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1. Einleitung

1.1 Der Barrett-Osophagus

Norman Rupert Barrett (* 16. Mai 1903, Adelaide; 1 8. Januar 1979, London) war
ein britischer Chirurg mit australischen Wurzeln. Er beschrieb im Jahr 1957 als erster
ein "gastrales Epithel, das den unteren Teil der anatomischen Speiserdhre bedeckt",

welches spéater in der Medizin nach ihm benannt werden sollte. (1, 2)

Der "Barrett-Osophagus” (im weiteren Verlauf auch als BO bezeichnet) stellt genauer
gesagt eine metaplastische Umwandlung des Plattenepithels oberhalb des
gastroosophagealen Uberganges in ein hochprismatisches Zylinderepithel mit
Becherzellen dar, dessen Hauptursache der Reflux von saurem Mageninhalt in die
Speiserdhre ist (3, 4). Dies tritt auf bei ungefahr 0,5 bis 3% der Bevdlkerung (1, 5).
Dabei korrelieren die Dauer und Schwere der Refluxsymptome mit dem Risiko der
Entstehung, diese kdnnen jedoch auch vollstandig fehlen (5-7). Durch bisher nicht
ausreichend erforschte Prozesse kann sich nun das metaplastische Epithel des
Osophagus zu einer intraepithelialen Neoplasie entwickeln, die je nach Auspragung
(low- oder high-grade Dysplasie) mit einem unterschiedlich hohen Risiko behaftet ist,

in ein invasiv glandulér differenziertes Adenokarzinom tberzugehen (1, 3).

1.2 Das Barrett-Karzinom

Der Barrett-Osophagus gilt mit einer Konversionsrate von 0,5-1% pro Jahr (1, 5, 7)
als bisher einzig bekannte Prakanzerose des invasiv glandularen Barrett-
Adenokarzinoms (im weiteren Verlauf auch als BK bezeichnet) (1). Die
Wahrscheinlichkeit gegenuber der Normalbevolkerung bei vorliegendem Barrett-
Osophagus ein Barrett-Karzinom zu entwickeln ist demnach um das 30-100-fache
erhoht (1, 5, 8), wobei das Geschlecht eine mal3gebliche Rolle spielt, da Manner im
Durchschnitt drei- bis achtmal haufiger an einem Barrett-Karzinom erkranken, als
Frauen (4).



1.2.1 Die besondere sozialmedizinische Bedeutung des Barrett-Karzinoms

Noch 1975 waren 75% der in den USA diagnostizierten Krebserkrankungen der
Speiserdohre Karzinome des Plattenepithels. Lediglich bei 25% der Félle handelte es
sich um Barrett-Adenokarzinome. Aus noch ungeklarten Griinden stieg die Inzidenz
der Adenokarzinome unter weil3en méannlichen Patienten in den kommenden Jahren
von 0,4/100.000 Einwohner im Jahr 1975 auf 2,58/100.000 Einwohner im Jahre
2009(9). Dies bedeutet einen Anstieg um Uber 600% (10, 11), wodurch die
Plattenepithelkarzinome von ihrem Platz als haufigste Krebserkrankung der
Speiserdhre in den Vereinigten Staaten verdrangt wurden (9). Generell stellt es in
den westlichen Industrienationen seit 1970 unter den Tumoren des
Verdauungstraktes die Krebserkrankung mit der hochsten Zuwachsrate dar (12). Im
Hinblick auf eine 5 Jahres-Uberlebensrate von nur 10 - 20% (13-15) erklart sich die
Pragnanz dieser Entwicklung. Geschuldet ist dies zum einen einer friihen
Metastasierung des  Barrett-Adenokarzinoms  aufgrund des  fehlenden
Serosauberzuges der cervikalen und thorakalen Speiserohre (16), zum anderen der
erst spat auftretenden Symptomatik bei Erkrankung, auf die im Folgenden né&her

eingegangen wird.

1.2.2 Die Symptomatik des Barrett-Karzinoms

Von Patienten um den Zeitpunkt der Diagnose geschilderte Symptome des Barrett-
Karzinoms sind Dysphagie (74%), Gewichtsverlust (57%), Schmerzen beim
Schlucken der Nahrung (17%), langjahrige Refluxbeschwerden, Dyspnoe, Husten,
Heiserkeit und/oder retrosternale Schmerzen(17). Hierbei wird ersichtlich, dass die
meisten dieser Symptome bereits auf eine fortgeschrittene Symptomatik deuten

lassen, was die Fragestellung einer diagnostischen Friherkennung aufwirft.

1.2.3. Mortalitat und Friiherkennung

Abgesehen von der Tatsache, dass FriuherkennungsmafRnahmen wie die
regelmaldige Durchfiihrung einer Endoskopie keine Belege fiir eine signifikante

Reduktion von Todesféllen ergab (18), berechnete Sikkema et al. in einer
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Metaanalyse zur Mortalitat bei Patienten mit Barrett-Osophagus, dass lediglich 7%
der Patienten mit Barrett Osophagus an den Folgen des Barrett-Karzinoms
verstarben und somit rund 93% aufgrund einer anderen Erkrankung (19). Ursachlich
hierfir ist die niedrige Konversionsrate vom Barrett-Osophagus zum Karzinom von
0,5-1% (1, 5, 7). Wenngleich also die Erkrankung ein schwerwiegendes klinisches
Erscheinungsbild aufweist, untergrabt dies dennoch das Argument, dass die
derzeitigen Friherkennungsmalinahmen einen signifikanten Nutzen aufweisen,

geschweige denn kosteneffizient sind (5, 7, 20).

Umso bedeutender stellt diese Erkenntnis die Notwendigkeit der Erforschung der
pathophysiologischen Vorgange in den Vordergrund, welche an der Entstehung des
Barrett-Karzinoms beteiligt sind und mdglicherweise Biomarker zur Pravention und

Prognose oder neue therapeutische Angriffspunkte liefern knnten

1.2.4 Exogene Risikofaktoren

Um jene pathophysiologischen Vorgange zu verstehen, gilt es, sich mit exogenen

Risikofaktoren als auch mit genetischen Einflussfaktoren auseinander zu setzen.

Als gesicherte exogene Risikofaktoren, die zur Entstehung eines Barrett-
Osophagus/-Karzinoms beitragen, gelten Nikotinkonsum und stammbetonte
Adipositas, das Vorliegen einer Hiatushernie, mannliches Geschlecht sowie als
Hauptrisikofaktor der gastroosophagealen Reflux (GERD) (1, 7, 21, 22). Aber auch
die Einnahme bestimmter Medikamente, wie ACE-Hemmer oder 3-Blockern, und die
Zugehorigkeit zu einer hoheren Bildungsschicht werden derzeit noch als
Risikofaktoren diskutiert (17, 23). Diese exogenen Risikofaktoren durfen nicht nur
isoliert betrachtet werden, sie kdnnen auch mit genetischen Einflussfaktoren
interagieren und damit der Entstehung des Barrett-Karzinoms ursachlich zugrunde
liegen.

1.2.5 Genetische Einflussfaktoren

Trotz aller identifizierten exogenen Risikofaktoren entwickeln nur aufféllig wenige
Patienten mit Barrett-Osophagus ein Barrett-Adenokarzinom (20). Dies liegt daran,

dass das Barrett-Karzinom als multifaktorielle Erkrankung anzusehen ist, deren

10



Entstehung durch genetische Disposition begulnstigt wird. Es liegen also neben
exogenen auch genetische Risikovarianten vor, die zwar nur relativ geringe
Effektstarken aufweisen (24) und daher auch in der gesunden Allgemeinbevdlkerung
vorkommen, jedoch an der Pathophysiologie multifaktorieller Erkrankungen beteiligt

sind.

1.3 Genomweite Assoziationsstudie (GWAS)

Um genetische Risikovarianten bei multifaktoriellen Krankheiten identifizieren zu
konnen, bedient man sich genomweiten Assoziationsstudien (GWAS). Die
Allelverteilung jeder genetischen Variante wird dabei in Fall-Kontroll-Kollektiven auf
das Vorliegen einer signifikanten Assoziation untersucht. Dies erfordert jedoch relativ
grof3e Kollektive, da der Signifikanzwert bei GWAS aufgrund des multiplen Testens

nicht wie gewdhnlich bei p = 5 x 10°?, sondern bei p = 5 x 10 % liegt (25, 26).

Durch GWAS haben Su et al., Levine et al. sowie Palles et al. bereits 7
Risikovarianten fiir die Entstehung eines Barrett-Osophagus identifizieren kénnen
(27-29) (s. Tabelle 2,3,4).

1.4 Ziele der Dissertation

Hauptziel dieser Dissertation war die Implementierung eines gro3en Kollektivs von
Patienten mit histopathologisch gesichertem Barrett-Karzinom zwecks Realisierung
der folgenden Punkte:

1. Phanotypisierung des Kollektivs anhand strukturierter Interviews betreffend

den Patienten, seine Familie und seine Umwelt;
2. Erfassung exogener Risikofaktoren und klinischer Pragnanztypen;

3. Durchftihrung einer molekulargenetischer Replikationsanalyse mit 12
genetischen Varianten auf Chromosom 15 und 16, welche in bereits

vorliegenden GWAS krankheitsassoziiert waren;
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Durchfiihrung von Genotyp-Phanotyp-Analysen um besagte genetische
Varianten auf deren Wechselwirkung mit den erhobenen Phanotypdaten zu

testen;
Durchfiihrung von Genotyp-Umwelt-Analysen um besagte genetische
Varianten auf deren Wechselwirkung mit den erhobenen Umweltfaktoren zu

testen
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2. Literaturdiskussion

2.1 Uber die komplex-genetische Vererbung des Barrett-Osophagus/-Karzinoms

Wie bereits beschrieben zahlt das Barrett-Karzinom nicht zu den monogen-, sondern
zu den multifaktoriell vererbten Krankheiten. Es ist also nicht nur eine Risikovariante
eines Gens, sondern eine Vielzahl an Risikovarianten in unterschiedlichen Genen an
der Entstehung beteiligt, die auch in der phanotypisch gesunden Bevoélkerung
vorkommen. Kommt es bei einer Person zu einer Anreicherung von genetischen
Risikovarianten, so erhoht sich die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten der
Erkrankung. Man spricht daher von einer komplex-genetischen Vererbung.

Es waren Familienstudien, die initial auf eine komplex genetische Vererbung der
Barrett-Erkrankung hinwiesen. Im Folgenden sollen daher einige historische

Abschnitte chronologisch die Entwicklung dieser Erkenntnis wiedergeben.

1978 beschrieben Humphries et al. in einer Publikation, welche sich mit dem
endoskopischen Spektrum des Barrett-Osophagus befasste, einen an Barrett-
Osophagus erkrankten 16-jahrigen Jungen, dessen Vater und Bruder ebenfalls
betroffen waren (30) und legte damit einen ersten Grundstock fur die Vermutung
einer familiaren Komponente der Erkrankung.

1983 beschrieb Gelfand M.D. daraufhin den Fall von zwei sechzigjahrigen Zwillingen,
die an retrosternalem Brennen, Regurgitation und Dysphagie litten und deren
Osophagus-Biopsie das histologische Bild eines Barrett-Osophagus zeigte. Er ging
damals noch davon aus, dies kdénne darauf hinweisen, dass "die Metaplasie zu
einem bestimmten Grad kongenitalen Ursprungs ist” (31).

Im Jahr 1985 berichteten Crabbet al. Uber die Familie eines &alteren Mannes mit
Barrett-Osophagus, dessen 5 Kinder an einem GERD oder einer Osophagitis litten,
von denen drei "eindeutig" einen Barrett-Osophagus entwickelt hatten (32).

Aufgrund dieser Fallbeobachtungen kam es zur Durchfihrung weiterer
systematischer Familienstudien, die eine signifikant hohere Erkrankungsrate bei
Familien von Indexpatienten nachwiesen.

1992 publizierten Jochem et al. Uber eine Familie mit sechs Fallen von Barrett-
Osophagus, die sich lber 3 Generationen erstreckten und von denen drei ein
Adenokarzinom entwickelten. Er legte die Schlussfolgerung nahe, dass "das

Vererbungsmuster mit einem autosomal dominanten Muster mit nahezu vollstandiger
13



Penetranz vergleichbar ist" (33). Zu der gleichen Schlussfolgerung kamen auch Eng
et al. in einer Familienstudie im Jahre 1993, die dies auch weiterfihrend auf die
gastroosophageale Refluxkrankheit bezogen (34).

Anzumerken ist jedoch, dass in den beiden letztgenannten Studien nur jeweils eine
Familie untersucht wurde und somit eine geringe Anzahl an Patienten zugrunde lag.
1991 beschrieb eine Studie der International Union Against Cancer (35) mit 111
histologisch gesicherten Barrett-Osophagus-Patienten eine 2,6 fach hohere Inzidenz
bei Mannern als bei Frauen (95% KI = 1,7-4,0), wobei die National Barrett's
Oesophagus Registry 1991 (36) zwar nur einen Faktor von 1,5 errechnete (95% Kl =
1,1-2,3), jedoch ein dreifach erhthtes Risiko eines Barrett-Adenokarzinoms unter
Mannern feststellte.

2003 bestatigten Drovdlic et al. eine erhdhte Inzidenz bei mannlichen Patienten und
fuhrten selbst eine Studie mit 957 Probanden in 70 Familien durch, unter denen sich
101 BO und 52 BK oder OGJAK-Patienten befanden. Sie stellten sowohl ein
signifikant ~ jingeres  Manifestationsalter =~ von  Patienten  mit  Barrett-
Osophagus/Karzinom mit positiver Familienanamnese fest, als auch eine friihere
Manifestation beim mannlichen Geschlecht (50,6 fir BO bzw. 57,4 fir BK bei
Mannern und 52,1 bzw. 63,5 bei Frauen). Aul3erdem sei eine familiare Haufung zwar
"seit mindestens drei Dekaden bekannt..." jedoch wirde immer noch "der
uberwiegende Anteil der BO und BK sporadisch auftreten" (37).

Munitiz et al. bestétigten in einer Literatursichtung im Jahr 2008 ein friheres und
haufigeres Auftreten bei familiaren Fallen und hoben hervor, dass die Entartungsrate
ebenfalls weitaus hoher liegt, als die 0,5% Marke bei sporadischem Auftreten (38).
Diese Beobachtung konnten Chak et al. in einer im Jahr 2004 durgefiihrten
Screeningstudie zur Identifikation von Barrett-Osophagus/-Karzinom bei Verwandten
von Indexpatienten bestatigen. 138 Patienten mit BK oder BO wurden in die Studie
eingeschlossen, davon 111 mit isoliertem und 27 mit familiarem Vorkommen von
BO/BK. Bei rund 13 (21%) der 62 Verwandten ersten Grades war ein BO/BK
nachweisbar (39).

2006 fuhrten Chak et al. in der bis dahin gré3ten Studie zur Erfassung der famili&ren
H&aufung eine Umfrage an sechs Kliniken mittels strukturierter Fragebdgen durch, die
ausschlieRlich an Barrett-Osophagus/-Karzinom- und Patienten mit einem

Adenokarzinom der Kardia ausgehandigt wurden (40).

71 von 411 Patienten berichteten von einem weiteren Familienmitglied ersten oder

zweiten Grades mit Verdacht auf eine Speiserdhrenerkrankung.
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Nach Prufung der medizinischen Daten konnte bei rund 30 der 411 Patienten (7,3%)
ein Barrett-Osophagus/-Karzinom oder ein Adenokarzinom der Kardia nachgewiesen

werden.

Die familiare Haufung und das Vererbungsmuster oben genannter Studien legten
nun in fast allen Fallen den Schluss nahe, dass der Genese des Barrett-Osophagus/-
Karzinoms eine komplex-genetische Vererbung mit multifaktorieller Genese und kein

monogenes Vererbungsmuster zugrunde liegt.

2.2 Zellpathologische Vorgange beim Barrett-Osophagus/-Karzinom

Es gab zahlreiche zellpathologische Thesen tber den Zusammenhang von Reflux

und der Entstehung des Barrett-Osophagus.

In einer These ging man von einer Migration vom Zylinderepithel des Magens in den
distalen Osophagus zwecks Reparatur des vom Reflux beschadigten Epithels aus.
Dies wurde jedoch verworfen, da sich zum einen das metaplastische Epithel von
dem des Magens unterschied, und zum anderen, weil es gelang, im Tiermodell
Speiserdhre und Magen voneinander zu separieren, mit dem Ergebnis, dass sich

dennoch eine Barrett-Metaplasie ausbildete (41, 42).

Eine andere These beschreibt, wie multipotente Knochenmark-Stammzellen das
Epithel der beschadigten Speiserbhre reparieren und dabei eine Barrett-Metaplasie
entstehen lassen. Im Tierversuch entwickelten die Stammzellen jedoch nicht das
Potential, sich aus Mesoderm zu Epithel zu differenzieren. Aul3erdem wies nichts auf
die Differenzierung zu einer Vorlauferzelle des Barrett-Epithels hin (42).

