplotypen und Ansprechen und Uberleben

Klinisches Histopathol. Tumorabhéngiges | Rezidivfreies
Haplotyp* Ansprechen** Ansprechen** Uberleben*+* Uberleben*+*
CAA 0,33 1 0,105 0,398
CAC 0,61 1 0,942 0,260
CCA 0,3 0,3 0,708 0,037
CCC 0,73 0,28 0,202 0,520
TCA 0,51 0,61 0,557 0,873
TCC 0,87 0,31 0,796 0,937
* Haplotyp der Polymorphismen ERCC1-118, ERCC1-808@ ERCC2-751
** p-Wert im X2-Test; **p-Wert im log-Rank-Test

4.2.5 Multivariate Analyse der Prognose

Die multivariate Analyse des tumorabhangigen Ulbenes (welches nur bei operierten
Patienten berechnet wurde) und des rezidivfreiearlebens wurde mit dem Cox-Modell
und der Methode ,schrittweise-vorwarts“ nach Waldrathgefuhrt (siehe8.11.4). Alle
klinischen und histopathologischen Parameter, nlidar univariaten Analyse mit einem
Signifikanzniveau von p < 0,1 entweder mit dem tuabbangigen Uberleben oder dem
rezidivfreien Uberleben korreliert waren, wurden@uox-Modell beriicksichtigt. Dies sind
folgende zehn Parameter: Geschlecht, Tumorlokalisataurenklassifikation, Grading,

ypT-Kategorie, ypN-Kategorie, ypM-Kategorie, Resltumorstatus (dieser nicht beim
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rezidivfreien Uberleben), die histopathologische die klinische Response. Ausnahme ist
der Parameter ,Art der Chemotherapie”, der wegeelewi zahlenmafdig kleiner
Patientengruppen ausgeschlossen wurde, obwohl éremem p-Wert von 0,077
grenzwertig und in der Gruppe der konsekutiv ettas®atienten sogar signifikant (p =
0,037) mit dem tumorabhéngigen Uberleben assoaiart Zusatzlich wurde auch der
Einfluss aller Polymorphismen untersucht, unabhgdgivon, ob ein signifikantes Resultat
in der univariaten Analyse vorlag.

Im Folgenden sind die Parameter aufgelistet, weldiee Methode nach Wald als
signifikant bewertet hat. Das Vorhandensein eireenfetastasierung erhthte das Risiko,
tumorabhéngig zu versterben, um das 7,7fache (Sielelle 73). Histopathologische
Non-Responder hatten ein fast funffach erhohteb&tisiko. Das Risiko der Patienten mit
dem Genotyp ERCC1-118 TT war gegeniber heterozggGfE-Tragern etwa um den
Faktor 2,56 erhoht.

Tabelle 73: Cox-Modell ,schrittweise-vorwarts“ nachWald des tumorabhangigen
Uberlebens (nur operierte Patienten) (3 Schritte)

Parameter Kategorie p-Wert Rel. Risiko 95%Cl
ypM-Kategorie | ypM1 <0,001 1
ypMO < 0,001 0,13 0,08 - 0,22
Histopathol. Responder <0,001 1
Ansprechen Non-Responder < 0,001 4,71 2,01-11,03
ERCC1-118 CcC 0,327 0,71 0,36 -1,41
CT 0,001 0,39 0,23 - 0,66
TT 0,002 1

Ahnliche Ergebnisse gab es, wenn die Analyse aaifath 1999 konsekutiv beobachtete
Patientengruppe beschrankt wurde. Hier wurde zlidéitder Residualtumorstatus in das
Modell mit aufgenommen (Tabelle 74).

Auch bei der Analyse des rezidivfreien Uberlebensir (RO-Patienten) wurde der

Polymorphismus ERCC1-118 als signifikanter praditi Faktor eingestuft (relatives

Risiko TT vs. CT = 2,0). Wie beim tumorabhingigebedeben waren die starksten
Faktoren die ypM-Kategorie und das histopatholdwsansprechen. Dariiber hinaus war
die Tumorlokalisation mit dem Rezidivrisiko, kotiest (Tabelle 75).

Bei den konsekutiv beobachteten Patienten wahle Miethode nach Wald die

Tumorlokalisation nicht aus. Der Genotyp ERCC1-CIBerwies sich aber auch hier als

glnstig (siehe Tabelle 76).
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Tabelle 74: Cox-Modell ,schrittweise-vorwarts“ nachWald des tumorabhangigen
Uberlebens (nur operierte Patienten) ab 1999 (4 Satte)

Parameter Kategorie p-Wert Rel. Risiko 95%Cl
ypM-Kategorie | ypM1 <0,001 1
ypMO < 0,001 0,18 0,08-0,41
Histopathol. Responder 0,005 1
Ansprechen Non-Responder 0,005 3,99 1,52 -10,48
Residual- R1/R2 0,012 1
tumorstatus RO 0,012 0,34 0,15-0,79
ERCC1-118 CcC 0,248 1,62 0,72 - 3,65
CT 0,041 0,48 0,23 -0,97
TT 0,020 1

Tabelle 75: Cox-Modell ,schrittweise-vorwarts“ nachWald des rezidivfreien

Uberlebens (4 Schritte)

Parameter Kategorie p-Wert Rel. Risiko 95%Cl
ypM-Kategorie | ypM1 <0,001 1
ypMO < 0,001 0,14 0,07 -0,30
Histopathol. Responder <0,001 1
Ansprechen Non-Responder < 0,001 5,20 2,42 -11,18
Tumor- proximal 0,819 1,15 0,35-3,72
lokalisation mittel 0,105 0,36 0,11-1,24
distal 0,276 0,41 0,08 — 2,06
Linitis 0,009 1
ERCC1-118 CcC 0,479 1,32 0,61 -2,86
CT 0,019 0,50 0,28 - 0,89
TT 0,018 1

Tabelle 76: Cox-Modell ,schrittweise-vorwéarts” nachWald des rezidivfreien
Uberlebens ab 1999 (3 Schritte)

Parameter Kategorie p-Wert Rel. Risiko 95%ClI
Histopathol. Responder < 0,001 1
Ansprechen Non-Responder < 0,001 5,09 2,10-12,32
ypM-Kategorie | ypM1 0,001 1
ypMO 0,001 0,19 0,07 -0,51
ERCC1-118 CcC 0,764 1,14 0,50 - 2,61
CT 0,002 0,29 0,13 -0,62
TT 0,002 1
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Um die Ergebnisse der multivariaten Analyse zusthieren, wurden in der Gruppe der
Patienten ohne Fernmetastasen (ypMO) das tumorgig@nUberleben und das
rezidivfreie Uberleben in Bezug auf ERCC1-118 uriataberechnet. In dieser Gruppe (n
= 138 bzw. n = 129) ist die Prognose dem Cox-Modeliolge hauptsachlich vom
histopathologischen Ansprechen und vom ERCC1-118p abhangig. Die
Unterschiede zwischen dem CT- und dem TT-Genotym sn dieser Untergruppe
signifikant (siehe Abbildung 35).

In der multivariaten Analyse wurde stets das Vgeme von Fernmetastasen (ypM-
Kategorie) und nicht der Residualtumorstatus (Relatie) als der prognostisch
wichtigste Faktor gewertet. Daher wurde der Eirdldes einen Parameters bei gegebenem
anderem Parameter untersucht. Die folgenden Ahigeln veranschaulichen, dass ypMO-
Patienten sowohl bei den RO- als auch bei den RigfRan signifikant langer Uberleben.
Der Residualtumorstatus hat bei den ypM1-Patiemieen signifikanten Einfluss (p =
0,036) auf das tumorabh&ngige Uberleben, nichigedaf ypMO-Patienten (p = 0,286).
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Abbildung 35: ERCC1-118 und tumorabhangiges Uberlebn bei Patienten ohne
Fernmetastasen zum Zeitpunkt der OP (p = 0,028)

Ergebnisse



79

1,0 ERCC1-118
lcc
Iler
TT
0,87 -+ CC-zensiert
-+ CT-zensiert
% TT-zensiert
O 0,6
2@ TT
[ n=>51
o
D
£ 04—
5 CcC
X n=16
0,2
0,0
I I I I I I I I
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0

Rezidivfreies Uberleben ab OP (Monate)

Abbildung 36: ERCC1-118 und rezidivfreies Uberleberbei RO-Patienten ohne
Fernmetastasen zum Zeitpunkt der OP (p = 0,041)
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Abbildung 37: RO-Patienten: ypM-Kategorie und tumorabh. Uberleben (p < 0,001)
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Abbildung 38: R1-Patienten: ypM-Kategorie und tumorabh. Uberleben (p = 0,003)
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Abbildung 39: ypMO-Patienten: R-Kategorie und tumorabh. Uberleben(p = 0,286)
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Abbildung 40: ypM1-Patienten: R-Kategorie und tumorabh. Uberleben (p = 0,036)
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5 Diskussion

Der vorliegenden Studie liegt die Hypothese zugeynddass konstitutionelle
Polymorphismen in DNA-Reparaturgenen der Nuklesiz@@onsreparatur einen Einfluss
auf die DNA-Reparaturkapazitat dieser Gene habene Eerminderte Kapazitat der
Nukleotidexzisionsreparatur wiederum konnte miteeirbesseren Wirksamkeit einer
platinhaltigen Chemotherapie und somit auch mi¢ebesseren Prognose einhergehen.
Wie im Kapitel1.2.1 erlautert wurde, sind die Helikase ERCC2 diedExzisionsnuklease
XPF-ERCC1 entscheidende Enzyme der  Nukleotidexzsseparatur.  Drei
Polymorphismen in den DNA-Reparaturgenen ERCC1 &RICC2 wurden in dem
vorliegenden Patientenkollektiv untersucht. In neeén Studien konnte bei verschiedenen
Tumorentitdten eine Assoziation dieser Polymorpkisrmit dem Ansprechen bzw. mit
der Prognose nach einer platinhaltigen Chemothergpizeigt werden (sieh&.3). In
weiteren Studien konnte eine direkte AssoziatiasBelymorphismus ERCC2-751 mit der
DNA-Reparaturkapazitat der betroffenen Zellen naghgsen werden (Kapitél3.3).

Die drei Polymorphismen ERCC1-118, ERCC1-8092 uRCE2-751 wurden auf ihre
pradiktive und prognostische Wertigkeit beim lokBdrtgeschrittenen neoadjuvant

therapierten Magenkarzinom untersucht.

5.1 Endpunkte

Im Folgenden sollen kurz einige Aspekte der Endpaitkeser Studie diskutiert werden.
Eine Ubersicht der Definitionen dieser Endpunktst Fiabelle 40 (KapiteB.11.1).

5.1.1 Klinische und histopathologische Response

In der vorliegenden Studie zeigen sowohl klinisaleeauch histopathologische Responder
ein hochsignifikant langeres rezidivfreies und tuabhdngiges Uberleben als Non-
Responder. Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmuitgder Literatur (Fink et al., 1995;
Lowy et al., 1999; Ott et al., 2003). Die Anspreatbn (26,0% - 31,3%) liegen eher im
unteren Bereich bereits publizierter Daten (Ot480

Interessant ist, dass immerhin 38 Patienten (21%yudlich klinischer und
histopathologischer Response diskrepant bewertetemu(siehe Tabelle 44). Besonders in
diesen Fallen stellt sich die Frage, ob mdglicheswesin Parameter dem anderen als
Prognosefaktor Gberlegen ist.

Die klinische Beurteilung des Therapieansprechesismn Magenkarzinom, die auf dem
endoskopischen und endosonographischen Befundrtyastetrotz moderner Diagnostik
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problematisch, weil bei dieser nicht bidimensiomakssbaren Lasion die fir die
Remissionsbeurteilung definierten Kriterien der WiH{@ht angewendet werden kdnnen
und sie u. a. vom Fillungszustand des Magens undWatersucher abhéngen (Ott, 2004,
S. 12; Siewert et al., 2001a, S. 480).

Genauer und objektiver scheint die histopatholdgisResponse nach Becker (Anteil der
vitalen Karzinomzellen im Tumorbett) (Becker et, &003) zu sein. Ein zentrifugaler
Verlauf der Tumorregression beispielsweise kannudéhren, dass durch die Entstehung
einer zentralen tumorfreien Narbenzone der Tumaarzsechrumpft Downshrinking, es
aber wegen vitaler Tumorzellen in der Peripheriehinzu einemDownstagingkommt
(Becker et al., 2003).

Zu diesen theoretischen Uberlegungen passend estslith in dieser Studie die
histopathologische gegentber der klinischen Respals Uberlegen heraus. In der
multivariaten Analyse zeigte sich namlich eine Hsighifikante Korrelation des
histopathologischen Ansprechens mit dem tumorakigéngUberleben (p < 0,001;
Patienten ab 1999: p = 0,005) und ein stark erlsoheéatives Sterberisiko der Non-
Responder (4,71; Patienten ab 1999: 3,99). Dakdrisin Rezidiv zu erleiden, war bei
histopathologischen Non-Respondern auf das Furdfadmoht (p < 0,001).

Das bedeutet also, dass in unserem Patientenkolldig histopathologische Response
eine starkere Korrelation zur Prognose aufweist smit einen besseren prognostischen

Wert hat, als die klinische Response.