Die mit Abstand populéarste These ist die Transdifferentiations-Theorie.

Diese geht davon aus, dass der Reflux die Stammzellen in der Basalzellschicht dazu
stimuliert eine Differenzierung zu metaplastischem Barrett-Epithel anstatt zu

normalem Plattenepithel zu vollziehen (41, 42).

Der Reflux mit den darin enthaltenen Magen- und Gallensauren induziert dabei eine
chronische Inflammation von lokalem-, aber auch systemischen Charakter. Diese
fuhrt unter anderem Uber die Bildung von Sauerstoffradikalen (reaktive
oxygenspecies, ROS), die Induktion von Kinase-Pathways, der Veranderung von
Transkriptionsfaktoren (CDX, NF-kB) und der Produktion von Zytokinen und

Enzymen zur Barrett-Karzinogenese (43).
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Folgende Faktoren sind hieran beteiligt:

Die Induktion des anti-apoptotischenNF-kB-Proteins:

Eine Aktivierung von NF-kB ist in vielen Tumoren nachweisbar. Es ist unter
anderem fur die Regulation von Zelltod und Zelliiberleben zustandig und kann
so unter anderem die Transkription von Zytokinen (IL-1,6, TNF-alpha),
Wachstumsfaktoren und anti-apoptotischen Proteinen (z.B. BCL-2) regulieren
(41).Es wird angenommen, dass die durch Reflux ausgeloste chronische
Inflammation Gber NF-kB anti-apoptotische Proteine induziert wird.

NF-kB induziert auch die Caudalen Homdobox Gene CDX1 und CDX2 (44).
Sie stellen wichtige Transkriptionsfaktoren fir die Entwicklung intestinalen
Zylinderepithels und damit des metaplastischen Barrett-Epithels dar (41, 44,
45). In normaler Magen-Mucosa scheinen sie nicht exprimiert zu werden, sie
sind jedoch physiologisch an der embryonalen Differenzierung des
Intestinaltraktes beteiligt (46, 47). Wong et al. (48) konnten demnach die
Expression von CDX1-Protein und mRNA in allen getesteten Barrett-
Metaplasie-Proben nachweisen, jedoch in keiner fir den Osophagus
physiologischen Plattenepithel-Probe. CDX-2-Protein und mRNA konnte
bereits im Stadium der Osophagitis, als auch in Barrett-Osophagus und
Barrett-Adenokarzinom-Proben, nachgewiesen werden (42, 44). CDX-2
scheint demnach bereits sehr frih an der Genese des Barrett-Karzinoms
beteiligt zu sein.

Die Induktion von epigenetische Veranderungen durch Inflammation (49).
Hahn et al. (50) konnten in diesem Zusammenhang nachweisen, dass eine
chronische Inflammation abberante DNA-Methylierungen induzieren kann.
Histon-Modifikationen sind ebenfalls nachweisbar.

In Barrett-Osophagus und BK nachgewiesene epigenetische Auswirkungen
sind unter anderem Gene Silencing durch den Verlust chromosomaler
Teilabschnitte (loss of heterozygosity, LOH). Dies konnten insbesondere auf
Chromosom 3p21, 17p13.1, 9p21 und 5p21 nachgewiesen werden. Die drei
zuletzt genannten stellen jeweils den Locus fur die Tumorsuppressoren-, Pro-
apoptotische- und Zellzyklus-Kontroll-Gene p53, pl6 und APC dar (51-53).
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Die Methylierung pro-apoptotischer Gene wie DAPK (54) und des DNA-
Reparatur-Gens O6-methylguanin-DNA methyltransferase (MGMT) (55), das
wie bereits beschrieben Zellen vor mutagenen und karzinogenen Effekten
schutzt, wurde nachgewiesen. Im Bezug auf den BO konnte bei der
Glutathionperoxidase 3 (GPx3), das am zelleigenen Oxidationsschutz gegen
radikale Sauerstoffatome (ROS) beteiligt ist, ebenfalls eine Methylierung

nachgewiesen werden (56).

e Die Produktion von Sauerstoffradikalen (reaktive oxygen species ROS) wird
aulBerdem durch die Inflammation selbst unterhalten. Sie besitzen die
Eigenschaft, basische DNA-Molekile zu oxygenieren und sich so toxisch auf
die DNA auszuwirken. Hierdurch kann eine veranderte Transkription,
genomische Instabilitat und Replikationsfehler zustande kommen (43). ROS

kénnen des Weiteren auch NF-kB aktivieren (41).

e Gastroosophagealer Reflux scheint zusatzlich tber einen ROS- induzierten
Pfad die Expression von Cyclooxygenase-2 (COX-2) anzukurbeln (43). Diese
reduziert Apoptose und Zell-Adhasion, erhéht dabei die Zellproliferation, wirkt
foérdern auf die Angiogenese und tragt zum Schutz entarteter Zellen vor der
Immunantwort bei (57). COX-2 wird zwar auch im normalen Osophagus
exprimiert, jedoch wurde eine signifikant erhohte Expression im BO, wie auch
in High Grade Dysplasie und BK nachgewiesen (44). Demnach geht eine
neoplastische Progression der Barrett-Metaplasie laut Kandilet al. sowie
Wilson et al. mit einer erhghten COX-2 Expression einher (57, 58). COX-2
scheint dabei Uber die Bildung von Prostaglandinen in die Karzinogenese
eingebunden zu sein, welche unter anderem neoplastische Eigenschaften
besitzen (59). Die Exprimierung von COX-2 scheint wie CDX-2 relativ frih an

der Karzinogenese beteiligt zu sein (58).

Die hier dargestellten zellpathologischen Vorgange sind trotz intensiver Forschung
immernoch nur lickenhaft verstanden worden und hinzukommen auch an der

Bildung anderer onkologischer Krankheiten beteiligt.
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Mit Hilfe des Next-Generation-Sequencing (NGS), tiber das schon kleine somatische
Mutationen (sog. driver mutations) gesichtet werden kénnen, erhofft man sich diese

Ablaufe in ihrem vollen Umfang darstellen und besser verstehen zu kénnen (60).

2.3 Etablierte genetische Risikovarianten beim Barrett-Osophagus/-Karzinom

2.3.1 Assoziationsanalysen in kleinen Kollektiven (<500 Patienten)

Auf der Suche nach genetischen Ursachen fur die Entstehung des Barrett-
Osophagus und des Barrett-Karzinoms wurden zunachst
Assoziationsuntersuchungen an Kandidatengenen durchgefiihrt. Als Kandidatengen
bezeichnet man Gene, denen aufgrund ihrer Funktion Bedeutung an der Entstehung
einer Erkrankung zukommen kénnte. Im Bezug auf den Barrett-Osophagus und das
Barrett-Karzinom handelt es sich beispielsweise um Gene, die an DNA-
Reparaturprozessen, der Entwicklung der Speiserdhre, dem Metabolismus
xenobiotischer Substanzen oder der Transkription von Regulaturproteinen beteiligt
sind, aber auch um Gene, die eine Veranderung, - z.B. durch Methylierung infolge
der chronischen Inflammation-, erfahren haben. Im Folgenden sollen beispielhaft

einige dieser Kandidatengene beschrieben werden.

Gen fur die O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT):

MGMT ist ein DNA-Reparaturprotein, das mutagene und karzinogene Effekte durch
alkylierende Substanzen abfangt (55). Dass die Hypermethylierung von CpG-Inseln
im Promoter von MGMT und damit der Verlust oder die Reduzierung von MGMT mit
gastrointestinalen Tumoren in Verbindung gebracht wird, ist bekannt (61, 62).
Scheinbar stellt es jedoch auch eine friihe Komponente bei der Entstehung des
Barrett-Karzinoms dar, wie Kuester et al. in der Analyse von 133 Patienten feststellen
konnte. Eine Hypermethylierung kam dabei in 78,9% der Barrett-Adenokarzinome
vor, in 100% der intraepithelialen Neoplasien sowie in 88,9% der Metaplasien, jedoch
nur in 21,4% des normalen Epithels der Speiserdhre (p < 0,001) und korrelierte
signifikant mit einer Downregulation von MGMT (p = 0,048) und der Protein-
Expression (p = 0,02) (55). Doecke et al. konnte in diesem Zusammenhang eine
Assoziation der MGMT-Allele von rs12268840 und 1143V mit einem erhdhten Risiko

fur ein Barrett-Karzinom nachweisen (63).
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Gene fur den Nucleotide excision repair pathway (NER):

NER ist unter anderem an der Reparatur von UV-induzierten Schaden sowie von
Crosslinks involviert (64), wodurch sich entsprechende Gene hervorragend als
Kandidaten fir die Untersuchung von Polymorphismen, die mit der Entstehung von

Barrett-Karzinomen assoziiert sein kénnen, eignen.

XPD (xeroderma pigmentosum group D) und ERCC1 (Excision repair cross-
complementgroup 1) sind Schlisselproteine dieses Pathways (65) und wurden von
Tse et al. in einer Studie mit 312BK-Fallen und 454 Kontrollen auf Assoziation
analysiert. Die Polymorphismen Lys 751 GIn in XPD sowie 8092C/A und 118C/T in
ERCC1 wurden signifikant mit einem erhohten Risiko fur die Entstehung eines BK
assoziiert. Ferguson et al. untersuchte den Polymorphismus Lys 751GIn in XPD
ebenfalls, konnte jedoch keinerlei Assoziation nachweisen (66). Diese Studie
umfasste 212 BO, 210 BK-Patienten und 248 Kontrollen.

Gene fur den Base excision repairpathway (BER):

Der BER-Pathway ist beteiligt an der Reparatur von Einzelstrangbriichen, die durch
Exposition gegeniber Sauerstoffradikalen (ROS), ionisierender Strahlung oder
alkylierenden Substanzen ausgel6st wurden und stellt daher ein Kandidat fur die

Genese von Tumoren dar.

XRCC1 (X-ray repair cross-complement group 1), APE1 (AP endonuclease 1) und
hOGG1 (8-oxoguanine DNA glycosylase) sind die Schlisselproteine dieses
Pathways (65). Fir XRCC1 (Arg 399 GIn) sowie fur APE 1 (Asp 148 Glu) und
hOGG1 (Ser 326 Cys) konnte Tse et al. allerdings keine signifikante Assoziation

nachweisen (64).

Ferguson et al. konnten die Studienergebnisse von Tse et al. fir hOGG1 (Ser 326
Cys) und XRCC1 (Arg 399 GIn) in ihrer Arbeit bestéatigen (66) und stellten ebenfalls

keine Assoziation fest.

Gen fiir CCND1;

Das CCND1 Gen befindet sich auf Chromosom 11913 und kodiert fur Cyclin D1,
welches ein Schlisselprotein fir den Ubergang der G1 zur S-Phase im Zellzyklus
darstellt (67). Das Protein Cyclin D1 wurde bereits in zahlreichen Studien mit der
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Entstehung des BK in Verbindung gebracht (68, 69), wobei gerade dessen
Uberexpression mit einem signifikant hoherem Risiko der Entstehung eines BK aus
dem BO vergesellschaftet scheint (68).

Interessanterweise konnten Casson et al. in einer Studie mit 56 BK, 125 BO
Patienten und 95 Kontrollen zwar ein signifikant erhohtes Risiko von G780A in
CCND1 fir die Entstehung sowohl eines GERD, eines BO und eines BK zeigen,
jedoch keine signifikante Assoziation dieser Variante mit der scheinbar karzinogenen

Uberexpression von Cyclin D1 feststellen (67).

Diese kurze Auflistung von Kandidatengenanalysen veranschaulicht zum einen, dass
ein groRes Bestreben nach der Identifikation von Risikovarianten fir die Barrett-
Erkrankung besteht. Zum anderen wird deutlich, dass Kollektive mit < 500 Patienten
nicht geeignet sind, um Risikovarianten hypothesenfrei fur die Barrett-Erkrankung mit

einer ausreichenden statistischen Power nachzuweisen.

Tabelle 1: Bisher durchgefihrte Kandidatengenanalysen 1990-2015

GSTM3 | 1 9 BK 200 (70) 1990
GSTP1 | 6 207 BK, 189 BO 223 (71) 1996
MnSOD | 3 207 BK, 189 BO 223 (71) 1996
GPX2 2 207 BK, 189 BO 223 (71) 1996
NQO1 1 144 BK, 200 BO 94 (72) 1999
MnSOD | 1 144 BK, 200 BO 94 (72) 1999
PTGS2 |2 140 BK, 255 BO NA (73) 2002
IL-1B 1 108 BK 210 (74) 2003
IL-1RN 1 108 BK 210 (74) 2003
IL-4 1 108 BK 210 (74) 2003
IL-6 1 108 BK 210 (74) 2003
IL-10 3 108 BK 210 (74) 2003
TNF-A 1 108 BK 210 (74) 2003
XPD 2 56 BK',125 BO® 95 (75) 2004
XRCC1 | 2 56 BK,125 BO 95 (75) 2004
XRCC3 |1 56 BK,125 BO 95 (75) 2004
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XPC 56 BK,125 BO 95 (75) 2004
CCND1 56 BK, 125 BO 95 (67) 2005
MGMT 263 BK 1337 (63) 2008
ERCC1 263 BK 1337 (63) 2008
XPD 263 BK 1337 (63) 2008
XRCC1 263 BK 1337 (63) 2008
XPD 312 BK 454 (64) 2008
ERCC1 312 BK 454 (64) 2008
XRCC1 312 BK 454 (64) 2008
APE1 312 BK 454 (64) 2008
hOGG1 312 BK 454 (64) 2008
hOGG1 209 BK, 212 BO 248 (66) 2008
XRCC1 209 BK, 212 BO 248 (66) 2008
XPD 209 BK, 212 BO 248 (66) 2008
EGF 312 BK 447 (a7) 2008
Cyclin D1 56 BK 253 (76) 2009
p16 56 BK 253 (76) 2009
NQO1 140 BK 260 an 2009
XPD 96 BK 472 (78) 2010
XPC 96 BK 472 (78) 2010
XRCC1 96 BK 472 (78) 2010
XRCC3 96 BK 472 (78) 2010
GSTT1 9 BK 137 (79) 2010
GSTM1 9 BK 137 (79) 2010
GSTP1 9 BK 137 (79) 2010
CYPIAL 21 BK, 98 BO 247 (80) 2012
GSTP1 21 BK, 98 BO 247 (80) 2012
GSTM1 21 BK, 98 BO 247 (80) 2012
GSTT1 21 BK, 98 BO 247 (80) 2012
GSTM1 27 BK 130 (81) 2012
GSTT1 27 BK 130 (81) 2012
GSTP1 27 BK 130 (81) 2012
CYPIAL 27 BK 107 (81) 2012
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COX2 1 209 BK, 212 BO 248 (82) 2013

iINOS 1 209 BK, 212 BO 248 (82) 2013
GSTT1 |1 45 BK 45 (83) 2014
GSTM1I | 1 45 BK 45 (83) 2014
GSTPL | 1 45 BK 45 (83) 2014
mEH 2 45 BK 45 (83) 2014
CYPIA1l |1 45 BK 45 (83) 2014
NQO1 1 61 BK 252 (84) 2014
ADH3 1 114 BK und KA® 160 (85) 2015
GSTT1 |1 67 BK 209 (86) 2015
GSTM1 | 1 67 BK 209 (86) 2015
GSTPL | 1 67 BK 209 (86) 2015
NAT1 1 67 BK 209 (86) 2015
CYPIA1l |1 67 BK 209 (86) 2015

'BK: Barrett-Karzinom
?B0O: Barrett-Osophagus
3KA: Kardia-Karzinom

2.3.2 Assoziationsstudien in grof3en Kollektiven (>1000 Patienten)

Nachdem Studien mit weniger als 500 Patienten sich als ungeeignet fir den
hypothesenfreien Nachweis von Risikovarianten fur die Barrett-Erkrankung erwiesen
hatten, wurden von 2012 bis 2015 zwei genomweite Assoziationsstudien (GWAS)
und eine Replikationsanalyse einer GWAS publiziert. Hierbei wurden auch erstmals

mehr als 1000 Patienten mit Barrett-Karzinom untersucht.

Das Esophageal Adenocarcinoma Genetics Consortium (EAGLE) und das Wellcome
Trust Case Controll Consortium 2 (WTCCC2) publizierten die erste GWAS, die 1.852
BO-Patienten und 5.172 Kontrollen europaischer Abstammung umfassten (27).