5.1.2 Tumorabhangiges und rezidivfreies Uberleben

Es sollen kurz einige Vor- und Nachteile der zweiwendeten prognostischen Endpunkte
erortert werden.

Das tumorabhangige Uberleben bietet den Vortedls dss fiir alle 181 Patienten berechnet
werden kann und das Todesdatum einfach zu ermittelAndererseits kbnnen die Werte
verzerrt werden durch additive Therapien, die P&t mit Rezidiv moglicher Weise
erhalten und die in unserem Patientenkollektiv nieffasst wurden. Problematisch ist
ebenfalls, dass die Patienten, welche nicht tunindnadgig versterben, zensiert werden.
Davon waren in dieser Studie allerdings nur zweielagen betroffen.

Das rezidivfreie Uberleben kann bei den Patientéa,ein Rezidiv erleiden, bereits zu
einem wesentlich friiheren Zeitpunkt bestimmt werdisndas tumorabhangige Uberleben.
Additive Therapien haben keinen Einfluss auf dazidiefreie Uberleben, da diese
frhestens bei Auftreten eines Rezidivs beginnt. Machteil ist jedoch, dass Patienten mit
mikro- und makroskopischen Residualtumoren (R1 uR®) von vornherein
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ausgeschlossen sind. Im Gesamtkollektiv der vaehegn Studie betrifft dies immerhin 31
Patienten (17,1%).

5.2 Assoziationsstudien

Bei sporadisch auftretenden Karzinomen stellt ekramkter Verwandter ersten Grades
einen signifikanten Risikofaktor dar. Diese Tatsadpricht daflir, dass der genetischen
Konstitution und somit auch den haufig vorkommenBetymorphismen, nicht nur in sog.
.Krebsfamilien®, eine Schlusselrolle zukommt (Shedral., 1998).

Es gibt eine groRe Zahl an retrospektiven Studieziche den Zusammenhang zwischen
den hier untersuchten Polymorphismen und dem Thezmagprechen und der Prognose,
untersuchten. Die Ergebnisse sind aus folgendennderi jedoch nur schwer zu
interpretieren.

Die Assoziationsstudien sind durch viele untersilitee Therapieschemata und
verschiedene Tumorentitdten nur bedingt untereanbdzw. mit unserer Studie
vergleichbar (siehe Tabelle 8, 9 und 11). Denn dassprechen auf andere
Chemotherapeutika wird wiederum durch andere Gerw. WProteine beeinflusst. So
spielen beispielsweise die Thymidilatsynthase umel Thymidin Phosphorylase eine
wesentliche Rolle beim Ansprechen auf das haufig Phatinderivaten kombinierte 5-
Fluorouracil (Metzger et al., 1998; Ott, 2004). Auffem ist es auch denkbar, dass ein
Polymorphismus unterschiedliche Wirkungen auf Jaestene DNA-Schaden hat
(Matullo et al., 2001).

Mit 39 bis 129 eingeschlossenen Patienten waremnimiersuchten Kollektive zudem eher
klein, wodurch wiederum die Wahrscheinlichkeit fatsch positive und falsch negative
Ergebnisse relativ hoch ist. Diese ist umso groer,der quantitative Effekt eines
einzelnen Polymorphismus auf das Ansprechen und Riignose insbesondere im
Vergleich zu anderen klinischen Faktoren eher gesein durfte.

Die Studienergebnisse sind aul3erdem auf3erst hetenagd widersprichlich. Dadurch
wurde auch indirekt die statistische Aussageknafsetr Studie geschwacht. Weil nicht von
vornherein klar war, in welcher Weise die Polymaspien mit dem Ansprechen und dem
Uberleben assoziiert sind, wurde in alle Richtungetestet und somit eine groRRe Fiille an
Testergebnissen erzeugt. Hinzu kommt noch die \fgldog der Testergebnisse durch die
zusatzliche Untersuchung der konsekutiv erfasstatiefengruppe. Bei wachsender
Anzahl statistischer Tests nimmt jedoch die Wahesdlthkeit des Fehlers 1. Art zu. Das
heil3t, dass man signifikante p-Werte erhélt, obwashkigentlich keinen Zusammenhang

zwischen zwei Parametern gibt (Weil3, 2002).
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Ein weiterer zu bedenkender UnsicherheitsfaktodiestPublikationsbias. Darunter versteht
man die Tendenz, Studien mit positivem Ergebnis eheverodffentlichen, als solche mit
negativem und somit vermeintlich uninteressanteisuRat.

Es soll nochmals betont werden, dass eine Assoagsiudie trotz theoretischer Grundlage
keinen kausalen Einfluss der Polymorphismen aufD&A-Reparaturkapazitat beweist.
Es ist ebenso moglich, dass diese nur mit andezaptigchen Veranderungen gekoppelt
sind, welche letztlich entscheidend sind. Diesddtukng erscheint sogar wahrscheinlicher,
weil es bisher bei keinem der drei Polymorphismefamg, eindeutig eine funktionelle

Relevanz nachzuweisen bzw. plausibel zu machen.

5.3 ERCC1-118

In unserem Patientenkollektiv wurde eine Frequess @-Allels von ca. 0,38 beobachtet,
was ungefahr den Angaben in der Literatur entspfdn 0,40 in der weil3en Bevolkerung)
(Matullo et al., 2005; Zhou et al., 2005). Die Hglkéiten der Genotypen waren im Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht (p = 0,62).

5.3.1 ERCC1-118 und Ansprechen auf die Chemotherapie

In Bezug auf das Therapieansprechen zeigte siclemied Gesamtkollektiv noch in der
konsekutiv erfassten Patientengruppe (ab 1999%igmfikanter Zusammenhang mit dem
ERCC1-118-Genotyp. Zwar war die klinische Respatsedes CC-Genotyps mit 41,7%
(Patienten ab 1999: 44,4%) Uberdurchschnittlich hhoaufgrund der geringen
Patientenzahl (10 bzw. 8) war dieser Unterschiddgk nicht signifikant (CC vs. CT+TT:
p = 0,174; Patienten ab 1999: 0,054).

Mehrere Studien zeigten eine positive Korrelatiogs dT-Allels mit einer besseren
Ansprechrate auf eine platinbasierte Chemothei@pe Tabelle 8): Viguier et al. fanden
eine signifikant hohere Responserate bei Kolonkarmpatienten mit mindestens einem
T-Allel (Viguier et al., 2005). Steffensen et al.ornten bei Patientinnen mit
Ovarialkarzinom und einem ERCC1-118-TT-Genotyp eibessere Responserate
nachweisen. Liu untersuchte diesen ZusammenhangMieéanompatienten, die eine
Chemotherapie aus Cisplatin, Vinblastin, Dacarhaltif2, IFN-a. £ Tamoxifen erhielten
(Liu et al., 2005). Auch er konnte wie Viguier Btatienten mit mindestens einem T-Allel
ein signifikant besseres Ansprechen feststellen.