Gefundene genetischen Assoziationen wurden in mehreren Replikationsstudien mit
insgesamt 5.986 Patienten und 12.825 Kontrollen erneut auf Signifikanz getestet,
wobei zwei Loci identifiziert werden konnten, in denen SNP-Marker dem

teststatistischen Signifikanzwert einer GWAS von p < 5x 10" standhielten.
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Tabelle 2: Genomweit assoziierte Risikovarianten der ersten GWAS 2012

Variante Chromosom | Gen Frequenz des Frequenz des Relatives Risiko
Risikoallels bei | Risikoallels bei (RR)
Patienten Kontrollen
rs9257809 6p21 MHC 89% 87% 1,14
rs9936833 16924 FOXF1 42% 37% 1,21

Das nachstgelegene proteinkodierende Gen des als signifikant befundenen SNP
rs9936833 ist dabei FOXF1, welches in seiner Funktion als Transkriptionsfaktor eine
Teilhabe an Struktur und Entwicklung des Osophagus aufweist und somit eine
besonders interessante Risikovariante darstellt. Dagegen befindet sich der zweite
SNP 159257809 in der HLA-Region auf Chromosom 6p21. Aufgrund des
ausgepragten Kopplungsungleichgewichtes (LD) in diesem Bereich des Genoms (81)

konnte allerdings kein plausibles Effektorgen dieser Assoziation benannt werden.

Das BEACON-Konsortium (Levine et al.) flhrte die zweite GWAS mit einem Kollektiv
aus 3.928 Barrett-Osophagus/-Karzinom-Patienten und 3.207 Kontrollen durch (28).
Wie auch bei der ersten GWAS waren alle Teilnehmer européischer Abstammung
und signifikant assoziierte SNPs (n=94 mit p < 10%) wurden einer
Replikationsanalyse mit 1.633 Patienten und 6.911 Kontrollen unterzogen. Zu
beachten ist hierbei, dass es sich um eine Mischgruppe aus Barrett-Osophagus und -
Karzinom-Patienten handelte.

Drei Loci konnten in dieser GWAS die Signifikanzschwelle von p < 5x 10 erreichen.

Tabelle 3: Genomweit assoziierte Risikovarianten der zweiten GWAS 2013

Variante Chromosom | Gen Frequenz des Frequenz des Relatives Risiko
Risikoallels bei Risikoallels bei | (RR)
Patienten Kontrollen
rs10419226 19p13 CRTC1 49,2 45,6 1,18
rs2687201 3pl4a FOXP1 33,5 30,3 1,18
rs11789015 9922 BARX1 74,4 71,7 1,2

Auch hier fanden sich SNPs in Bereichen, in denen Gene lokalisiert sind, die in
Zusammenhang mit der Entwicklung der Speiser6hre stehen. SNP rs2687201

befindet sich nahe dem Transkriptionsfaktor FOXP1, welcher eine bedeutende Rolle
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in der Ausdifferenzierung der Speiserthre spielt. SNP rs11789015 liegt in der Nahe
von BARX1, dem als Transkriptionsfaktor Bedeutung an der Entstehung der Barrett-
Erkrankung zukommen konnte. Dagegen stellt rs10419226 einen SNP im
Transkriptions-Koaktivator CRTC1 dar, dessen aberrante Aktivierung mit erhéhtem

onkogenem Potential in Verbindung steht.

Die GWAS-Replikation, die durch Palles et al. (29) durchgefihrt wurde und unter
anderem vielversprechende Varianten des BEACON-Konsortiums beinhaltete,
umfasste 8.306 Patienten mit BE und 15.890 Kontrollen. Durch die Analysen konnten
zwei Loci mit einem teststatistischem Signifikanzwert von p < 5x 10 nachgewiesen
werden (siehe unten). Aufllerdem wurde eine Meta-Analyse der beiden bisher
publizierten GWAS durchgefihrt, die zu einer genomweiten BO-Assoziation auf
Chromosom 15921 fuhrte und so den SNP rs3784262 in der Nahe des Gens
ALDH1A? identifizierte.

Tabelle 4. Genomweit assoziierte Risikovarianten der GWAS-Replikation 2015

Variante Chromosom | Gen Frequenz des Frequenz des Relatives Risiko
Risikoallels bei Risikoallels bei | (RR)
Patienten Kontrollen
rs3072 2p24 GDF7 41 36 1,14
rs2701108 12924 TBX5 62 59 0,9

Die Variante rs3072 befindet sich nahe dem Protein-kodierenden Gen GDF7,
welches fur das BMP12 Protein im bone morphogenic protein pathway (BMP)
kodiert, von dem angenommen wird, dass es an der Entwicklung der Speiserdhre
beteiligt ist. GDF7 spielt aul3erdem eine Rolle in der Regulierung von Pathways, die
einen Einfluss auf die Entwicklung der Speiserohre durch FOXF1 und TBX5 haben
(29).

SNP rs2701108 befindet sich nahe des Transkriptionsfaktor kodierenden Gens
TBX5, welches an der Regulation der Entwicklung der Speiserdhre und des Herzens
involviert ist. Interessanterweise fihrt dessen Fehlregulation zu Malformationen des
Zwerchfells (87, 88), weshalb angenommen wird, dass es moglicherweise fir die

Entwicklung einer Hiatushernie und damit fur eine Refluxkrankheit pradisponiert.

SNP rs3784262 befindet sich in der Ndhe des Gens ALDH1A2, welches fir ein

Enzym kodiert, das die Synthese von Retinsauren katalysiert und so unter anderem
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in der Metabolisation von Alkohol involviert ist (89). Die Variante kénnte somit zu

einem inflammatorischen Prozess im Epithel der Speiserdhre beitragen.

Aufgrund ihrer Befunde legen Palles et al. die Hypothese nahe, dass die bisher
assoziierten SNPs bzw. die Gene in deren Néhe eine Refluxerkrankung durch eine
gestorte Entwicklung thorakaler und diaphragmaler Strukturen und durch eine
gesteigerte inflammatiorische Antwort beeinflussen. Die bisher assoziierten SNPs
befinden sich jedenfalls in der Nahe von Genen, die als Transkriptionsfaktoren fir die
Entwicklung des Thorax, des Diaphragmas und des Osophagus von Bedeutung sind
(FOXF1, FOXP1, BARX1 und TBX5). Zum anderen befinden sie sich in der HLA-

Region, in der Gene fiur die Inflammation verantwortlich sind.

2.4 Exogene Einflussfaktoren des Barrett-Osophagus/-Karzinom

Die Entstehung des Barrett-Osophagus und des Barrett-Karzinoms ist unter anderem
auch mit exogenen Einflussfaktoren behaftet. Hierbei sind vor allem zweli
Erkenntnisse bemerkenswert. Zunachst muss ein Risikofaktor, der zur Entstehung
eines Barrett-Osophagus beitragt, nicht zwangslaufig auch an der Pathogenese
eines Barrett-Karzinoms beteiligt sein und andersherum. Des Weiteren stehen alle
mafgeblichen Risikofaktoren in Zusammenhang mit dem Hauptrisikofaktor

gastroosophageale Refluxkrankheit (GERD).

2.4.1 Unabhangige Risikofakoren beim Barrett-Osophagus/-Karzinom

Mittlerweile ist die gastrotsophageale Refluxkrankheit (GERD) als malf3geblicher
Faktor der Genese des Barrett-Osophagus sowie auch des Barrett-Karzinoms
weitraumig anerkannt (4, 6, 90). Fir die Entstehung eines Barrett-Osophagus durch
GERD variieren die Angaben in der Literatur zwischen einem 5 und 10%igen Risiko
(4, 17). Die Wahrscheinlichkeit, ein Barrett-Adenokarzinom zu entwickeln, erhéht sich
bereits durch das alleinige Vorhandensein von Reflux um 300% (91) und kann sich je
nach Haufigkeit der Symptomatik (wochentlich oder taglich) auf ein bis zu 7,4-faches
Risiko erhéhen (OR 7.40; 95% Kl = 4.94-11,1) (92). Lagergren et al. stellten zudem
fest, dass wohl nicht nur die Frequenz, sondern auch die Dauer (20 Jahre und mehr)
und Schwere der Symptomatik (retrosternales Brennen und Regurgitation) eine Rolle

in der Entstehung des Barrett-Adenokarzinoms zu spielen scheinen (OR 43.5; 95 K
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= 18.3-103.5) (6). Von 189 Patienten gaben 113 (60%) an, mindestens einmal in der
Woche retrosternales Brennen, Regurgitation oder beides zu erfahren. In der
Kontrollgruppe, bestehend aus 820 Personen, gaben lediglich 135 (16%) die gleiche
Symptomatik an (OR 7,7;95% KI = 5,3-11,4), wobei sich das Risiko bei gleicher
Voraussetzung, aber nachtlicher Symptomatik, nahezu auf das elffache erhdohte (OR
10,8; 95% Kl = 7,0-16,7).

Mit diesem Hintergrund bleibt es weiterhin bemerkenswert, dass bei Uber 45% der
Barrett-Osophagus- und 40% der Barrett-Karzinom-Patienten zum Zeitpunkt der
Diagnose keinerlei Refluxsymptome erinnerlich sind (7, 35).

Pohl et al. fanden heraus, dass die Entstehung des GERD direkt mit dem
Vorhandensein der axialen Hiatushernie des Osophagus in Zusammenhang steht
(OR 3.62; 95 % KI = 2.15-6.09), wobei die Odds Ratio mit der Grél3e der Hernie bis
zu einem Faktor von 4 zunahm (OR 4.23; 95 % Kl = 2.03-8.81) (8). Eine Assoziation
zum Barrett-Osophagus konnte ebenfalls nachgewiesen werden (OR 2.43; 95 % Kl =
1.50 — 3.94).

Wu et al., die bereits einen signifikanten Zusammenhang zwischen Reflux und
Barrett-Adenokarzinom nachweisen konnten, stellten in ihrer Befragung von 222
Patienten mit BK sowohl den Reflux als auch die Hiatushernie als unabhangige
Risikofaktoren fur die Genese eines BK heraus.

So erhdhte eine Hiatushernie ohne weitere Risikofaktoren das Risiko um 600% (OR
5,85; 95% KI = 3,18-10,75), eine Hiatushernie mit Reflux als Risikofaktor erhdhte das
Risiko um bis zu 800% (OR 8,11; 95% KI = 4,75-13,87) (91).

Ein weiterer Risikofaktor, der mit der Entstehung einer Hiatushernie assoziiert schien,
war die Adipositas. Gordon et al. beschrieben unter anderem eine
Magenhochwanderung durch erhdhten intraabdominellen Druck als ursachlich.
Wilson et al., fanden einen signifikanten Zusammenhang zwischen einem erhghten
BMI und der Genese der Hiatushernie mit Folge einer Refluxdsophagitis (93) was
durch Studien von Barak et al. bestétigt wurde (94). Stene-Larson et al. fanden in
zwei Studien mit 385 bzw. 1.224 Patienten, die eine Endoskopie durchliefen, heraus,
dass Adipositas ein unabhéngiger Risikofaktor sowohl fur die Hiatushernie als auch
fur die Refluxdsophagitis darstellt.

Dies stellt den Zusammenhang drei der wichtigsten Risikofaktoren (Relfux,
Hiatushernie, Adipositas) fur die Genese des BK her.

Daraufhin wurde Adipositas ebenfalls Forschungsthema zahlreicher Studien zum

Thema Barrett-Osophagus und Karzinom.
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Mit der Frage, ob auch die Adipositas einen direkten unabhangigen Risikofaktor fur
den BO oder den BK darstellt, beschéftigten sich Singh et al. in einer Metaanalyse
von 40 Artikeln, die zu dem Ergebnis gelangte, dass stammbetonte Adipositas
unabhangig von Refluxsymptomen sowohl mit der Genese des BO (aOR 2.04; 95%
Kl = 1.44-2.90) als auch mit der Genese des BK (aOR 2.51;95% Kl = 1.54-4.06)
assoziiert ist (95). Schneider et al. stellten daraufhin fest, dass es lediglich die
stammbetonte Adipositas, nicht aber der BMI zu sein scheint, die mit der Entstehung
des Barrett-Osophagus zusammenhangt, jedoch beide Faktoren an der Entstehung
des Adenokarzinoms beteiligt sind. Das Risiko korreliert mit steigendem BMI sowohl
bei Mannern als auch bei Frauen (OR 2.4; 95% Kl = 1.9-3.2 und OR 1.9; 95% KI =
1.5-2.5), wobei ein BMI > 25 mit einem zweifachen Risiko und ein BMI von >40 mit
einem fast funffachen Risiko einhergeht (OR 4,76: 95% Kl = 2,96-7,66) (4). Eine
Analyse des BEACON Konsortiums in zwei Kohortenstudien, die 2.000 Félle und
12.000 Kontrollen umfasste, kam zu demselben Schluss (96).

Gleiches Konsortium filhrte ebenfalls eine Studie mit 1.059 BO, 1.332 GERD und
1.143 Kontrollen zum Risikofaktor Nikotin durch und fand heraus, dass Patienten mit
einem BO signifikant ofter Raucher waren als die populationsbasierten
Kontrollpersonen (OR 1,67; 95% KI = 1,04-2,67). Eine Assoziation zur
Nikotinaufnahme korrelierte mit der Anzahl der pack-years bis ein Plateau bei 20py
erreicht wurde (97). Es stellte sich ein nicht strikt linearer Zuwachs dar mit einem
Risikofaktor von 1,5 bei unter 15 und 15 bis 29 pack-years und einem Risikofaktor
von 2 bei 30-44 und Uber 45 pack-years im Vergleich zu Patienten, die niemals
Raucher waren.

Eine Metaanalyse von funf Studien untermauerte die Ergebnisse des BEACON-
Konsortiums und konnte zudem auch eine Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen
Nikotinaufnahme und Ausbildung eines BK nachweisen, wobei das Risiko
geschlechtsspezifisch variierte (4). Mannliche, ehemalige/derzeitige Raucher wiesen
demnach ein geringflgig hoheres Risikoauf (OR: 2.10; 95% Kl: 1.71e259) als Frauen
(OR: 1.74; 95% KI: 1.21e2.51). Bei beiden Gruppen sank das Risiko mit Beendigung
des Raucherstatus, war aber nach 10 Jahren im Vergleich zu einem Nie-Raucher-
Status immernoch signifikant erhéht (OR 1,72; 95% Kl = 1,38-2,15).

Auch bei diesem Risikofaktor ist wiederum anzumerken, dass er die Entstehung von
GERD fordert.

Zuletzt bleibt noch das Alter der Patienten zu erwahnen.

27



Gatenby et al. (98) erfassten in einer Statistik das durchschnittliche Alter von 7.877
Patienten bei Diagnosestellung Barrett-Osophagus und kamen zu dem Ergebnis,
dass Manner friher diagnostiziert wurden als Frauen (61,6 Jahre vs. 67,3 Jahre).
Drovdlic et al. (37) untersuchten 70 Familien bei denen sowohl Barrett-Osophagus
als auch Barrett-Karzinome vorkamen. Bei familidrer Vorbelastung lag das
Durchschnittsalter fiir die Diagnose eines BO bei Mannern bei 50,6 und Frauen 57,4
Jahren, die Diagnose eines Barrett-Karzinoms lag bei durchschnittlich 57,4 und 63,5
Jahren. De Jonge et al. (99) kamen in einer grof3 angelegten Studie nach Evaluation
von 42.207 BO-Patienten zu dem Schluss, dass das Alter ein unabhangiger
Risikofaktor fur die Entstehung der HGD und des BK darstellt (>75 Jahre HR 12;
95% Kl = 8,0-18).

2.4.2 Unbestatigte Risikofaktoren beim Barrett-Osophagus/-Karzinom

Sowohl die Aufnahme von Alkohol als auch der Konsum von Kaffee wurden in
zahlreichen Studien auf ihre Assoziation hin (dberprift. Nach derzeitigen
Erkenntnissen stellt keines von beidem einen Risikofaktor in der Entstehung des

Barrett-Osophagus oder das Barrett-Karzinoms dar.

Sehr wohl konnte Keshavarzian et al. zwar einen Einfluss von Alkohol auf die
Motilitit des unteren Osophagussphinkter nachweisen, wobei dessen
Kontraktionsamplitude und Druck absanken (100). In eine Metaanalyse von Lou et
al., die 882 Falle und 6.867 Kontrollen umfasste, konnte im Rahmen von 10 Fall-
Kontroll und 4 Kohortenstudien jedoch kein Zusammenhang zwischen
Alkoholaufnahme und einer erhéhten Inzidenz einer High Grade Dysplasie oder
einem BK gefunden werden (RR 1,17: 95% KI = 0,93-1,48) (101).

Schneider et al. bestatigten in ihrem Review von 16 Studien zur Epidemiologie des
BO und BK, dass keinerlei Korrelation zwischen der Aufnahme von Alkohol und der
Ausbildung eines BO oder eines BK besteht, selbst wenn groRere Mengen (>7
Drinks) konsumiert worden sind (OR 0,97: 95% KI = 0,68-1,36). Ganz im Gegenteil
werden in zwei Studien sogar ein gering ausgepragter protektiver Effekt bei
Aufnahme kleiner Mengen, speziell von Wein, beschrieben (0,5-<1 Drink/Tag) (102,
103).
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Ebenso wie bei der Aufnahme von Alkohol reduziert sich bei Kaffeekonsum
nachweislich der Druck tiber dem unteren Osophagussphinkter (104).

Jedoch konnten Nocon et al. in einer Studie mit 7.124 gesunden Probanden keinen
signifikanten Einfluss von Kaffeekonsum und der Ausbildung eines GERD aufweisen
(105), wobei Nilsson et al. sogar einen moderat protektiven Einfluss feststellte (106).
In einer Metaanalyse von 15 Fall-Kontroll-Studien konnte Kim et al. ebenfalls keine
Korrelation  zwischen Kaffeekonsum und einem erhOhten Risiko  fir
gastroosophagealen Reflux aufzeigen (OR 1,06; 95% KI = 0,94-1,19) (107).

2.4.3 Protektive Faktoren beim Barrett-Osophagus/-Karzinom

Zahlreiche Studien beschreiben eine Korrelation zwischen der negativen Infektion mit
Helicobacter Pylori und dem Vorliegen eines Barrett-Osophagus (1, 4) (OR 0,64;
95% Kl = 0.43-0,94) (108). Es wird hinter dem scheinbar protektiven Effekt eine
Reduktion der Saureproduktion des Magens durch die von H.pylori hervorgerufene
gastrale Atrophie vermutet (11). Wang et al. fiihrten eine Metaanalyse von 12 Fall-
Kontroll-Studien mit insgesamt 550 BO und 2.979 Kontrollen durch und stellten fest,
dass die Pravalenz von H. pylori in BO-Patienten signifikant niedriger war als in
gesunden Kontrollen (23.1 % vs. 42.7 % , OR 0.50; 95 % KI =0.27-0.93, p= 0.03)
(109). Fischbach et al. bestatigten diese Ergebnisse in einer weiteren Metaanalyse
(RR 0.46; 95% KI = 0.35-0.60) (110).

Rokkas et al. konnten zudem in einer Metaanalyse, die 18 Kohorten- und Fall-
Kontroll-Studien einbezog, eine invers-signifikante Assoziation von H. pylori und der
Genese eines Barrett-Karzinoms feststellen (OR 0,52; 95% KI = 0,37-0.73) (108).

Ernahrungsfaktoren spielen ebenfalls eine zentrale Rolle in der Pravention des BO
und BK. Kubo et al. filhrten eine Fall-Kontroll-Studie mit 296 BO, 308 GERD und 309
gesunden Probanden durch. Omega-3-Fettsauren (OR= 0.46; 95% Kl = 0.22-0.97),
mehrfach ungesattigte Fettsduren (OR= 0.34; 95% KI = 0.15-0.76) und Fasern von
Obst und Gemiise (OR=0.47; 95% KI = 0.25-0.88) waren mit einem niedrigeren
Risiko fir die Ausbildung eines BO assoziiert (111).

Coleman et al. beschrieben in einer Metaanalyse ebenfalls zwei Studien, die
Ballaststoffe als protektiv gegenuiber BO identifizierten mit einer Risikoreduktion von

60-66% bei hoher Ballaststoffaufnahme, sowie acht Studien die eine invers-
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signifikante Assoziation zwischen BK und hoher Ballaststoffaufnahme zeigte (OR
0.66; 95% Kl = 0.44-0.98) (112).

Der protektive Effekt wird in einer Reduktion des GERD und durch Phytins&ure in
ballaststoffreicher Nahrung vermutet, welche Apoptose fordernd wirkt und dadurch
das Zellwachstum eines Barrett-Karzinoms inhibiert (4).

Vitamin C, Beta Karotin und insbesondere Vitamin E scheinen mit einem niedrigeren
BO-Risiko zu korrelieren (113).

Aspirin und andere NSAID

Des Weiteren scheint der BO mit steigendem Dysplasiegrad eine erhéhten
Expression von Cyclooxygenase 2 (COX-2) aufzuweisen, deren Inhibition die
Progression der Metaplasie zum Karzinom aufhalten kénnte (1). Das BEACON
Konsortium analysierte funf Fall-Kontroll- und eine Kohortenstudie mit rund 1.226 BK
Patienten. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass die Einnahme
von Aspirin und anderen NSAID eine statistisch-signifikante Risikoreduktion fur die
Entwicklung eines BK aufwies (OR 0,68; 95% Kl = 0,56-0,83). Eine hochfrequente
Einnahme (taglich) tGber Jahre (>10 Jahre) war sogar mit einer Risikoreduktion um
bis zu 40% behaftet (OR 0,56; 95% KI = 0,43-0,73; p < 0,001) (114).

Eine Metaanalyse von Zhang et al. bestatigte ebenfalls ein reduziertes Risiko unter
Aspirin (RR 0.63; 95% KI = 43—-0.94) und anderen NSAID (RR 0.50; 95% KI = 32—
0.78) fur die Entstehung einer High-Grade-Dysplasie (HGD) oder eines
Adenokarzinoms unter BO-Patienten. Es wurde jedoch festgestellt, dass bereits
geringe Dosen ausreichend waren, um einen protektiven Effekt zu erzeugen (115).

Kdrperliche Aktivitat

Ein weiterer protektiver Faktor stellt die Ausibung korperlicher Aktivitaten dar.
Nilsson et al. (106) eruierten in einer Studie zu mit dem Lebensstil der Patienten
assoziierten Risikofaktoren flr gastroosophagealen Reflux, dass einmal wdchentlich
ausgeubte korperliche Aktivitat wie Joggen und Schwimmen das Refluxrisiko im
Vergleich zu korperlich inaktiven Personen um bis zu 50% senken konnte (OR = 0,5;
95% Kl = 0,4-0,7, p<0,001). Da lange Zeit vermutet wurde, dass korperliche Aktivitat
den Reflux sogar noch steigert, gingen auch Dore et al. dieser Frage nach und
konnten untermauern, dass Personen, die nie kdrperlich aktiv waren, sogar ein

dreifach hoheres Risiko flir die Entwicklung eines GERD aufwiesen, als solche, die
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sich zwei oder mehr Stunden pro Woche korperlich betatigten (OR = 2,7; 95% Kl =
1,6 -4,6, P =0,001) (116).

2.5 Methoden zur Genidentifikation bei multifaktoriellen Erkrankungen

Auf dem Gebiet der molekulargenetischen Forschung sind Assoziationsanalysen zur
Genidentifikation bei mutlifaktoriellen Erkrankungen zu nennen. Hierbei werden
genetische Varianten in Fall-Kontroll-Kollektiven analysiert. AnschlieRend wird die
Auspragung der Varianten in beiden Gruppen verglichen. Als genetische Varianten
werden dabei Ublicherweise SNPs (singlenucleotidepolymorphisms) untersucht, da
sie die haufigsten Varianten im humanen Genom sind. Assoziationsanalysen kénnen

mittlerweile auch genomweit durchgefuihrt werden,

Sind Assoziationsanalysen in ihrem Aussagewert bei sorgfaltiger Durchfihrung der
Studie auch noch so genau, so stellen multifaktorielle Erkrankungen in ihrer
genetischen Architektur ein duf3erst komplexes Gebilde dar, deren genaue Analyse

vor allem durch drei Stérphanomene beeinflusst wird:

I. Die Locus-Heterogenitat kann dazu fiihren, dass ein ahnlicher oder identischer
Phanotyp durch Mutationen in verschiedenen Genen verursacht wird. Verschiedene
Mutationen an demselben Locus werden als allelische Heterogenitat bezeichnet
(117).

[I. Eine unvollstandige Penetranz kann dazu fuhren, dass eine genetische
Risikovariante nicht bei allen, sondern nur bei einem Teil der Individuen den
Phanotyp bestimmt. Die Risikovariante kann also auch in der gesunden

Allgemeinbevdlkerung auftreten (118).

lll. Als Phanokopie beschreibt man die Entstehung von Phé&notypen durch
nichterbliche, umweltbedingte Nachahmungen von Phéanotypen. Die zur Ausbildung

des Phanotyps verantwortliche Risikovariante liegt also nicht vor (119).

2.5.1 Assoziationsuntersuchungen

Assoziationsuntersuchungen befassen sich mit der Fragestellung, ob eine
genetische Variante signifikant haufiger bei Patienten als bei Kontrollpersonen
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vorkommt und erlauben so beispielsweise Aussagen Uber den Effekt der Variante auf
eine Erkrankung (120). Die haufigsten genetischen Varianten stellen einfache
Basenpaarsubstitutionen, sogenannte singlenucleotidepolymorphisms (SNPs) dar,
die Uber das Relative Risiko (RR) im Grad ihrer Assoziation zur Krankheit gemessen
werden kdnnen. Das Relative Risiko erlaubt also eine Aussage Uber den Faktor der
Wabhrscheinlichkeit des Auftretens einer Krankheit bei Tragern im Vergleich zu Nicht-
Tragern einer genetischen Variante.

Folgende Mechanismen stellen die Basis fir eine Assoziation zwischen einem Allel

und dem Auftreten einer Erkrankung dar:

I. Direkter Zusammenhang: Ein Allel selbst erhéht die Wahrscheinlichkeit, eine

Erkrankung zu entwickeln (120).

[I. Populationsstratifikation: Ein Allel kommt in der untersuchten Subgruppe zuféallig

haufiger vor, als in der Gesamtpopulation (120).

[ll. Kopplungsungleichgewicht

Ein Kopplungsungleichgewicht (engl. LD, linkagedisequilibrium) liegt vor, wenn zwei
Allele an zwei benachbarten Genorten haufiger gemeinsam vererbt werden, als
durch Zufall in einer Population zu erwarten ware. Es beschreibt &hnlich einer
Korrelation den Zusammenhang zwischen zwei Genotypen, zum Beispiel zwischen
zwei SNPs (121-123). Diese Erkenntnis macht es moglich, das
Kopplungsungleichgewicht (LD) in der Kartierung des Genoms nutzbar zu machen.
Im Rahmen von Assoziationsstudien kann man sich beispielsweise innerhalb eines
Sets von SNPs, welche hochgradig miteinander korrelieren, lediglich zugunsten der
Genotypisierung eines SNP entscheiden, der als Marker fur das Vorhandensein des
gesamten Sets dient (122). Grundvoraussetzung hierfur ist jedoch, dass das
Kopplungsungleichgewicht und damit die Assoziation der Genloci im Laufe der
Evolution nicht durch Rekombination verloren gehen. Detaillierte Untersuchungen
des menschlichen Genoms haben in diesem Bezug zu der Erkenntnis gefiihrt, dass
dieses in LD-Bl6cke mit hohem LD unterteilt werden kann. Die Blocke sind auf
Rekombinationshotspots zurtickzufiihren (124-126). LD-Bl6cke, in denen also ein
hohes LD besteht, zeigen Uber viele Generationen hinweg dieselbe Auspragung. Die

Allel-Kombinationen der SNPs innerhalb dieser LD-Blocke werden als Haplotypen
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bezeichnet, die nun also anhand nur eines fir sie typischen SNPs die Kartierung des
gesamten Blockes und eine weitaus schnellere Kartierung des Genomes
ermoglichen. Der fur die jeweiligen Haplotypen charakteristische SNP wird dabei als
tagging SNP (tSNP) bezeichnet (127, 128).Durch systematische Identifizierung der
tSNPs und der charakteristischen Haplotyp-Blockstruktur im sogenannten HapMap
Projekt ist es nun moglich, den Aufwand und die Kosten fur die Erfassung haufig

vorkommender genetischer Variabilitdt erheblich zu reduzieren (129, 130).

SNP SNP SNP
v v v

Chromosome1 AACACGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCGACCG....
Chromosome2 AACACGCCA.... TTCGAGGTC.... AGTCA ACCG.auna
Chromosomed AACATGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCA ACCG...a
Chromosomed AACACGCCA.... TTCGCEGGTC.... AGTCCACCG....

a ShPs

b Haplotypes _;1‘ 4‘
Haplotype1 CTCAAAGTACGGTTCAGGCA
Haplotype2 TTGATTGCGCAACAGTAATA
Haplotyped CCC|GIATCTGTGATACTGGTG
Haplotype 4

QNP
0N -
o\Nn |-

c Tag SNPs

Abbildung Nr. 1: Relation von SNP (a), Haplotyp (b) und tagging-SNP (c) (130)

2.5.2 Detalillierte bioinformatische und Genotyp-Phanotyp/-Umwelt-Analysen

Sind in Assoziationsuntersuchungen SNP-Marker als potentielle Risikovarianten
identifiziert worden, kdnnen die dazugehdrigen Gene sogenannten pathway-
Analysen zugefihrt werden. Mit Hilfe von bioinformatorischen
Auswertungsprogrammen, die bereits vorhandene Geninformationen und
Algorithmen verwenden, kénnen so funktionell zusammengehdrige Gene identifiziert
und priorisiert werden. Um eine ausreichend grof3e Anzahl von Genen fir diese
Analysen bereit zu stellen, werden fur die einzelnen SNP-Assoziationen
unterschiedliche Signifikanzschwellen verwendet, wodurch eine Anreicherung von
assoziierten Risikogenen in bestimmten zellularen Pathways nachgewiesen werden

kann. Stehen diese Pathways in pathophysiologischem Zusammenhang mit
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multifaktoriellen Erkrankungen, kdnnen sie weiteren funktionellen Untersuchungen
zugefuhrt werden.

Sind detaillierte Informationen zum Phanotyp eines Patienten (z.B. Alter bei
Diagnosestellung, familiare Haufung) und seiner Umwelt bekannt (z.B. Nikotin und
Alkohol), so kdnnen identifizierte Risikovarianten auch explorativen Genotyp-
Phanotyp- und Genotyp-Umwelt-Analysen zugefihrt werden. Oftmals lassen sich
durch das Studiendesign oder individuelle Faktoren des Patienten zwar keine
genauen Informationen erheben, jedoch ist meist die Bildung von Extremgruppen
maoglich (z.B. regelmaRige vs. unregelmalige Exposition gegenuber
Umweltfaktoren). Dies erlaubt die Einteilung des Gesamtkollektivs in Subgruppen,
deren Klinik oder Umweltfaktoren Erkenntnisse bezlglich der Risikovariante oder der
Krankheit an sich liefern kdnnen.

So schliel3t sich den Analysen meist eine unabhéngige Fall-Kontroll Studie an,
anhand derer die Ergebnisse mit entsprechenden Phanotyp-Informationen betrachtet

werden.

2.5.3 Genomweite Assoziationsstudien

Im Gegensatz zu Kandidatengenstudien, die nur Variationen in bestimmten Genen
und Regionen analysieren, untersuchen GWAS systematisch das gesamte Genom
auf Loci, die mit einem bestimmten Phanotyp, beispielsweise einer Krankheit,
assoziiert sind (131). Nicht selten werden dabei mehrere Millionen Genvarianten
(z.B. 1M SNPs) in die Analysen einbezogen, womit dieses hypothesenfreie Vorgehen
insbesondere fur multifaktorielle Erkrankungen mit teilweise nur geringer Effektstarke
eine effiziente Analysemethode darstellt (25). Um insbesondere diese schwach
ausgepréagten genetischen Effekte aufzudecken und darstellen zu kénnen, sind Fall-
Kontroll-Studien durch die vergleichsweise leichte Generierung gro3erer
Patientenzahlen ein ideales Studiendesign (25). Das Kontrollkollektiv besteht im
Falle multifaktorieller Erkrankungen dabei zwangslaufig auch aus Tragern
genetischer Risikovarianten, wobei die zu untersuchende Erkrankung bei diesen
populationsbasierten Kontrollen in ihrer normalen Préavalenz auftritt.

GWAS bedienen sich wie auch herkdbmmliche Assoziationsstudien der tSNPs um die
haufige Variabilitdt des Genoms erfassen zu kbnnen. Nach deren Typisierung wird
die Haufigkeit der Allelverteilung jedes SNPs zwischen Phanotyp (Patient) und

Kontrolle verglichen, wobei das Vorliegen signifikant unterschiedlicher
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Allelfrequenzen fir eine Assoziation spricht (zum Beispiel auf Seiten des Patienten
mit einer Risikovariante und auf Seiten der Kontrolle mit einer protektiven oder nicht-

assoziierten Variante).
Eine typische GWA-Studie besteht laut Depner (132) also aus vier Sequenzen:

1. Identifizierung und Rekrutierung einer moglichst hohen Anzahl von Patienten
mit dem gesuchten Phénotyp und einer populationsbasierten Kontrollgruppe;
2. Genotypisierung der DNA-Proben beider Kollektive mittels eines Chips, der
genomweite Marker beinhaltet;
Statistische Testung der mit dem Phanotyp assoziierten SNPs auf Signifikanz;

4. Replikation der Ergebnisse in unabhangigen Fall-Kontroll-Kollektiven.

Es ist anzumerken, dass nach multiplem Testen von bis zu 1Mio. SNPs und mehr der
statistische Signifikanzwert in GWAS nicht bei p = 5x10* liegt, wie in
Assoziationsstudien Ublich, sondern weitaus niedriger, namlich bei p = 5x107°.
Dieser Wert hat sich allgemein flr genomweit signifikante Assoziationsbefunde
durchgesetzt (26).