Ahnlich den Ergebnissen der vorliegenden Studientem Ruzzo et al. bei 175 adjuvant
therapierten Magenkarzinompatienten keine sigmifi&a Assoziation zwischen dem
Polymorphismus ERCC1-118 und dem Ansprechen fir{@rzzo et al., 2006). Auch in
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einer Studie mit 109 chemotherapierten Lungenkampatienten wurde keine

Assoziation des Polymorphismus auf das Therapieaaospn beobachtet (Ryu et al.,
2004).

Su hingegen fand bei 110 NSCLC-Patienten mit demoGpe ERCC1-118-CC eine

signifikant h6here Responserate im Gegensatz zuyG€otyp (Su et al., 2007).

In Anbetracht der heterogenen Literaturangaben ded Ergebnissen dieser Studie
erscheint eine relevante Assoziation zwischen delyntrphismus ERCC1-118 und dem
Ansprechen von Magenkarzinomen auf eine platinb@sie Chemotherapie

unwahrscheinlich.

5.3.2 ERCC1-118 und Prognose

Trotz fehlender Assoziation zwischen ERCC1-118 deach Therapieansprechen wurde in
dieser Studie eine Korrelation zwischen ERCC1-1d@der Prognose gefunden.

Es zeigte sich in der konsekutiv erfassten Gruppesignifikant l&angeres rezidivfreies
Uberleben bei Patienten mit dem heterozygoten GpnBRCC1-118-CT (p = 0,021).
Dieser Zusammenhang erreichte im Gesamtkollektivierdihgs nicht das
Signifikanzniveau (p = 0,060). In der univariateax@gression lag fur ERCC1-118-CT-
Trager das relative Risiko eines Rezidivs bei 0(626 — 1,04; p = 0,050). Beim
tumorabhangigen Uberleben war dieser Zusammenhisig signifikant (p = 0,084;
Patienten ab 1999: p = 0,229). Zudem zeigte sisormers beim rezidivfreien Uberleben
folgender Effekt (siehe Abbildung 28): Die zunachst relativ gro3em Abstand
verlaufenden CT- und TT-Kurven ndhern sich nachMthaten ganzlich an. Man kann
also nicht von der Beobachtung eines Langzeitesfsgtechen.

Die multivariate Analyse nach Wald zeigte jedocmeeideutliche und signifikante
Assoziation zwischen ERCC1-118 und der Prognoséehleehn relevanten klinischen
und histopathologischen Parametern wurden die Eaodymorphismen im Cox-Modell
einbezogen (sieh&2.5).

Im Gesamtkollektiv zeigte sich ein relatives tunir@ngiges Sterberisiko von 0,39 (95%-
Cl =0,23 - 0,66) der CT-Trager gegenuber den Tagérm (p = 0,001). In der konsekutiv
erfassten Patientengruppe lag das relative Risgkd_d-Trager bei 0,48 (95%-Cl = 0,23 —
0,97, p = 0,041). Das relative Rezidivrisiko betmmgGesamtkollektiv fur CT-Trager 0,50
(95%-CI = 0,28 — 0,89, p = 0,019) und in der kongiwkerfassten Patientengruppe 0,29
(95%-Cl = 0,13 - 0,62, p = 0,002).

Da der multivariat signifikanteste Faktor die ypMitgorie war, wurde zusatzlich
univariat die Assoziation zwischen ERCC1-118 und Beognose bei den Patienten
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untersucht, bei denen zum Zeitpunkt der OP keinenrfetastasen bekannt waren.
Dadurch wird die ypM-Kategorie als prognostischaktér ausgeschlossen.

Es war ein signifikant positiver Effekt des CT-Ggmps in dieser Untergruppe
festzustellen (siehe Abbildung 35 und Abbildung.3®doch zeigte sich auch hier, dass
sich die Rezidivraten nach etwa 70 Monaten stariiberten. Dies Iasst vermuten, dass
sich auch das tumorabhangige Uberleben nach lanBeobachtungszeit weiter angleicht.
Daher ware eine Uberpriifung dieser Ergebnisse reneispateren Zeitpunkt sinnvoll. In
der Literatur finden sich zahlreiche Studien, welche Assoziation von ERCC1-118 und
der Prognose nach einer platinbasierten Chemotieera@i verschiedenen Tumoren
untersuchten (Tabelle 8).

Wahrend de las Penas und Zhou keine Korrelatioschen ERCC1-118 und der Prognose
von Patienten mit nicht kleinzelligen Lungenkarziven nach einer platinbasierten
Chemotherapie feststellten, fanden Isla und Rye éissoziation des CC-Genotyps mit
einem besseren Uberleben (de Las Penas et al.; B0@@&t al., 2004; Ryu et al., 2004;
Zhou et al., 2004). Park und Stoehlmacher konntesed positiven Effekt des CC-
Genotyps bei Patienten mit kolorektalen Karzinontmobachten (Park et al., 2003;
Stoehlmacher et al., 2004).

Im Gegensatz dazu fand Liu in einer Studie mit 9€8ldilompatienten einen ungiinstigen
Einfluss des CC-Genotyps auf das Ansprechen undPdognose (Liu et al.,, 2005).
Allerdings wurden diese Patienten neben Cisplaiséizlich mit Vinblastin, Dacarbazin,
Interleukin-2, IFNe und teilweise mit Tamoxifen behandelt.

In den zwei Studien von Ruzzo und Steffensen wiede Zusammenhang zwischen der
Prognose von adjuvant chemotherapierten  Magenlarpatienten  bzw.
Ovarialkarzinompatienten und ERCC1-118 festges(Bllizzo et al., 2006; Steffensen et
al., 2007).

Dies ist die erste Studie, welche eine Assozialies heterozygoten ERCC1-118-Genotyps
mit der Prognose zeigte. In der Regel wurde ein drygoter Genotyp mit den
zusammengefassten anderen beiden Genotypen verglichunserem Fall z. B. CC vs.
CT+TT. Dies erscheint dann sinnvoll, wenn man daaoesgeht, dass der Polymorphismus
einen direkten Einfluss ausibt, es also einen kawnsAausammenhang zwischen dem
Polymorphismus und dem Uberleben der Patienten Bies kann mit dieser Studie und
auch mit anderen Assoziationsstudien jedoch nieahtwortet werden.