Dies ist einer der Gruinde fir die Durchfiihrung von Replikationsanalysen, in denen
die Signifikanzschwelle nun nach erneuter Selektion mit weniger Varianten niedriger
angesetzt werden kann. Assoziationsbefunde, welche die Schwelle der genomweiten
Signifikanz nicht tberschritten, jedoch in deren Nahe lagen, kbnnen so einer
erneuten Assoziationsuntersuchung zugefihrt werden. Um eine Signifikanzschwelle
festzulegen, wird dann in der Regel der p-Wert der Assoziation einer Variante durch
die Anzahl der untersuchten Marker dividiert. Diese Methode wird als Bonferroni-
Korrektur bezeichnet (26, 133).

Die Ergebnisse der in den letzten acht Jahren publizierten GWAS kdnnen in einem
eigenen GWAS-Katalog eingesehen werden, der Aufschluss tber die bisher erzielten
Erfolge bei der Identifikation von krankheitsassoziierten SNPs und der Aufklarung
multifaktorieller Krankheiten gibt (134).
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3. Material und Methoden

Da die Barrett-Erkrankung zwar eine an Haufigkeit zunehmende, aber
vergleichsweise seltene Entitat darstellt, war die Implementierung einer soliden Basis
notwendig, die zum Ziel hatte, eine mdglichst groRe Anzahl von Patienten flr
umfangreiche Analysen mit signifikanten Ergebnissen generieren zu kénnen. Zu
diesem Zweck wurde das Barrett-Konsortium "g4b" (genes for barrett's) als
Grundpfeiler fur das weitere Forschungsvorhaben gegrindet. Hierunter ist ein
Zusammenschluss von Arzten und Naturwissenschaftlern an derzeit 23 beteiligten
Universitatskliniken, Krankenhausern und grol3en Arztpraxen zu verstehen, die als
gemeinsames Ziel die Vertiefung des Verstandnisses der molekulargenetischen

Ursachen des Barrett-Osophagus und Barrett-Karzinoms verfolgen (s. Tabelle 5).

Tabelle 5: Kooperationspartner und klinische Zentren des g4b, Rekrutierungsbeginn und Anzahl
rekrutierter Patienten

Bayreuth

Prof. Dr. Michael Vieth, Institut fir Pathologie, Klinikum Bayreuth Juli/2012 161
Bonn

Dr. Rupert Mayershofer jr., Praxis Gastroenterologie am Aug./2012 32
Burgweiher

Berlin

Praxis Dr. med. Eckhard L6éhde Feb./2013 30
Dusseldorf

Prof. Dr. Horst Neuhaus, Innere Medizin, Evangelisches Aug./2012 180
Krankenhaus Dusseldorf

Frankfurt a.M.

Prof. Dr. Ralf Kiesslich, Medizinische Kilinik, St. Okt./2012 0
Marienkrankenhaus

Hamburg

Prof. Dr. Thomas Résch, Klinik und Poliklinik fir Interdisziplinére Juni/2012 116
Endoskopie und

Prof. Dr. Jakob R. Izbicki, Klinik fur Allgemein-, Viszeral- und Mai/2013 0
Thoraxchirurgie, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf

Heidelberg

Prof. Dr. Katja Ott, Klinik fir Allgemein-, Viszeral- und Mai/2013 0

Transplantationschirurgie, Universitatsklinikum Heidelberg
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Kirn

Gastroenterologische Schwerpunkt-Praxis Dr. Karch Feb./2012 26
Koblenz

Praxis Weismdiller, Litke & Benner (Dr. Josef Weismdiller) Jan./2011 159
Koln

Prof. Dr. Elfriede Bollschweiler, Klinik und Poliklinik fur Allgemein-, | Mai/2011 63
Viszeral- und Tumorchirurgie, Uniklinik KéIn und

Dr. Jan-Hinnerk Hofer, Praxis Magen Darm Zentrum Wiener Platz | Marz/2012 16
Magdeburg

Prof. Dr. Peter Malfertheiner, Klinik fir Gastroenterologie, Mai/2012 0
Hepatologie und Infektiologie, Otto-von-Guericke-Universitat

Magdeburg

Mainz

Prof. Dr. Ines Gockel, Klinik fur Allgemein-, Viszeral- und Mai/2011 141
Transplantationschirurgie und

Prof Dr. Markus Mohler, I. Medizinische Klinik, Universitatsmedizin 0
Mainz

Munster

Prof. Dr. med. Karin Hengst, Innere Medizin B und Marz/2012

Prof. Dr. Daniel Palmes,Klinik fur Allgemein- und

Abdominalchirurgie, Universitatsklinikum Munster

Oldenburg

Prof. Dr. Hans Seifert, Universitatsklinik fur Innere Medizin - Mai/2013
Gastroenterologie, Klinikum Oldenburg ()

Wiesbaden

Prof. Dr. Dietmar Lorenz Klinik fur Allgemein- und Mai/2011 0
Viszeralchirurgie und

Prof. Dr. Christian Ell Klinik Innere Medizin I, Dr. Horst Schmidt 732
Kliniken

Prof. Dr. T. Wehrmann, Fachbereich Gastroenterologie, Deutsche | Mai/2013
Klinik fir Diagnostik

Facharztzentrum MEDICUM Mérz/2012 103
Zirich

Dr. Paul Schneider Klinik frr Viszeral- und Nov./.2011 0
Transplantationschirurgie, Universitats-Spital Zirich

Eigeninitiative der Patienten 20
Gesamtzahl der rekrutierten Barrett-Oesophagus und -Karzinompatienten 1779

Stand: 10/2013
Das Votum der Ethik-Kommission Rheinland-Pfalz vom 17.06.2009 ermdglichte es dem Barrett-Konsortium g4b, seine

Rekrutierungsarbeit aufzunehmen
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Zur Umsetzung dieses Ziels, bedarf es zum einen der kontinuierlichen Rekrutierung
von bereits bestehenden und neu diagnostizierten Patienten, zum anderen dem
Aufbau einer moglichst grol3en Bio-Datenbank mittels Asservierung von DNA-
Proben. Um die gewonnenen genetischen Informationen in Relation zum Phanotyp
und zu potentiellen Umwelt-Interaktionen des Patienten setzen zu kénnen und somit
weitere, wertvolle Daten uber die Entstehung des Barrett-Karzinoms in Erfahrung
bringen zu kdénnen, missen aul3erdem potentiell krankheitsbezogene Informationen,
wie exogene Risikofaktoren und familienanamnestische Daten, gesammelt und in

das Gesamtkonzept einbezogen werden.

Die Erhebung jener Daten findet, -wie auch der eigentliche Kern der Rekrutierung
mittels Aufklarung und Gewinnung der Patienten fir das Forschungsvorhaben-,
durch die Studienzentrale an der Klinik und Poliklinik fir Allgemein-, Viszeral- und

Transplantationschirurgie an der Universitatsmedizin in Mainz statt.

In den in Tabelle 5 genannten Einrichtungen wurden Patienten mit einem Barrett-
Karzinom zuvor gezielt von arztlichen Mitarbeitern auf deren Interesse an einem
Beitrag zur Erforschung ihrer Erkrankung angesprochen. Dadurch wurde ihnen
gleichzeitig die Mdglichkeit zur Auseinandersetzung mit ihrer Erkrankung durch einen
Informationszugewinn  angeboten. Entschied sich der Patient fur eine
Studienteilnahme, hinterlegte er seine Kontaktdaten und konnte daraufhin von der

Studienzentrale in Mainz kontaktiert werden.

Unter Frau Prof. Dr. Ines Gockel, der Leiterin von g4b, werden hier standardisierte
Interviews anhand von Fragebdgen durchgefuhrt, anonymisiert und archiviert. Auch
die Asservierung von DNA-Proben und klinischen Berichten seitens der Mitglieder

des Konsortiums wird unter Frau Prof. Dr. Gockels Leitung koordiniert.

Im Anschluss an die Rekrutierungsarbeit kommen drei weitere Grundpfeiler des
Barrett-Konsortiums zum Tragen. In einem ersten Schritt sichert das pathologische
Referenzzentrum des Klinikums Bayreuth die Diagnose des Barrett-Karzinoms.
Danach finden durch das Institut fir Humangenetik der Universitdit Bonn die
molekulargenetischen Analysen der asservierten Proben statt. Die daraufhin
gewonnenen Genotyp-Daten werden inklusive der seitens der Studienzentrale
erhobenen Phanotyp- und Umweltdaten durch das Max-Planck Institut fir Psychiatrie

in MUnchen biostatistisch analysiert und ausgewertet.
38



. &

J < %

Abbildung Nr. 2: Organisation des Barrett-Konsortiums

Nicht zuletzt besteht in Zusammenarbeit mit anderen internationalen
Arbeitsgemeinschaften zudem die Mdglichkeit der Koordinierung von Ressourcen
und Ergebnissen. Herr Prof. Thomas L. Vaughan vom Fred Hutchinson Cancer
Center der University of Washington (USA) stellte g4b als Vertreter des BEACON-
Konsortiums zu diesem Zweck beispielsweise signifikante Daten zur Replikation von

Genotyp-Phanotyp- sowie Genotyp-Umwelt-Analysen zu Verfiigung.

Basierend auf dieser nationalen und internationalen Verflechtung von
Interessengemeinschaften konnte die vorliegende Doktorarbeit erstellt und in vier
Stufen gegliedert werden:

l. Rekrutierung und Erhebung von Phanotyp sowie Umweltinformationen aller

teilnehmenden Patienten mit Barrett-Karzinom (n=1.064);
Il. Bereitstellung und Koordinierung der DNA Asservierung;

Il. Molekulargenetische Aufarbeitung der asservierten DNA unter Hinzuziehung
von 94 zuvor durch das BEACON-Konsortium definierten SNP-Markern,
welche im Initialkollektiv der BEACON-Studie bereits Assoziationshinweise (p
< 10 zeigten (28);
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IV. Einpflegen der unter Schritt 1 und 3 gewonnenen Daten in SPSS zwecks

Genotyp-Phénotyp- und Genotyp-Umwelt-Analyse.

3.1 Rekrutierung und Phéanotypisierung von Patienten mit Barrett-Karzinom

Nahm ein Patient an der Studie teil, durchlief er einen streng standardisierten
Rekrutierungsprozess (s. Abbildung Nr. 6). Dieser beinhaltete zwei Kernelemente als
Grundlage unserer Forschungsarbeiten: Zum einen die Beantwortung des Frage-
oder Erfassungsbogens (s. Abbildung 4 und Anhang 8) zur Erfassung von
Einschluss/Ausschluss-, Phéanotyp- und Umweltinformationen, zum anderen die
Entnahme einer Blutprobe zur DNA-Asservation, die genetische Analysen

ermdglichte. Der Rekrutierungsprozess soll im Folgenden kurz dargestellt werden.

1. Kontaktaufnahme mit Index- und neu diagnostizierten Patienten durch das

Konsortium

Um Indexpatienten und neu diagnostizierte Patienten tber das Forschungsvorhaben
informieren zu konnen, wurden Flyer mit umfangreichen Informationen uber die
Studie und ihren Inhalt gestaltet und den teilnehmenden Kliniken, Krankenhausern
und Praxen zur Auslage zu Verfigung gestellt (s. Anhang 1). Jeder neu
diagnostizierte Patient, aber auch jeder Patient der zwecks einer Follow-Up
Untersuchung die jeweilige Einrichtung besuchte, konnte so teilweise auch im

personlichen Gespréach Uber die Studie informiert werden.

Um Indexpatienten erreichen zu kodnnen, wurden Flyer in vorfrankierte
Briefumschléage eingelegt und der jeweils behandelnden Einrichtung zugefihrt. Diese
konnte dann aus ihren Datenbanken potentielle Teilnehmer ermitteln und direkt

anschreiben.

Bestanden Unklarheiten oder wollte der Patient sich vor Studienteilnahme nochmals

ausfuhrlicher informieren, konnte er mittels des Flyers aus drei Optionen wéhlen:
Telefonische Kontaktierung des Studienbiros unter angegebener Nummer,
formlose Anfrage unter der angegebenen E-Mail Adresse oder

Bezug weiterer Informationen tber das Internet mittels angegebener URL.
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2. Kontaktaufnahme, Uberpriifung der Eignung und Erlauterung der Projektinhalte

Entschied sich der Patient fur eine Teilnahme, so konnte er entweder eine der zuvor
genannten Optionen wahrnehmen oder den Flyer mit Name, Adresse und
Telefonnummer oder E-Mail versehen und lber einen vorfrankierten Briefumschlag,

der jedem Flyer beigelegt wurde, an die Studienzentrale in Mainz versenden.

Der Patient wurde daraufhin seitens der Studienzentrale kontaktiert und ein Termin
zur telefonischen Erorterung des Projektes, sowie zur Beantwortung des

Fragebogens vereinbart.

Im Gesprach mit dem Patienten wurde daraufhin zuerst die Eignung zur Teilnahme
geklart, ohne die ein Einschluss in die Studie entweder aus rechtlichen-,
humangenetischen oder histopathologischen Griinden nicht moglich war (s. Tabelle
6 und Abbildung Nr. 3).

Histopathologisch
gesichertes Barrett
Karzinom

A

Zentraleuropdische
Ethnizitat

A

Schriftliches
Einverstandnis zur
Teilnahme

\

Patient unterhalb des 18.
Lebensjahres

Kardiakarzinom

Barrett Karzinom in
Verwandtschaft ersten
Grades

Abbildung Nr. 3: Ein- und Ausschlusskriterien fur die Studienteilnahme
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Tabelle 6: Zentraleuropéische Lander deren Patientenkollektiv zur Studienteilnahme geeignet waren

Andorra AND | Westeuropa Monaco MC Westeuropa
Belgien B Westeuropa Niederlande NL Westeuropa
Déanemark DK Nordeuropa Nordirland GB Westeuropa
Deutschland D Mitteleuropa Norwegen N Nordeuropa
Frankreich F Westeuropa Osterreich A Mitteleuropa
Grof3britannien GB Westeuropa Polen PL Mitteleuropa
Irland IRL | Westeuropa Schweden S Nordeuropa
Island IS Nordeuropa Schweiz CH Mitteleuropa
Kroatien HR Mitteleuropa Slowakische Republik SK Mitteleuropa
Lichtenstein FL Mitteleuropa Slowenien SLO | Mitteleuropa
Luxemburg L Mitteleuropa Tschechische Republik cz Mitteleuropa

3. Durchfuhrung eines standardisierten Interviews mit dem Patienten

War der Patient zur Studienteilnahme geeignet, erfolgte ein strukturiertes Interview
zur Phéanotypisierung und Erfassung von klinischen Pragnanztypen sowie der fir die

Erkrankung potentiell relevanten Umweltinformationen.

Die gemeinsame Erhebung des Fragebogens war zuvor unter den Mitarbeitern der
Studienzentrale durch Standard Operating Procedures (SOP's) standardisiert
worden, sodass eine subjektive Beeinflussung des Patienten durch den Mitarbeiter
weitestgehend ausgeschlossen wurde. Ziel des Fragebogens war es, alle
Phanotypdaten so objektiv wie moglich zu erfassen (die Bearbeitungszeit betrug

hierbei ca. 20 Minuten).

Ab November 2012 wurde statt dem Fragebogen ein sogenannter Erfassungsbogen
verwendet (s. Anhang 9). Auch hier erfolgte die Rekrutierung standardisiert nach
SOP's, jedoch hatte der Erfassungsbogen zum Ziel, in kurzer Zeit (Bearbeitungszeit
ca. 5 Minuten) ein Maximum an Patientenzahlen zu generieren um eine
Kandidatengenanalyse zu initiieren. Ausstehende phanotypische Daten des
detaillierten Fragebogens werden derzeit noch von Mitarbeitern des Barrett-

Konsortiums erhoben.
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Fragebogen Erfassungsbogen

« allgemeine Daten zur Person « allgemeine Daten zur Person
* Ein- und Ausschlusskriterien * Ein- und Ausschlusskriterien
« familiare Falle der Barrett-Erkrankung « familiare Falle der Barrett-Erkrankung

» Lebensgewohnheiten

» Komorbiditaten

» Operationen

* Medikation

» Exogene Risikofaktoren

* Protektive Faktoren

» Beschwerden durch die Erkrankung
» Symptome der Erkankung

Abbildung Nr. 4: Inhalt des Fragebogens sowie des Erfassungsbogens

4. Versand eines standardisierten Rekrutierungs-Sets an den Patienten

Die teilnehmenden Patienten wurden tber den Erhalt eines Packchens und dessen
Inhalt zwecks Blutentnahme und Einwilligung zur Studie Informiert (s. Anhang
2,3,4).In der Regel erhielt der Patient das Packchen innerhalb der ersten Woche

nach dem Interview.

Blutentnahmezubehor

1 Butterfly
1 Adapter
*3 "EDTA"- Blutréhrchen

Versandzubehor

3 Versandhiilsen mit Deckel
«1 frankierter Ricksendeumschlag

Dokumente fiir den Patienten

+1 Informationsschreiben (S. 88 Anhang)
*1 Gebrauchsanweisung (S. 86 Anhang)
1 Checkliste (S. 94 Anhang)
+2 Einwilligungserklarungen (S. 91 Anhang)

1 Danksagung fur Studienteilnehmer (S. 95 Anhang)

Dokumente fiir den Arzt des Patienten

+1 Informationssschreiben (S. 96 Anhang)

Abbildung Nr. 5: Inhalt des Rekrutierungs-Sets fur den Patienten
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5. Einwilligung und Gewinnung der DNA

Nach Empfang des Rekrutierungs-Sets war der Patient angehalten, die beiliegenden
Unterlagen sorgféltig zu studieren. Die Gebrauchsanweisung enthielt Instruktionen
Uber das weitere Vorgehen, wie beispielsweise die Handhabung des Blutentnahme-
und des Versandzubehors mit darauffolgendem Besuch beim Hausarzt oder
Gastroenterologen zur Blutentnahme. Die erste Einwilligungserklarung konnte den
personlichen Unterlagen des Patienten zugefiihrt werden, die zweite war mit Name,
Datum, Ort und Unterschrift zu versehen. Auf3erdem sollten Haken an

entsprechenden Einwilligungsoptionen gesetzt werden (s. Anhang 4).

Mit dem Informationsschreiben, dem Blutentnahme- und Versandzubehor suchte der
Patient im Anschluss entweder im Rahmen einer Routine-Blutentnahme oder ganz
gezielt seinen Hausarzt oder Gastroenterologen auf. Dieser konnte durch das
Schreiben (s. Anhang 7) alle wichtigen Informationen zur Studie in kurzer Zeit sichten
und hatte mit dem Blutentnahmeset bereits alle dafur bendtigten Utensilien zur Hand,
sodass keine weiteren Kosten anfielen. Die drei EDTA Blutrohrchen sollten bis zu
entsprechender Markierung mit Blut gefullt und mehrere Male leicht geschwenkt

werden, um eine ausreichende Inhibierung der Gerinnung gewahrleisten zu kénnen.

5. Ruckfuhrung des Rekrutierungs-Sets an die Studienzentrale

Nach der Blutentnahme verpackte der Arzt oder der Patient die drei EDTA-
Blutrohrchen in die daftir vorgesehenen Versandhilsen und schickte sie zusammen
mit der zweiten Einwilligungserklarung innerhalb von drei Tagen in dem
vorfrankierten Umschlag an die Studienzentrale in Mainz zurtick. Die beigelegte
Checkliste (s. Anhang 5) half dem Patienten dabei, die Ubersicht tber die

zurickzufihrenden Dokumente, Zeitrdume und Utensilien zu bewahren.

6. DNA Asservierung, histopathologische Verifizierung und Molekulargenetische

Analyse

In der Studienzentrale in Mainz erfolgte in der Regel bereits kurz nach postalischem
Eingang die tagliche Sichtung der eingehenden Ricksendeumschlage. Die 3 EDTA-
Blutrohrchen wurden unter strengem Eigenschutz, wie bei Umgang mit Blutprodukten

Ublich, entnommen und bei -20 Grad Celsius eingelagert. Alle Blutproben, die
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beiliegende Einwilligungserklarung und der Fragebogen des Patienten wurden

aulRerdem mit Barcodes pseudonymisiert.

Nur autorisierte Mitarbeiter der Studienzentrale konnten Uber einen gesicherten
Zugang Barcodes und Patientendaten in SPSS einpflegen und die dort Gber den

Fragebogen erhobene Phanotyp- Daten sichten.

Anschliel3end erfolgte die Verifizierung der histopathologischen Proben aus der
Speiserdhre des Patienten auf die Entitdt eines Barrett Karzinoms. War aus den
Unterlagen des Patienten nicht ohnehin eine histopatholgoische Sicherung des
Instituts fir Pathologie in Bayreuth zu entnehmen, so erfolgte dort unter Leitung von

Priv.- Doz. Dr. Michael Vieth die Zweitsichtung der Proben.

Die so zur molekulargenetischen Analyse freigegebenen Blutproben konnten nun in
regelmaRigen Abstanden an das Institut fir Humangenetik der Universitatsklinik
Bonn Uberfuhrt werden. Die Proben wurden hierfir auf Trockeneis in extra dafir
vorgesehenen Transportboxen gelagert und per PKW nach Bonn transportiert. Dort
angekommen wurden die Proben erneut auf -20 Grad Celsius gekuhlt und

anschlieBend den molekulargenetischen Analysen unterzogen.

7. Ruckmeldung und Dankesschreiben an den Patienten

Hatte der Patient erfolgreich teilgenommen, wurde ihm im Anschluss ein
Dankesschreiben zugesandt(s. Anhang 6) in dem seine Beteiligung zur Erforschung
der Ursachen des Barrett-Karzinoms gewdrdigt und angeboten wurde, bei noch
ausstehenden Fragen jederzeit die Studienzentrale in Mainz kontaktieren zu kdnnen.
AulRerdem  wurden alle Patienten  zur  Teilnahme  an kinftigen

Informationsveranstaltungen eingeladen.
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Direkte oder indirekte
Kontaktierung des Patienten
durch die Behandelnde
Einrichtung

Kontaktaufnahme des Patienten
mit der Studienzentrale in
Mainz

Erdrterung der Ein- und
Ausschlusskriterien,

Bearbeitung des
Fragebogens/Erfassungsbogens

Sendung des Rekrutierungs-
Sets

Blutentnahme durch den Arzt
nach Einwilligung des Patienten

Riicksendung des
Rekrutierungs-Sets zur
Studienzentrale

Asservation der DNA

Pseudonymisierung und
Einpflegung in die Datenbank

Uberpriifung der
Histopathologie

Ubergabe der DNA-Proben an
das Institut fiir Humangenetik in
Bonn

Molekulargenetische
Untersuchung der Probe

Abbildung Nr. 6: Ablauf der Rekrutierung

3.2 Erhobene Phanotypinformationen des Kollektivs an Patienten mit Barrett-

Karzinom

Insgesamt konnten 856 Fragebdgen durch strukturierte, standardisierten Interviews
mit Patienten erhoben werden (s. Tabelle 7). Weitere 171 Patienten wurden per
Erfassungsbogen rekrutiert, welcher, wie zuvor beschrieben, jedoch keine Phanotyp-
oder Umweltinformationen enthielt. Aus den Fragebdgen wurden insgesamt 27 teils
gualitative, teils quantitative Phanotypen/Umweltfaktoren ausgewahlt und
anschlieRend Genotyp-Phanotyp- sowie Genotyp-Umwelt-Assoziationsanalysen
unterzogen (s. Tabelle 8). Die davon in vorliegender Dissertation verwendeten Daten
sind in Tabelle 9 ersichtlich.
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Tabelle 7: Anzahl der Uber Fragebogen und Erfassungsbogen rekrutierten Patienten

205 856
34 171
239 1.207

Erfasst wurden unter anderem das Datum der Erstdiagnose eines Barrett-Karzinoms
oder Barrett-Osophagus, wobei nochmals differenziert wurde, ob vor der Diagnose
des Karzinoms bereits ein Barrett Osophagus nachgewiesen wurde und ob dieser
eine Lange von Uber 3cm (Long segment) oder unter 3cm (Short segment) aufwies.
Konnte der Patient zu diesen und anderen Fragestellungen, wie beispielsweise dem
Alter bei Diagnosestellung, keine genauen Angaben machen, so war es teilweise
maoglich, den Fragebogen durch klinische- und histopathologische Befunde zu

erganzen.

Das Geschlecht des Patienten, die Einschatzung seiner korperlichen Aktivitat, seine
Herkunft und die seiner Vorfahren wurden ebenso erfasst wie das Vorkommen von
weiteren Barrett Erkrankungen in seiner Familie oder Verwandtschaft. Des Weiteren
wurde der Patient zu Komorbiditaten wie Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems,
Diabetes Mellitus Typ | und Il, dem Vorkommen von malignen Tumoren, Allergien
oder Autoimmunerkrankungen, einem stattgehabten Ulcus ventriculi/duodeni, einer
diagnostizierten oder behandelten Helicobacter-pylori-Infektion und ihm bekannten

Hiatushernien befragt.

Festgehalten wurden aufRerdem den Magen-Darm-Trakt betreffende Operationen,
wie eine Fundoplikatio oder Vagotomie, eine Mukosaablation oder Photodynamische
Therapie, sowie das entsprechende Datum des Eingriffs. Besonderes Augenmerk lag
auf der qualitativen und quantitativen Erfassung von exogenen Risikofaktoren, wie
die Erfassung des Kaffeekonsums (Kaffeekonsum ja/nein sowie Anzahl der Tassen
(0,2L) pro Tag), des Nikotinkonsums (Nikotinkonsum ja/nein, ehemaliger
Nikotinkonsum ja/nein, Berechnung der pack-years) sowie des Alkoholkonsums

(Alkoholkonsum ja/nein sowie Konsum in Gramm pro Tag).

Um einen der Hauptrisikofaktoren, den gastrodsophagealen Reflux, ausgiebig
darstellen zu kdnnen, wurde der Patient Uber Beschwerden im Bezug zur taglichen
Lebensqualitat befragt. Stellung genommen wurde unter anderem zum Auftreten
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von Reflux bei taglichen Aktivitditen wie dem Verzehr bestimmter Speisen, der
Ausuibung sportlicher Téatigkeiten oder dem Ein- und Durchschlafprozess. Zuletzt
wurde erfasst, welche Medikamente der Patient derzeit und vor der Diagnose der
Barrett-Krankheit einnahm um die Refluxsymptome zu mildern, und ob in der

Verwandtschaft weitere Personen mit etwaigen Symptomen vorkommen.

Tabelle 8: Auflistung aller Daten, die im Rahmen der Studie durch Genotyp-Phanotyp- und Genotyp-
Umwelt-Analysen auf Assoziation hin untersucht wurden.

01 sex Geschlecht Weiblich qualitativ 123
sex Geschlecht Mannlich qualitativ 904
sex Geschlecht NA qualitativ 0
02 age_d Erstmanifestation Alter in Jahren bei | quantitativ. | 1006
Diagnosestellung
age d Erstmanifestation NA quantitativ. | 21
03 clas_BE Barrett-Diagnose Long segment qualitativ 284
Barrett-
clas_BE Barrett-Diagnose Short segment qualitativ 267
Barrett
clas_BE Barrett-Diagnose NA qualitativ 476
04 fam_BE Familiare Falle BE ersten Grades | Ja qualitativ 24
fam_BE Familiare Falle BE ersten Grades | Nein qualitativ 980
fam_BE Familiare Falle BE ersten Grades | NA qualitativ 23
05 actl Kdrperliche Aktivitat des Pat. regelmafig qualitativ 496
actl Kdrperliche Aktivitat des Pat. gelegentlich qualitativ 161
actl Korperliche Aktivitat des Pat. selten qualitativ 109
actl Kdrperliche Aktivitat des Pat. nie qualitativ 55
actl Kdrperliche Aktivitat des Pat. NA qualitativ 206
06 act2 Korperliche Aktivitat des Pat. Ja qualitativ 766
act2 Kdrperliche Aktivitat des Pat. Nein qualitativ 55
act2 Korperliche Aktivitat des Pat. NA qualitativ 206
07 kol Komorbiditat Ja qualitativ 537
Herz-Kreislauferkrankungen
kol Komorbiditat Nein qualitativ 306
Herz-Kreislauferkrankungen
kol Komorbiditat NA qualitativ 184
Herz-Kreislauferkrankungen
08 ko2 Komorbiditat Diabetes mellitus Ja qualitativ 151
Typl/2
ko2 Komorbiditat Diabetes mellitus Nein qualitativ 691

Typl/2
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09

10

11

12

13

14

15

16

17

ko2

ko3

ko3

ko3

ko4

ko4

ko4

ko5

ko5

ko5

ko6

ko6

ko6

ko7

ko7

ko7

or

or

or

cofl

cofl

cofl

cof2

cof2

cof2

cof2

cof2

cof2

cof2

cof2

cof2

alcl

alcl

Komorbiditat Diabetes mellitus
Typl/2

Komorbiditat Ulcus ventri-
culi/duodeni

Komorbiditat Ulcus ventri-
culi/duodeni

Komorbiditat Ulcus ventri-
culi/duodeni

Komorbiditat Hiatushernie

Komorbiditat Hiatushernie
Komorbiditat Hiatushernie
Komorbiditat maligner Tumor
Komorbiditat maligner Tumor
Komorbiditat maligner Tumor
Komorbiditat Allergien
Komorbiditat Allergien
Komorbiditat Allergien

Komorbiditét Helicobacterpylori
Infektion

Komorbiditét Helicobacterpylori
Infektion

Komorbiditét Helicobacterpylori
Infektion

Hernien OP

Hernien OP
Hernien OP
Kaffeekonsum
Kaffeekonsum
Kaffeekonsum

Kaffeekonsum in Tassen &4 0,2I
pro Tag

Kaffeekonsum in Tassen & 0,2l
pro Tag

Kaffeekonsum in Tassen &4 0,2I
pro Tag

Kaffeekonsum in Tassen & 0,2l
pro Tag

Kaffeekonsum in Tassen &4 0,2I
pro Tag

Kaffeekonsum in Tassen & 0,2l
pro Tag

Kaffeekonsum in Tassen 4 0,2I
pro Tag

Kaffeekonsum in Tassen & 0,2l
pro Tag

Kaffeekonsum in Tassen &4 0,2I
pro Tag

Alkoholkonsum

Alkoholkonsum

NA

Ja

Nein

NA

Ja

Nein

NA

Ja

Nein

NA

Ja

Nein

NA

Ja

Nein

NA

Ja

Nein

NA

Ja

Nein

NA

6

>6

kein Konsum

NA

Ja

Nein

qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
quantitativ
quantitativ
quantitativ
quantitativ
quantitativ
quantitativ
quantitativ
quantitativ
quantitativ
qualitativ

qualitativ

185

100

742

185

529

296

202

129

563

335

185

657

185

108

721

198

147

690

190

714

103

210

118

208

161

103

a7

34

44

76

236

567

257
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18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

alcl
alcl
alc2
alc2
alc3

alc3

alc3
alc3
tabl
tabl
tabl
tab2
tab2
tab3
tab3
tab3
tab4
tab4
refll
refll
refll
refll
refll
refl2
refl2
refl2
refl3
refl3
refl3
fam_refl
fam_refl

fam_refl

Alkoholkonsum

Alkoholkonsum

Alkoholkonsum in Gramm pro Tag

Alkoholkonsum in Gramm pro Tag

Risikogruppe Alkoholkonsum

Risikogruppe Alkoholkonsum

Risikogruppe Alkoholkonsum
Risikogruppe Alkoholkonsum
Aktueller Raucher

Aktueller Raucher

Aktueller Raucher

Raucher pack-years

Raucher pack-years

Ehemaliger Raucher
Ehemaliger Raucher
Ehemaliger Raucher
Ehemaliger Raucher pack-years
Ehemaliger Raucher pack-years
Reflux subjektive Beschwerden
Reflux subjektive Beschwerden
Reflux subjektive Beschwerden
Reflux subjektive Beschwerden
Reflux subjektive Beschwerden
Vorhandensein von Reflux
Vorhandensein von Reflux
Vorhandensein von Reflux
Reflux >2x/Woche

Reflux >2x/Woche

Reflux >2x/Woche

Familiare Falle Reflux 1. Grades
Familiare Falle Reflux 1. Grades

Familiare Falle Reflux 1. Grades

trockener
Alkoholiker
NA

NA

riskanter
Alkoholkonsum
risikoarmer
Alkoholkonsum
(m<30a/d.

kein
Alkoholkonsum
NA

Ja

Nein

NA

NA

Ja

Nein

NA

NA

stark

mittel

leicht

keine

NA

Ja

Nein

NA

Ja

Nein

NA

Ja

Nein

NA

qualitativ
qualitativ
quantitativ
quantitativ
qualitativ

qualitativ

qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
quantitativ
quantitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
quantitativ
quantitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ

qualitativ

9

194

837

190

121

445

259

202

100

736

191

99

928

512

320

195

506

523

351

171

125

186

194

647

186

194

448

359

220

216

490

321
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Tabelle 9: Auflistung aller Daten, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch Genotyp-Phénotyp-
und Genotyp-Umwelt-Analysen auf Assoziation hin untersucht wurden.