Der Polymorphismus ERCC1-118 verandert weder dienAs@iuresequenz, noch liegt er

an einer regulatorischen Bindungsstelle oder ireref@pliceregion (Shen et al., 1998;

Diskussion



88

Stoehlmacher et al., 2004). Es liegt zudem keindi8tvor, welche direkt die Funktion des
Polymorphismus ERCC1-118 untersucht. Es bleibt disd-rage offen, in welcher Weise
dieser Polymorphismus Einfluss auf die DNA-Repatatpazitat nehmen kénnte.

Eine mdgliche Erklarung ware, dass Kopplungseffekileanderen genetischen Varianten
eine Rolle spielen. Damit lieBe sich auch die Asgmn mit einem heterozygoten
Genotyp erklaren. Es erscheint daher sinnvoll, selleSvon einzelnen Polymorphismen
eine Vielzahl von Polymorphismen zu genotypisiererd dann Kombinationen von
Polymorphismen bzw. Haplotypen zu untersuchen.

Ein Schritt in diese Richtung wurde in dieser Séugemacht. Mit Hilfe der Maximum-
Likelihood-Methode und den Daten der Genotypisigruwurde auf die jewells
wahrscheinlichsten Haplotypen eines Patienten dess#n. In der univariaten Analyse
wurde eine Assoziation zwischen Patienten mit nsteles einem CCA-Haplotyp (n = 34)
und einem schlechteren rezidivfreien Uberleben mdn. Dieses Resultat ist allerdings
sehr zurtckhaltend zu interpretieren, da es sich om eine Schatzung der
Haplotypwahrscheinlichkeiten handelt und somit ewsatzlicher Unsicherheitsfaktor
gegeben ist.

Da es einerseits eine Assoziation des heterozydeRsDC1-118-Genotyps (CT) mit einer
gunstigen Prognose, andererseits jedoch keinefigmmie Korrelation zwischen ERCC1-
118 und der klinischen Ansprechrate auf die Chesrattie gab, stellt sich auch die Frage,
ob diese Beobachtungen tatsachlich auf eine verindBNA-Reparaturkapazitat
zurickzufihren sind.

Lediglich zwei kleine Studien untersuchten den Adus&nhang zwischen ERCC1-118 und
der ERCC1-mRNA-Konzentration und kamen zu kontraEngebnissen (siehe auch
unten). In einer Studie war das T-Allel mit einen@ten mMRNA-Konzentration assoziiert
(Park et al., 2002), in der anderen war das T-Atiglverminderter mRNA-Konzentration
und geringerer DNA-Reparaturkapazitat assoziieda €val., 2000).

Moglicherweise lasst sich die fehlende Ubereinstimgdes Einflusses auf die Prognose
und auf das Therapieansprechen auch durch die chatsarklaren, dass das
histopathologische und das klinische Ansprecherglietd die makroskopische Wirkung
auf den Tumor@ownshrinking widerspiegelt. Nicht erfasst werden hingegen kdbere
und zelluldre Veranderungen (und damit beispielsavauich die systemische Wirkung auf
Mikrometastasen), welche entscheidend zur Progoeiseagen kbnnen.

Dass antitumordse Substanzen zwar einen positivegnpstischen Effekt jedoch keine

oder nur eine geringe Wirkung auf die Tumorregass$iaben kénnen, zeigt beispielhaft

Diskussion



89

der orale Multikinase-Inhibitor Sorafenib (Michaeland Ratain, 2006). Trotz einer
geringen Responserate von nur 2% (partielle Respors mindestens 50%
Tumorregression), zeigte sich bei Patienten migé&schrittenem Nierenzellkarzinom ein
progressionsfreies Uberleben von 23 vs. 6 WochenQ®001).

Es ist auch denkbar, dass es sich beim Genotyp BERQ8-CT um einen von der
Chemotherapie unabhangigen Prognosefaktor harziek. misste allerdings durch einen
Vergleich mit einem Patientenkollektiv verglicherenden, welches nicht neoadjuvant
chemotherapiert wurde.

Madhusudan und Middleton geben aufRerdem zu bedenttass Studien, welche
Assoziationen von Polymorphismen mit dem Ansprecued der Prognose nach einer
Chemotherapie untersuchen, dadurch kompliziert ererddass protoxische und
promutagene Effekte einen gegensatzlichen EffekideuPrognose haben kdnnen. Eine
verringerte DNA-Reparaturkapazitat kann zwar zueeinbesseren Ansprechen auf die
Chemotherapie filhren (protoxisch), andererseitsksie aber auch durch eine hdhere
Mutationsrate zu einem tumorbiologisch aggressimwefe@mor (promutagen) und damit zu
einer schlechteren Prognose filhren (Madhusudarividdieton, 2005). In diesem Sinne
konnte der heterozygote Genotyp also der progrubsiikeale Mittelweg sein.

Wenn man jedoch davon ausgeht, dass der Polymarpkhi€RCC1-118 mit der DNA-
Reparaturkapazitat bzw. mit der ERCC1-mRNA-Konzadn assoziiert ist, so stellt sich
die Frage, ob dies tatsachlich einen Einfluss asf Ainsprechen bzw. die Prognose nach
einer platinhaltigen Chemotherapie hat. Hierzu gibtinterschiedliche Studienergebnisse.
Es konnte gezeigt werden, dass Substanzen, welciee ERCC1-Expression
runterregulieren, ebenso die Reparatur cisplaturieter DNA-Schaden vermindern und
die Platinsensitivitat der betroffenen Zellen erw®h(Reed, 2005). Bei Patienten mit
Lungenkarzinom, kolorektalem Karzinom und Osophkgisnom konnte der
prognostisch gunstige Effekt niedriger ERCC1-mRN@ArKentrationen gezeigt werden
(Joshi et al.,, 2005; Lord et al., 2002; Shirotaaét 2001). In einer randomisierten
prospektiven Studie teilten Cobo et al. NSCLC-Pdtie in zwei Gruppen ein: Die
Kontrollgruppe (n = 141) erhielt stets CisplatinduDocetaxel, ohne die mMRNA-
Konzentration zu messen. Die zweite Gruppe (n 9 22bielt nur bei niedriger Tumor-
ERCC1-mRNA-Konzentration gezielt eine ChemotherapieCisplatin und Docetaxel (n
= 129) und bei hoher Konzentration eine Therapie Gamcitabin und Docetaxel, d. h.

also keine platinbasierte Chemotherapie (n = 96 ddsem ,malRgeschneiderten* Ansatz
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konnte eine signifikant bessere Responserate ewastlen, welche sich auch tendenziell
allerdings nicht signifikant im Uberleben niededsh(Cobo et al., 2007).