Age Durchschnittliches Quantitativ 21 (NA)
Alter in Jahren bei
Diagnosestellung

famBE Familiare Falle BE Ja Qualitativ 24

1. Grades
Familiare Falle BE Nein Qualitativ 980
1. Grades
Familiare Falle BE NA Qualitativ 23
1. Grades

Refll Reflux subjektives Keine Qualitativ 186
Beschwerden
Reflux subjektives Leicht Qualitativ 125
Beschwerden
Reflux subjektives Mittel Qualitativ 171
Beschwerden
Reflux subjektives Stark Qualitativ 351
Beschwerden
Reflux subjektives NA Qualitativ 194
Beschwerden

Refl3 Reflux >2x pro Ja Qualitativ 216
Woche
Reflux >2x pro Nein Qualitativ 490
Woche
Reflux >2x pro NA Qualitativ 220
Woche

Cofl Kaffeekonsum Ja Qualitativ 714
Kaffeekonsum Nein Qualitativ 103
Kaffeekonsum NA Qualitativ 210

Tabl Aktueller Raucher Ja Qualitativ 100
Aktueller Raucher Nein Qualitativ 736
Aktueller Raucher NA Qualitativ 191

Actl Koérperliche Aktivitat | Nie Qualitativ 55
des Patienten
Korperliche Aktivitdt | Selten Qualitativ 109
des Patienten
Korperliche Aktivitéat | Gelegentlich Qualitativ 161
des Patienten
Korperliche Aktivitdt | RegelméRig Qualitativ 496
des Patienten
Korperliche Aktivitat | NA Qualitativ 206

des Patienten

3.3 Auswahl genetischer Varianten fir die Replikationsanalyse und Genotyp-

Phanotyp/-Umwelt-Analysen des Fall-Kontroll-Kollektivs des Barrett-Konsortiums

In Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Thomas L. Vaughan, dem Leiter des BEACON-
Konsortiums, wurden g4b 94 SNP-Marker zur Replikationsanalyse und Testung auf
Genotyp-Phénotyp- sowie Genotyp-Umwelt-Assoziationen am rekrutierten Kollektiv

(1.064 Barrett-Karzinom Patienten und 1.019 Kontrollen) zur Verfigung gestellt.
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Diese 94 SNPs hatten in der bis dahin noch nicht publizierten Studie des BEACON-
Konsortiums (Levine et al.) (28) mit einem p-Wert von <10®im Initialkollektiv (3.928
Patienten mit Barrett-Osophagus/-Karzinom und 3.207 Kontrollen europaischer

Abstammung) Assoziationen zum Barrett Osophagus/-Karzinom aufgewiesen.

In der ersten GWAS wurden zwei Risikovarianten identifiziert, die genomweite
Signifikanz aufwiesen. Eine im majorhistocompatibilitycomplex (Chromosom 6p21)
und eine in der N&he des FOXF1 Gens (auf Chromosom 16g24). Im weiteren Verlauf
sollten Levine et al. noch drei weitere Risikovarianten in CRTC1 (Chromosom
19p13), in BARX1 (Chomosom 9g22) und eines in der Nahe des FOXP1 Gens
entdecken (auf Chromosom 3p14), wahrend g4b noch vor Publikation von Levine et
al. mit den Analysen beginnen konnte. Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind 12
der 94 SNP-Marker, die auf Chromosom 15 und 16 Lokalisiert sind (s. Tabelle 10).
Unabhangig von der Tatsache, dass die Analysen des g4b sich auf die Replikation
der genetischen Varianten der 94 SNPs konzentrierten, ist davon auszugehen, dass
weder im Initial- noch im Replikationskollektiv des BEACON-Konsortiums damit
wirklich alle relevanten Risikovarianten fur die Entwicklung eines Barrett-Karzinoms
erfasst wurden. Zum einen ist die statistische Aussagekraft des verwendeten
Replikationskollektivs immernoch relativ klein, zum anderen kdnnten im Initialkollektiv
durch Zufall Barrett-Patienten mit besonderen Wechselwirkungen zwischen
genetischen und exogenen Risikofaktoren vorhanden gewesen sein, wodurch sie in

der Replikationsanalyse eine Verifizierung der Signifikanz nicht standhielten.
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Tabelle 10: SNPs auf Chromosom 15 und 16, die Einzug in die Replikationsanalysen und Genotyp-
Phéanotyp/Genotyp-Umwelt-Assoziationsuntersuchungen fanden.

15 rs4646638 58248783 GIA ALDH1A2 EXISTIERT
NICHT
15 rs3784262 58253106 TIC ALDH1A2 A
16 rs254348 65980789 AIG CDH5 G
16 rs9926271 73125231 CIT LOC100132068 T
16 rs1490865 86387275 GIA FOXF1 G
16 rs3111601 86400081 CIT FOXF1 C
16 rs9936833 86403118 CIT FOXF1 C
16 rs1532167 86404204 TIG FOXF1 T
16 rs3950627 86436343 AIC FOXF1 A
16 rs8045253 86437767 CIT FOXF1 C
16 rs2178146 86463695 TIC FOXF1 C
16 rs4843376 86470082 AIG FOXF1 G

! Angabe nach hg18
2 Allel 1: das in der europaischen Population seltene Allel, Allel 2: das in der européischen Population haufige Allel
® Nachstgelegenes Gen

3.4 Durchfuhrung der Genotypisierung genetischer Varianten des Fall-Kontroll-

Kollektivs des Barrett-Konsortiums

Am Institut fir Humangenetik des Universitatsklinikums Bonn wurden die zuvor
genannten SNP-Marker durch die dort verfigbare Sequenom Technologie mit einer
sogenannten iPlex Reaktion der Genotypisierung zugefiihrt. Diese Technologie
macht es moglich, in einem Reaktionsansatz bis zu 40 SNPs gleichzeitig zu
genotypisieren. Das Prinzip basiert auf einer PCR mit anschlieBender Massen-
Extensions-Reaktion eines massenmodifizierten Zusatzprimers (Extensionsprimer),
der SNP-spezifisch ist. AnschlieBend findet eine Analyse mittels der sogenannten
MALDI-ToF-MS  (Matrix-assisted-Laser-Desorption/lonisation-Time-of-Flight-Mass-
Spectrometry) statt (135-137).

Im Anschluss an das Fallkollektiv des Barrett-Konsortiums von 1.064 Barrett-
Karzinom Patienten deutscher Ethnizitat wurden die genetischen Varianten in
einemKontrollkollektiv von 1.019 Probanden gleicher Ethnizitat (498 mannlichen- und
521 weiblichen Geschlechtes), die ihr Einverstdndnis zur Durchfihrung von

Assoziationsanalysen  erteilt  hatten,  genotypisiert. Diese  sogenannten
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Universalkontollen des Institutes fir Humangenetik des Universitatsklinikums in Bonn
wurden bereits fur zahlreiche andere Assoziationsanalysen herangezogen und waren

anamnestisch gesund.

3.5 Biostatistische Analysen des Fall-Kontroll-Kollektivs des Barrett-Konsortiums

Die biostatistischen Analysen der vorliegenden Arbeit wurden in der Arbeitsgruppe
von Herrn Prof. Dr. Miuller-Myhsok vom Max-Planck-Institut fir Psychiatrie in
Minchen vorgenommen. Zu Beginn fand eine Qualitatskontrolle der Genotypdaten
statt, durch welche ausschlie3lich DNA-Proben mit einer Genotypisierungsrate von 2
98% Verwendung fanden. Mit Hilfe des Programms PLINK wurden daraufhin
guantitative Phanotypen als lineare- und binare Phéanotypen als logistische
Regression analysiert, wobei das Alter sowie Geschlecht als Kovarianten verwendet
wurden. Eine Abweichung vom Hardy-Weinberg-Equilibrium (HWE),dessen Schwelle
bei Pawe < 1 x 10 im Patientenkollektiv und Puwes 1 x 10 im Kontrollkollektiv
gewahlt wurde, wies keine der in vorliegender Dissertation verwendeten Varianten

auf.

Bei den Genotyp-Phanotyp-/Genotyp-Umwelt-Analysen wurde ein explorativer
Ansatz mit einer Signifikanzschwelle von p = 0,05 (zweiseitig, nominal signifikant)
gewahlt. Bei den Fall-Kontroll-Analysen wurde eine Signifikanzschwelle nach
Bonferroni (Bonferroni-Korrektur: p = 0,05 bei 94 SNP-Markern) mit p = 5,3 x 10
angesetzt. Einer nominalen Assoziation wurde ein p-Wert von 0,05 (bei zweiseitiger

Testung) bzw. 0,1 (bei einseitiger Testung) zugewiesen.
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4. Ergebnisse

4.1 Darstellung der phanotypischen Merkmale des Kollektivs von 1.027 Barrett-

Karzinom-Patienten

Basierend auf der Befragung unseres Kollektivs von 1.027 Patienten, wurden sieben
von insgesamt siebenundzwanzig Phanotypen in vorliegender Dissertation zur

genaueren Betrachtung ausgewabhilt.

Es wurde das durchschnittliche Alter des Patienten bei Diagnosestellung errechnet
sowie die subjektive Starke seiner Refluxbeschwerden und deren Haufigkeit erfragt.
In diesem Kontext auf3erte sich der Patient auch Uber Familienangehérige ersten
Grades mit BO/BK. Hinzukommend wurde der Raucherstatus abgeklart, die
Ausibung regelmafiger korperlicher Aktivitat mit einbezogen und der Konsum von

Kaffee festgehalten.

Das durchschnittliche Alter ménnlicher Patienten bei Diagnosestellung lag bei 61,56

Jahren, wobei der jingste Patient 22 Jahre und der élteste Patient 90 Jahre alt war.

Bei den weiblichen Patienten lag das durchschnittliche Alter bei Diagnosestellung
geringfugig héher, namlich bei 63,88 Jahren, wobei die jlingste Patientin 35 Jahre
und die alteste Patientin 88 Jahre alt war. Bei 21 Patienten liel3 sich keine Angabe

zum Alter bei Diagnosestellung erheben.

Bei den subjektiven Refluxbeschwerden gaben 351 (34,17%) Patienten an, unter
starkem Reflux gelitten zu haben, 171 (16,65%) litten unter mittlerem, 125 (12,17%)
unter leichten Refluxbeschwerden. Rund 186 (18,11%) der Barrett-Karzinom-
Patienten gaben an, keinerlei Refluxbeschwerden erfahren zu haben. 194 (18,88%)
konnten dazu keine Angaben machen.

Von jenen Patienten, die unter Reflux litten, gaben 216 (21,03%) an, mehr als
zweimal pro Woche Reflux verspirt zu haben. 490 (47,71%) Patienten hatten
weniger als zweimal pro Woche Reflux und 220 (21,42%) Patienten konnten
diesbeziiglich keine genauen Angaben machen.

Die Befragung des Kollektivs zu Familienangehdrigen ersten Grades mit BO oder BK
ergab interessanterweise bei nur 24 (2,33%) von 1027 Patienten eine positive
Familienanamnese. Bei 980 (95,42%) wurde die Diagnose BO/BK bei
Familienangehdrigen ersten Grades verneint und 23 (2,23%) Patienten konnten

diesbezuglich keine genauen Angaben machen.
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Rund 100 (9,73%) Patienten gaben an, aktuell zu rauchen. 736 (71,66%) hatten
derzeit keinen aktiven Raucherstatus und 191 (18,59%) machten keine Angabe.

Ein Grof3teil der Patienten (n = 714) gab an, Kaffee zu konsumieren, was immerhin
(69,52%) des Kollektivs ausmachte. Nur 103 (10,02%) Patienten verneinten den

Konsum von Kaffee, zu 210 (20,44%) Patienten lagen diesbezuglich keine Daten vor.

Zuletzt gaben die Patienten Auskunft Uber die Haufigkeit korperlicher Aktivitat.
RegelmaRig sind der Gberwiegende Anteil des Kollektivs, ndmlich 496 (48,29%) der
Patienten, kérperlich aktiv. Gelegentlich sind es 161 (15,67%) Patienten und selten
109 (10,61%) Patienten. Gut 55 (5,35%) Patienten sind nie korperlich aktiv und von
206 (20,05%) Patienten lie3en sich diesbeztiglich keine Angaben erheben.

4.2 Ergebnisse der Replikationsanalyse

Ein Fall-Kontroll-Kollektiv von 1.064 Barrett-Karzinompatienten und 1.019 Kontrollen
wurde in der vorliegenden Arbeit einer Replikationsanalyse unterzogen. Dabei wurde
versucht, 12 genetische Risikovarianten auf Chromosom 15 und 16, die im Kollektiv
des BEACON-Konsortiums einen p-Wert von <10°* aufwiesen und somit Assoziation

zum Barrett-Osophagus oder Barrett-Karzinom zeigten, zu replizieren.

Unter zweiseitiger Testung wies jedoch keiner der SNP-Marker eine signifikante

Assoziation zum Barrett-Karzinom auf.

Sowohl das haufige Allel T des SNP-Markers rs1490865, der 157 kb vom Gen
FOXF1 (Forkhead Box) entfernt ist, als auch das haufigere Allel A des SNP-Markers
rs2178146, das 80kb von FOXF1 entfernt lokalisiert ist, verfehlten knapp eine

signifikante Assoziation.

Das haufige Allel T des SNP-Markers rs1490865 lag bei 75,52% der Patienten und
bei 74,02% der Kontrollen vor (peinseiig = 0,059, RR = 1,136). Das haufigere Allel A
des SNP-Markers rs2178146 kam bei 62,15% der Patienten im Vergleich zu 59,66%
bei den Kontrollen vor (peinseiig = 0,089, RR = 1,131). Zuletzt kam das seltenere Allel
C des SNP-Markers rs9936833, das 141 kb von FOXF1 (Forkhead Box) lokalisiert
ist, bei 39,42% der Patienten gegenuber 36,88% bei Kontrollen vor. Die Variante
rs9936833 hatte sowohl in der ersten GWAS des WTCCC2 (27) als auch in der
zweiten GWAS des BEACON-Konsortiums (28) eine genomweit signifikante
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Assoziation gezeigt. Im g4b-Kollektiv konnte eine Krankheitsassoziation jedoch nicht
repliziert werden (Peinseiig = 0,090, RR = 1,125).

Auch SNP Marker rs3111601, der in der GWAS des BEACON-Konsortiums eine
Assoziation zum BO und BK aufwies und nahe des Gens FOXF1 lag, konnte in
unserer Replikationsanalyse nicht als nominal signifikant befunden werden. Das
BEACON-Konsortium hatte diesen und drei weitere SNPs mit signifikanteren P-
Werten nahe FOXF1 als rs9936833 identifiziert (28). Dessen risikoassoziiertes Allel
C kam jedoch in beiden Studien haufiger und mit vergleichbaren Frequenzen bei
Patienten gegenuber Kontrollen vor (34,57% versus 32,18%, p = 0,237, RR = 1,103).

Tabelle 11: Ergebnisse der Replikationsanalyse von 12 genetischen Varianten auf Chromosom 15
und 16, die im Initialkollektiv des BEACON-Konsortiums krankheitsassoziiert waren, anhand des Fall-
Kontroll-Kollektivs des Barrett-Konsortiums von 1.064 Patienten und 1.019 Kontrollen.

15 rs4646638 | 58248783 | C/T 44,7 45,97 1,0440 | 0,8925 | 1,2220 | 0,589 ALDH1A2
15 rs3784262 | 58253106 | G/A 44,32 46,07 1,0170 | 0,8687 | 1,1910 | 0,834 ALDH1A2
16 rs254348 65980789 | A/IG 39,25 40,35 0,9410 | 0,8211 | 1,0790 | 0,382 CDH5
LOC1001320

16 rs9926271 | 73125231 | CIT 1,687 2,089 0,8126 | 0,4959 | 1,3310 | 0,41 68

16 rs1490865 | 86387275 | C/T 24,48 25,98 0,8644 | 0,7429 | 1,0060 | 0,0593 | FOXF1
16 rs3111601 | 86400081 | C/T 34,57 32,18 1,1030 | 0,9378 | 1,2970 | 0,237 FOXF1
16 rs9936833 | 86403118 | C/T 39,42 36,88 1,1250 | 0,9819 | 1,2880 | 0,0898 | FOXF1
16 rs1532167 | 86404204 | A/C 39,44 36,81 1,1210 | 0,9776 | 1,2860 | 0,102 FOXF1
16 rs3950627 | 86436343 | C/A 49,13 46,95 1,1130 | 0,9722 | 1,2740 | 0,121 FOXF1
16 rs8045253 | 86437767 | CIT 38,55 37,06 1,0620 | 0,9246 | 1,2200 | 0,395 FOXF1
16 rs2178146 | 86463695 | G/A 37,85 40,34 0,8691 | 0,7391 | 1,0220 | 0,0895 | FOXF1
16 rs4843376 | 86470082 | G/A 46,02 49,03 0,8995 | 0,7851 | 1,0310 | 0,127 FOXF1

! Angabe nach hg18

2 Allel 1: das in der europaischen Population seltene Allel, Allel 2: das in der europaischen Population haufige Allel
*RR von Allel 1

“‘zweiseitige Testung

® nachstgelegenes Gen

Des Weiteren wurden alle 12 SNP Marker geschlechtsspezifisch auf signifikante
Assoziationen zum Barrett-Karzinom getestet. Dabei lagen dem Kollektiv
entsprechend der Literatur (35-37) weitaus mehr méannliche Patienten zugrunde (938
Patienten, 498 Kontrollen) als weibliche (127 Patienten, 521 Kontrollen). Das haufige
Allel T von rs4646638 kam signifikant haufiger bei mannlichen Patienten als bei
mannlichen Kontrollen vor (56,07% Patienten 52,09% Kontrollen, paweiseiig = 0,033,
RR =1,153). Im Kollektiv der weiblichen Patienten und Kontrollen liel3 sich dieser
Effekt nicht nachweisen. Hier war das seltene Allel C von rs4646638 haufiger bei den
Patienten als bei den Kontrollen, namlich 49,61% vs. 44,12%, p = 0,073, RR = 1,287.
Das haufige Allel A von rs3784262 kam signifikant haufiger bei méannlichen Patienten
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als bei mannlichen Kontrollen vor(56,34% vs. 52,09% paweiseiig = 0,0457 RR = 1,144).
Im Kollektiv der weiblichen Patienten und Kontrollen liel3 sich dieser Effekt nicht
nachweisen. Hier kam das seltene Allel G von rs3784262 haufiger bei den Patienten
als bei den Kontrollen vor (49,21% vs. 44.31%, p = 0,162, RR = 1,217). Beide SNPs
befinden sich in ndchster Nahe zum Gen ALDH1A2.