Eine Gruppe konnte ein besseres Ansprechen aufpiati@basierte Chemotherapie bei
Osophaguskarzinompatienten mit einem niedrigen i@utan aus Tumor-ERCC1-mRNA
und ERCC1-mRNA in Normalgewebe beobachten (Warnétiexz et al., 2004). Langer
et al. dagegen stellten bei Patienten mit Adenakanzen des Osophagus weder eine
Korrelation mit dem Ansprechen noch mit der Progndsst (Langer et al., 2005).
Lediglich zwei Kkleinere Studien untersuchten diesefusammenhang beim
Magenkarzinom. Metzger et al. beobachteten ein@ZAason niedriger ERCC1-mRNA-
Spiegel mit gutem Ansprechen und guter Prognosdz@ée et al., 1998). Napieralski et
al. konnten diesen Zusammenhang jedoch nicht &stst(Napieralski et al., 2005).
Insgesamt ist also die Datenlage zur Frage, olPdgmorphismus ERCC1-118 mit der
Prognose von Magenkarzinompatienten nach einerinpkaierten Chemotherapie
assoziiert ist und vor allem aus welchem Grundkeabaft und widersprichlich. Aufgrund
dessen sollte die Aussagekraft des Ergebnissesrdidsdie, ndmlich die Assoziation des
Genotyps ERCC1-118-CT mit einer guinstigen Progras#ickhaltend bewertet werden.
Zunachst ware ein Vergleich mit einem nicht cherampierten Patientenkollektiv
sinnvoll, um zu prufen, ob der prognostische Werh \ERCC1-118 tatsachlich an die
Chemotherapie gekoppelt ist. Letztendlich sind pe&tive Studien, welche mehrere
Polymorphismen und Haplotypen auf dem ChromosoniTi&®ger u. a. von ERCC1 und
ERCC2) untersuchen, nétig, um ERCC1-118 als unappén Prognosemarker etablieren

zu kdénnen.

5.3.3 ERCC1-118 und klinische und histopathologische Paraeter

Von allen klinischen und histopathologischen Patamehatte nur das Diagnosealter eine
statistisch signifikante Korrelation zu ERCC1-1%&e5.3.3.1).

Da das Diagnosealter jedoch weder signifikant rihdrherapieansprechen noch mit dem
Uberleben assoziiert ist (siedel.24.1.3), bleiben davon Korrelationen zwischen ERCC1-
118 auf der einen und dem Therapieansprechen un®rdgnose auf der anderen Seite

unbeeinflusst.

5.3.3.1 ERCC1-118 und Diagnosealter
Interessanterweise waren Patienten mit dem GenofgRCC1-118-CC Dbei

Diagnosestellung signifikant junger. Das durchsttlciie Alter liegt bei dieser
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Patientengruppe (n = 24) bei 51,03 Jahren, beiQeifragern bei 56,01 Jahren und bei
den TT-Tréagern bei 57,22 Jahren (p = 0,037).

Eine hypothetische Erklarung hierfir ware, dass @enotyp CC mit einer schlechteren
Reparaturkapazitat assoziiert ist und sich so kagagne Mutationen friiher manifestieren
konnen. Dafur wirde eine Studie von Park et aledmn, in der bei kolorektalen
Karzinomen (n = 31) eine Assoziation des T-Allelg¢ hdheren intratumoralen ERCC1-
MRNA-Konzentrationen festgestellt wurde, die jedoatfgrund geringer Fallzahlen
statistisch nicht besonders aussagekraftig erscfieank et al., 2002).

Kontrar dazu steht ein Vergleich von Zelllinien,edsich im ERCC1-118-Genotyp
unterscheiden. Hier gab es Hinweise auf eine Katicel des ERCC1-118-T-Allels mit
verminderten ERCC1-mRNA-Konzentrationen und redteieReparaturkapazitat (Yu et
al., 2000). Doch ist auch dieser Vergleich unteestiicher Zelllinien kritisch zu bewerten,
da diese sich mdglicherweise noch in anderen retemaEigenschaften unterscheiden und
die Fallzahl ebenfalls gering ist.

Eine Assoziation des Erkrankungsalters von Magemkampatienten mit dem
Polymorphismus ERCC1-118 wird in dieser Arbeit zemsten Mal beschrieben. Daten

hierzu liegen weder zum Magenkarzinom noch zu amd@&umorentitaten vor.

5.4 ERCC1-8092

Wie ERCC1-118 war auch ERCC1-8092 im Hardy-Weini@lgjchgewicht (p = 0,34)
und lag mit einer A-Allelfrequenz von 0,26 in denerBich anderer veroéffentlichter
Studienergebnisse (ca. 0,25) (Wrensch et al., 2Z00éy et al., 2005).

5.4.1 ERCC1-8092 und Ansprechen auf die Chemotherapie

Eine statistisch signifikante Assoziation ergabhsic der konsekutiv erfassten Gruppe
beim Vergleich der klinischen Responseraten (AAAG+CC, p = 0,036). Die klinische
Responserate der Patienten mit ERCC1-8092-AA-Genatyr hier mit 5 von 9 (55,5%)
aul3ergewohnlich hoch. Aufgrund der kleinen Patierdél ist dieses Ergebnis jedoch
zurtickhaltend zu bewerten. Entsprechende Vergleatha liegen derzeit in der Literatur

nicht vor.

5.4.2 ERCC1-8092 und Prognose

Im Gesamtkollektiv war der ERCC1-8092-Genotyp digant mit dem rezidivfreien
Uberleben korreliert (p = 0,015). Die heterozygdtariante AC stellte sich dabei
gegenuber CC als prognostisch gunstig heraus Risiko 0,55; 0,31 — 0,99). Diese
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Assoziation war jedoch in der konsekutiv erfasstgnppe nicht signifikant (p = 0,096).
Dieses Ergebnis entspricht der gunstigen ProgneseQI-Genotyps von ERCC1-118
(5.3.2), und wird dadurch verstandlich, dass beiadd¢yrforphismen aufgrund ihrer
raumlichen Nahe auf dem Chromosom 19 hochsignifikgn < 0,001) miteinander
assoziiert sind. Das tumorabhangige Uberleben bmevar nicht signifikant mit dem
ERCC1-8092-Genotyp korreliert.

Zwei Studien befassten sich mit der Assoziationszhen ERCC1-8092 und dem
Uberleben nach einer platinhaltigen Chemotherapabglle 9, Kapitell.3.2). Wahrend
Park keine signifikante Korrelation beim kolorektalKarzinom feststellen konnte (Park et
al.,, 2003), zeigte sich in Zhous Studie bei Pagientmit nicht kleinzelligem
Lungenkarzinom und dem CC-Genotyp ein signifikaesderes Uberleben (Zhou et al.,
2004). Diese Resultate stimmen also nicht mit degrelnissen dieser Studie Uberein.
Ahnlich wie bei ERCC1-118 (siel®3.2) ist auch die Assoziation von ERCC1-8092 mit
der Prognose vorsichtig zu interpretieren, insbdson da nur wenige und heterogene

Daten hierzu existieren.

5.4.3 ERCC1-8092 und klinische und histopathologische Pameter
Es gab keine signifikante Korrelation zwischen dERCC1-8092-Genotypen und

klinischen und histopathologischen Parametern.

5.4.3.1 ERCC1-8092 und Diagnosealter
Analog zu ERCC1-118 zeigte sich eine nicht sigaffite Assoziation (p = 0,114)

zwischen einem jungen Diagnosealter und dem ERQO2-&enotyp AA (AA vs. AC vs.
CC: 50,50 vs. 55,04 vs. 56,97 Jahre).

Wahrend es keine veréffentlichten Ergebnisse fe8rMagenkarzinom gibt, fanden Chen et
al. bei 122 Patienten ein signifikant friheres Aetiin von Glioma bei Patienten mit dem
Genotyp ERCC1-8092-CC (Chen et al., 2000).

5.5 ERCC2-751

Der Polymorphismus ERCC2-751, C. 2251 A>C, Lys7%lGtat mit einer C-
Allelfrequenz von 0,43 auf. Die Auswertung von neStudien ergab in der gesunden
weillen Bevolkerung eine durchschnittliche Frequenz0,36 (0,29 — 0,42) (sieli€3.3).

Die Tatsache, dass die Genotypen nicht im HardyaWérg-Gleichgewicht waren, konnte
entweder durch eine studienbedingte Bias verursseint oder dadurch, dass bestimmte

Genotypen ein erhohtes Magenkrebsrisiko mit sicimgen. Eine Studie mit 281

Diskussion



93

Magenkarzinompatienten und 390 Kontrollen zeigtéerdings keine signifikante
Korrelation zwischen ERCC2-751 und dem Magenkrshi&ri(Huang et al., 2005).

5.5.1 ERCC2-751 und Ansprechen auf die Chemotherapie

In unserem Patientenkollektiv ergab sich keine iBlgmte Assoziation zwischen dem

klinischen oder histopathologischen Ansprechenderd ERCC2-751-Genotyp.

Es gibt Studienergebnisse, welche bei Lungenkamzpatienten ebenfalls keinen

Zusammenhang zeigten (Camps et al., 2003; Ryu.,eP@D4). Sakano konnte auch bei
Blasenkarzinompatienten, welche mit einer platirdyéen Radiochemotherapie behandelt
wurden keinen Zusammenhang zwischen ERCC2-751 endRdnsponserate feststellen
(Sakano et al., 2006). In einer Studie mit Kolozkawmpatienten war hingegen der AA-

Genotyp mit einem besseren Ansprechen assoziiark @ al., 2001).

Die Frage einer Assoziation zwischen ERCC2-751 uieim Ansprechen des

Magenkarzinoms auf eine platinhaltige Chemotherkaren anhand dieser Datenlage nicht

beantwortet werden. Die klinische Relevanz schenich gering zu sein.

5.5.2 ERCC2-751 und Prognose

In Bezug auf das rezidivfreie Uberleben zeigte siem Vergleich des Genotyps AC mit
den beiden homozygoten Genotypen eine signifikdtberelation des heterozygoten
ERCC2-751-Genotyps (p = 0,024; Patienten ab 199¢: ®043). In der univariaten
Coxregression lag das relative Rezidivrisiko im &etkollektiv bei 2,39 (1,13 — 5,05) (p
= 0,054). In der konsekutiv ab 1999 erfassten Ruigruppe war diese Tendenz nicht
mehr signifikant (rel. Risiko 1,66; 0,73 — 3,76510,129).

Auch die Prognose beziiglich des tumorabhangigenléh®ns ist bei den Patienten mit
dem Genotyp AC am unginstigsten. Die Unterschientel dier allerdings nicht
signifikant.

Mindestens acht Studien untersuchten die Assomiatiwischen dem Polymorphismus
ERCC2-751 und der Prognose nach einer platinhali@jgemotherapie (siehe Tabelle 11).
De las Penas fand bei 135 Patienten mit nicht k&ligem Lungenkarzinom (NSCLC)
und dem homozygoten CC-Genotyp ein erhdhtes R@ikeersterben (OR = 2,02; C195%
= 0,99-4,09).

Drei kleinere ahnliche Studien konnten bei NSCL@dP@en jedoch keine signifikante
Korrelation mit dem Uberleben feststellen (Campalt2003; Isla et al., 2004; Ryu et al.,
2004). Auch Sakano und Liu konnten bei Blasenkarninbzw. Magenkarzinompatienten
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keinen Einfluss des ERCC2-751-Genotyps auf daslelben erkennen (Liu et al., 2007;
Sakano et al., 2006).

Zwei weitere Studien untersuchten bei Patienten kalorektalem Karzinom den
Zusammenhang zwischen ERCC2-751 und AnsprechemJbadeben nach Therapie mit
Oxaliplatin und 5-Flourouracil (5-FU) (Park et é2001; Stoehlmacher et al., 2004). Bei
Park stellte sich der homozygote AA-Genotyp alsohdsrs gunstig sowohl fir die
Response als auch fiir das Uberleben heraus (Patk 2001). Im Einklang dazu hatten in
der Studie von Stoehlmacher Patienten mit dem Catyp ein erhdhtes Sterberisko (OR
CC vs. AA =3,33; Cl =1,39-7,99) (Stoehimachealet2004).

Ob ERCC2-751 eine durch den Aminosaureaustausahdiedunktionelle Bedeutung hat
ist nicht klar. Zumindest liegt der Polymorphismoght in einer der sieben DNA-
Helikase-Domanen (Shen et al., 1998) und die Hetnef Aminosaure ist evolutionar sehr
variabel, was eher auf eine niedrige funktionelieRanz hindeutet (Clarkson and Wood,
2005). Da ERCC2-751 in der carboxyterminalen Domamel damit in der p53-
Bindungsregion des Gens liegt, kbnnte er einen trerdnden Effekt beispielsweise auf
die Regulation der Apoptose oder Seneszenz undtsaumhidas Ansprechen auf die
Chemotherapie haben (Roninson, 2002; Seker €2G)1). Seker et al. konnten allerdings
zumindest keinen Einfluss des SNP auf die Binduagakitat feststellen.

Eine Reihe von Studien hat die Assoziation zwisctiem Polymorphismus ERCC2-751
und der DNA-Reparaturkapazitat (DRC) untersucht W@in zu unterschiedlichen
Ergebnissen (Tabelle 10).

Zwei Studien fanden einen Zusammenhang zwischen @eAllel (GIn) bzw. den
homozygoten CC-Genotyp und einer erhdhten DRC (Lenhml., 2000; Moller et al.,
2000).

Demgegeniber stehen elf Autoren, welche umgekeaprtifigante Assoziationen der
Genotypen AA und AC mit einer besseren Reparatwbdehteten. In sieben dieser
Studien zeigte sich eine derartige Korrelationrdllggs nur in Untergruppen des gesamten
Patientenkollektivs. In sechs Studien wurden keigaifikanten Korrelationen zwischen
ERCC2-751 und der DNA-Reparaturkapazitat beobachtieang et al. untersuchten den
Einfluss des Polymorphismus auf das Magenkrebsrisilkeiner polnischen Fall-Kontroll-
Studie, konnten diesen jedoch nicht feststellerafiduet al., 2005).

Wie auch bei den anderen in dieser Studie untersncRolymorphismen scheint ein
Einfluss durch die Assoziation mit weiteren Polyptasmen bzw. Haplotypen

wahrscheinlicher. Wie oben dargestellt, spricht #diehrzahl der Studien fir eine
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Assoziation des AA-Genotyps bzw. des A-Allels mitnez besseren DNA-
Reparaturkapazitat. Daraus lasst sich jedoch miwhhgslaufig ableiten, dass die Patienten
mit diesem Genotyp schlechter auf eine Chemotherapisprechen und somit eine
schlechtere Prognose aufweisen. Die erhdhte DNAaR#wrkapazitat kénnte auch zu
einem weniger aggressiven Tumor flhren, der sigd@num besser behandeln lasst bzw.
therapieunabhangig eine bessere Prognose auf@atgm muss man bedenken, dass die
oben erwéhnten funktionellen Studien sehr unteesitikhe Methoden verwendeten und
unterschiedlichste Patientenkollektive untersuchtedurch sie schwer vergleichbar sind.
So wurde z. B. in keiner Studie eine platinhaltigghemotherapie als DNA-
Schadigungsmechanismus verwendet.

Die vorliegende Studie konnte eine prognostischeleBaing des Polymorphismus
ERCC2-751 bei neoadjuvant platinbasiert therapieféagenkarzinompatienten nicht

zeigen.

5.5.3 ERCC2-751 und klinische und histopathologische Paraeter

Zwischen ERCC2-751 und den klinischen und histagatiischen Parametern ergab sich
keine signifikante Korrelation.

5.6 ypM-Kategorie und Residualtumorstatus

Erwartungsgemald korrelierten die ypTNM-Kategoriend uder Residualtumorstatus
univariat hochsignifikant mit dem tumorabhangigemd udem rezidivfreien Uberleben
(siehe Tabelle 46). Multivariat erwies sich in dven vier Analysen die ypM-Kategorie als
der prognostisch wichtigste Faktor. Der Residuatitstatus hingegen wurde nur in der
Analyse des tumorabhéngigen Uberlebens in der kaotiseerfassten Patientengruppe in
das Cox-Modell aufgenommen. Dass dieser von dehddiet ,,schrittweise-vorwarts“ nach
Wald in den drei anderen Féllen nicht in das matiate Cox-Modell aufgenommen
wurde, liegt wahrscheinlich darin begrindet, dasddParameter stark interkorreliert sind
und in diesem Fall nur die signifikantere von beideisgewahlt wird.

Bei festgelegter ypM-Kategorie (ypMO oder ypM1) indlesste die RO-Resektion zwar
das tumorabhangige Uberleben positiv, allerdingsrelativ schwach (p = 0,286 bzw. p =
0,036)(siehe Abbildung 39 und Abbildung 40). Daslégen von Fernmetastasen (ypM1)
war jedoch sowohl bei den RO- als auch bei den &lefen hochsignifikant mit einer
deutlich schlechteren Prognose assoziiert (<0,301L 0,003). Insgesamt erwies sich in
dieser Studie also die ypM-Kategorie fur die Pragnoals bedeutender als der

Residualtumorstatus.
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In der 10-Jahresanalyse der deutschen Magenkargindie wurden bei 1654 priméar
chirurgisch behandelten Patienten multivariat foltee Parameter als starkste
prognostische Faktoren identifiziert: die Lymphlemgtatio (in dieser Studie nicht erfasst),
der Residualtumorstatus, die pT-Kategorie, postiper Komplikationen (in dieser Studie
nicht erfasst). Erst an funfter Stelle folgte diM-gategorie (Siewert et al., 1998).
Allerdings ist zu beachten, dass diese Patientelnt meoadjuvant therapiert wurden und

somit nicht direkt vergleichbar sind.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, obi dRolymorphismen der
Nukleotidexzisionsreparatur-Gene ERCC1-118, ERC@928und ERCC2-751 mit der
Prognose und dem Therapieansprechen auf eine haaterte neoadjuvante
Chemotherapie von 181 Magenkarzinompatienten Keresl. Frihere Studien konnten
diesen Zusammenhang bereits bei verschiedenennganen zeigen.

In dem Patientenkollektiv dieser Studie zeigte sikbine statistisch signifikante
Korrelation zwischen den Polymorphismen und demphgshen auf die platinbasierte
Chemotherapie. Zwischen der Prognose und dem Pgbimnsonus ERCC1-118 konnte
jedoch eine statistische Korrelation gezeigt werd®ahrend in der univariaten Analyse
kein eindeutiger Zusammenhang zu sehen war, kanntier multivariaten Analyse ein
signifikant langeres rezidivfreies und tumorabhgagi Uberleben der Patienten mit dem
heterozygoten Genotyp ERCC1-118-CT festgestelltiermr

Ob sich ERCC1-118 als Prognosemarker eignet, kafgruand der aktuellen Datenlage
nicht beantwortet werden. Denn zum einen sind didiegende wie auch samtliche
anderen Studien, die diesen Zusammenhang unteesiigbtrospektiv. Zum anderen sind
die Ergebnisse der verschiedenen Studien heterogdnteils widersprichlich. Dies ist
aul3erdem die erste Studie, in der eine Korrelaties heterozygoten ERCC1-118-
Genotyps mit der Prognose gezeigt wurde. Uber kmesale Erklarung hierfur kann
derzeit nur spekuliert werden.

Ein Vergleich mit einem nicht chemotherapiertenidtaénkollektiv konnte die Frage
klaren, ob ERCC1-118 einen mit der Chemotherapi&ogeelten oder von ihr
unabhangigen prognostischen Faktor darstellt. ZtablEerung von ERCC1-118 als
Prognosemarker bei neoadjuvant chemotherapiertegearzinompatienten bedarf es

jedoch weiterer unabhangiger Studien.
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