Das haufige Allel A von rs4843376, dessen néchstgelegenes Gen FOXF1 ist, kam
signifikant haufiger bei mannlichen Patienten als bei mé&nnlichen Kontrollen vor
(54,68% vs. 50,5%,paweiseiig = 0,034,RR =1,156). Im Kollektiv der weiblichen
Patienten und Kontrollen liel3 sich dieser Effekt nicht nhachweisen. Hier war das
seltene Allel G von rs4843376 haufiger bei den Patienten als bei den Kontrollen
48,82% vs. 48,57%, p = 0,523, RR = 1,094) vorhanden.

Tabelle 12: Ergebnisse der Replikationsanalyse von 12 genetischen Varianten auf Chromosom 15
und 16, die im Initialkollektiv des BEACON-Konsortiums krankheitsassoziiert waren, anhand des Fall-
Kontroll-Kollektivs des Barrett-Konsortiums mit 938 maénnlichen Patienten und 498 maéannlichen
Kontrollen, sowie von 127 weiblichen Patienten und 521 weiblichen Kontrollen.

15 | rs4646638 | 58248783 | C/T | m | 4393 | 4791 | 08467 | 0,7269 | 0,9863 | 0,03253 | ALDH1A2
15 | rs4646638 | 58248783 | C/T | w | 4961 | 44,12 | 1,287 0,9765 | 1,696 | 0,07332 | ALDH1A2
15 | rs3784262 | 58253106 | G/A | m | 43,66 | 47,91 | 0,8564 | 0,7355 | 0,997 | 0,04571 | ALDH1A2
15 | rs3784262 | 58253106 | GIA | w | 49,21 | 44,31 | 1,217 0,924 | 1,602 | 0,1624 | ALDHI1A2
16 | rs254348 | 65980789 | AIG | m | 39,47 | 40,24 | 0,9585 | 0,8193 | 1,121 | 0,597 CDH5
16 | rs254348 | 65980789 | AIG | w | 37,6 | 40,46 | 0,8888 | 0,6737 | 1,173 | 0,404 CDH5
16 | rs9926271 | 73125231 | C/T | m | 1,649 | 2,083 | 0,7764 | 0,4413 | 1,366 | 0,38 LOC10013
2068
16 | rs9926271 | 73125231 | C/T | w | 1,969 | 2,095 | 0,9309 | 0,3577 | 2,422 | 0,883 LOC10013
2068
16 | rs1490865 | 86387275 | C/T | m | 24,76 | 27,77 | 0,8541 | 0,7198 | 1,013 | 0,070 FOXF1
16 | rs1490865 | 86387275 | C/T | w | 224 | 2428 | 0,9025 | 0,6536 | 1,246 | 0,533 FOXF1
16 | rs3111601 | 86400081 | C/T | m | 345 | 32,7 | 1,09 0,928 | 1,281 | 0,293 FOXF1
16 | rs3111601 | 86400081 | C/T | w | 3504 | 31,69 | 1,158 0,8784 | 1,528 | 0,298 FOXF1
16 | rs9936833 | 86403118 | C/T | m | 39,27 | 36,81 | 1,1140 | 0,9521 | 1,303 | 0,178 FOXF1
16 | rs9936833 | 86403118 | C/T | w | 40,55 | 36,95 | 1,157 0,8838 | 1,514 | 0,289 FOXF1
16 | rs1532167 | 86404204 | AIC | m | 39,31 | 37,02 | 1,106 0,9443 | 1,296 | 0,211 FOXF1
16 | rs1532167 | 86404204 | A/IC | w | 40,4 | 36,61 | 1,168 0,8882 | 1,535 | 0,267 FOXF1
16 | rs3950627 | 86436343 | C/A | m | 49,07 | 46,57 | 1,1150 | 0,9553 | 1,302 | 0,168 FOXF1
16 | rs3950627 | 86436343 | C/A | w | 496 | 473 | 1,106 0,8381 | 1,459 | 0,478 FOXF1
16 | rs8045253 | 86437767 | C/T | m | 38,67 | 37,22 | 1,07 0,9118 | 1,255 | 0,409 FOXF1
16 | rs8045253 | 86437767 | C/T | w | 376 | 36,9 | 1,039 07858 | 1,373 | 0,79 FOXF1
16 | rs2178146 | 86463695 | G/A | m | 37,65 | 39,66 | 0,9143 | 0,779 | 1,073 | 0,272 FOXF1
16 | rs2178146 | 86463695 | G/A | w | 39,37 | 40,99 | 0,9258 | 0,7017 | 1,2220 | 0,586 FOXF1
16 | rs4843376 | 86470082 | G/A | m | 4532 | 495 | 0,8439 | 0,7213 | 0,9872 | 0,0339 | FOXF1
16 | rs4843376 | 86470082 | G/A | w | 4882 | 4857 | 1,094 0,8313 | 1,439 | 0,523 FOXF1

! Angabe nach hg18

2 Allel 1: das in der europaischen Population seltene Allel, Allel 2: das in der europaischen Population haufige Allel
*m = mannlich, w = weiblich

“RR von Allel 1

®zweiseitige Testung

® nachstgelegenes Gen
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4.3 Ergebnisse der Genotyp-Phanotyp- und Genotyp-Umwelt-Analysen

Mit dem Ziel, genetische Varianten zu identifizieren, die signifikante Assoziationen zu
ausgewahlten klinischen Subphanotypen des 1.027 groRR3en Patiententeilkollektivs
aufweisen, wurden die Patienten fur vorliegende Arbeit zu 7 Subphanotypen
detailliert befragt. Die erfassten Daten und die SNPs der genetischen Varianten der
Replikationsanalyse wurden daraufhin einer Genotyp-Phanotyp- und Genotyp-

Umwelt-Analyseunterzogen (Alle Ergebnisse siehe Anhang 1).

Dabei wurden funf genetische Varianten identifiziert, die nominal signifikant mit
Subphéanotypen des Patientenkollektivs assoziiert waren (s. Tabelle 13). Allel A des
SNP-Markers rs4843376, das 74kbvom Gen Forkhead Box F1 (FOXF1) lokalisiert ist
und sich bereits zweiseitig signifikant assoziiert im mannlichen Barrett-Karzinom-
Kollektivzeigte, war sowohl mit familiaren Fallen ersten Grades mit Barrett-
Osophagus (fam_BE) als auch mit Patienten, die keinen Kaffee konsumierten (cofl),
signifikant assoziiert. Allel A kam bei Patienten mit familiaren Fallen ersten Grades
mit Barrett-Osophagus (N = 23) signifikant haufiger vor als bei Patienten ohne
familiaren Falle ersten Grades mit Barrett-Osophagus (N = 23) (45,45% vs. 34,78%,
Paweiseiiy = 0,008, RR = 1,568). Das Allel war aufl3erdem signifikant haufiger bei
Patienten ohne Kaffeekonsum (N = 96) gegenuber Patienten mit Kaffeekonsum (N =
666) (48,57% versus 38,02%, pPaweiseiig = 0,006, RR = 1,359) auszumachen. Im
Gesamtkollektiv trat Allel A haufiger bei Patienten gegeniber den Kontrollen auf
(53,98% vs. 50,97%). Allel A des SNP Markers rs2178146, das 80kb vom Gen
FOXF1 entfernt ist, war ebenfalls signifikant haufiger bei Patienten ohne
Kaffeekonsum (N = 663) als bei Patienten, die Kaffee konsumierten, vorhanden (N =
96) (39,74% vs. 28,69%, Pauweiseiig = 0,008, RR = 1,363). Im Gesamtkollektiv war Allel
A geringfugig haufiger bei Patienten als bei Kontrollen zu finden (62,15% vs.
59,66%).Allel C des SNP Markers rs8045253, das 106kb vom Gen FOXF1 entfernt
liegt, kam bei Patienten, die aktuellen Raucherstatus (N = 664) besalien, signifikant
haufiger vor, als bei Patienten die aktuell nicht rauchten (N = 93) (39,98% vs.
31,18%, paweiseiig = 0,008, RR = 1,582). Im Gesamtkollektiv trat Allel C nahezu gleich
haufig bei Patienten, wie auch bei Kontrollen auf (38,55% vs. 37,06%). Auch Allel C
des SNP Markers rs3950627, das 108kb vom Gen FOXF1 entfernt liegt, war
signifikant haufiger bei Patienten mit aktuellem Raucherstatus zu finden (N = 652) als
bei Patienten, die aktuell nicht rauchten (N = 92) (49,16% vs. 43,48%, Paweiseiig =
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0,035, RR = 1,408). Im Gesamtkollektiv war Allel C haufiger bei Patienten als bei
Kontrollen vorhanden (49,13% vs. 46,95%).

Tabelle 13: Signifikante Ergebnisse der Genotyp-Phanotyp/Genotyp-Umwelt Analysen von sieben
Subphéanotypen des Patientenkollektivs die auf Assoziation zu genetischen Varianten hin untersucht

worden waren und

worden waren.

16
16
16
16

16

' Angabe nach hg18

rs4843376
rs4843376
rs2178146
rs8045253

rs3950627

86470082
86470082
86463695
86437767

86436343

G/A
G/A
G/A
CIT

CIA

fam_BE
cofl
cofl
tabl

tabl

Familiare Falle
BE 1. Grades
Kaffeekonsum
Kaffeekonsum
Aktueller
Raucher
Aktueller
Raucher

qualitativ
qualitativ
qualitativ
qualitativ

qualitativ

0,008392
0.00564

0.007669
0.007831

0.03456

0.4318
0.6405
0.6367
1.582

1.408

% Allel 1: das in der europaischen Population seltene Allel, Allel 2: das in der europaischen Population haufige Allel

3zweiseitige Testung

*RR von Allel 1

® nachstgelegenes Gen

im Initialkollektiv des BEACON-Konsortiums als krankheitsassoziiert befunden

FOXF1
FOXF1
FOXF1
FOXF1

FOXF1

60



5. Diskussion

Das BEACON-Konsortium unter der Leitung von Prof. Thomas Vaughan vom Fred
Hutchinson Cancer Center der University of Washington stellte g4b Informationen
Uber 94 SNP-Marker zu Verfuigung, die in der GWAS des BEACON Konsortiums
keine genomweite Signifikanz aufwiesen, jedoch mit einem p-Wert von < 10 fiir
eine Replikationsanalyse von grofiem Interesse waren (28). Gegenstand dieser
Arbeit waren 12 dieser SNPs, die sich auf Chromosom 15 und 16 befanden und an
einem Kollektiv von 1.064 Patienten mit Barrett-Karzinom und 1.019 Kontrollen
europaischer Herkunft repliziert wurden. Alle Patienten durchliefen hierbei ein
strukturiertes Interview zur Erfassung von Phanotypinformationen quantitativer und
qualitativer Art und gewahrten Akteneinsicht zur Diagnosesicherung. Auf3erdem
wurden Blutproben asserviert, um die darin enthaltene DNA molekulargenetisch
aufzuarbeiten. Die derzeit noch fortlaufende Studie stellt bereits jetzt eines der
weltweit gréRten Kollektive von Patienten mit Barrett-Karzinom dar, zu denen
detaillierte Informationen verflugbar sind. Diese wurden in der vorliegenden Arbeit
genutzt, um die Replikationsanalyse durch Genotyp-Phanotyp- und Genotyp-Umwelt-
Beziehungen zu erganzen. Die Erfassung des Barrett-Karzinoms als genetisch-
multifaktorielle Erkrankung stellte hierbei eine besondere Herausforderung dar.
Ruckblickend liel3 sich bereits in der Beschreibung von Humphrey et al. (30) aus dem
Jahre 1982 eine genetische Komponente hinter der Entwicklung eines Barrett-
Osophagus vermuten, da darin sowohl bei einem 16-jahrigenJungen, als auch bei
dessen Bruder und Vater ein BO nachgewiesen wurde. Wo zunéchst eine monogene
Erbkrankheit vermutet wurde, konnte spatestens seit Durchfiihrung gro3erer Studien
mit der Hypothese einer Krankheit multifaktorieller Genese gearbeitet werden, die
sich teilweise bereits bei Verwandten ersten und zweiten Grades manifestiert (40).

G4b erfasste die Patienten der Studie daher ebenfalls anamnestisch gezielt auf das
Vorliegen eines Barrett-Osophagus/Karzinoms bei Verwandten ersten oder zweiten
Grades und konnten dieses bei 24 (2,33%) der erstgradig Verwandten von 1027
Barrett-Karzinompatienten bestatigen.

Obwonhl die Aufnahme von Kaffee nachweislich zu einer Reduktion des Drucks tber
dem unteren Osophagussphinkter fiihrt (105), kamen sowohl Nocon et al. in einer
Studie mit 7124 Probanden, als auch Kim et al. (107) in einer Metaanalyse von 15
Fall-Kontroll-Studien abschlielend zu dem Ergebnis, dass der Konsum von Kaffee

nicht in signifikanter Assoziation zum gastro6sophagealen Reflux steht. Zengh et al.
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(138), aber auch andere Studien legten sogar den Verdacht auf einen protektiven
Effekt von Kaffee auf die Entstehung eines BKs nahe (106). Demgegenuber steht die
Uberwiegende Anzahl der Patienten des g4bKollektivs, die den taglichen Konsum
von Kaffee bejahten (N = 714 (69,52%)). In diesem Zusammenhang gewinnen die
Ergebnisse  der  Genotyp-Phanotyp-Analysen  zusatzlich an  Bedeutung.
Dementsprechend wurde das Kollektiv ebenfalls auf die subjektiv empfundene
Schwere des Refluxes befragt, welcher in der Literatur als einer der mafR3geblichen
Risikofaktoren fiir die Entstehung des Barrett-Osophagus/Karzinoms gilt (4, 6, 90).
Rund 351 (34,17%) der befragten Patienten gaben an, unter schwerem Reflux zu
leiden. 171 (16,65%) gaben eine als "mittel" empfundene Refluxsymptomatik an,
wohingegen 125 (12,17%) der Patienten vor der Diagnose einer Barrett-Erkrankung
nur eine leichte Symptomatik erinnerlich ist. Lagergren et al. (6) hatten in diesem
Zusammenhang festgestellt, dass der Schwere der Symptomatik eine Rolle in der
Entstehung des Barrett-Adenokarzinoms zugesprochen werden muss, wobei dieser
Faktor in Kombination mit Frequenz und Dauer der Symptomatik (die ebenfalls in das
subjektive Empfinden der Schwere des Refluxes des Patienten einflie3en) ein Odds
Ratio von 43,5 fur die Entstehung eines Karzinoms erzeugte. In gleicher Studie
gaben 60% der untersuchten Patienten an, mindestens einmal in der Woche
retrosternales Brennen, Regurgitation oder beides erfahren zu haben, wahrend
Rubenstein et al. (92) beziglich der Haufigkeit der Symptomatik (wochentlich bis
taglich) ein bis zu 7,4-faches Risiko angeben konnten. Im g4b-Kollektiv waren es
rund 21,03% (N = 216) der Patienten, denen eine Refluxsymptomatik allerdings nicht
einmal pro Woche, sondern haufiger als zweimal pro Woche erinnerlich waren.
Weitere 21,42% (N = 220) konnten dazu teilweise aufgrund lang zurtckliegender
Diagnose keine eindeutigen Angaben machen. Es ist also davon auszugehen, dass
diese Anzahl geringfiigig nach oben korrigiert werden muss.

Interessanterweise gaben rund 186 (18,11%) der befragten Patienten an, keinerlei
Reflux vor der Diagnose einer Barrett-Erkrankung versplrt zu haben. Auch in der
Literatur findet sich Hinweise darauf, dass bei 45% der Barrett-Osophagus- und 40%
der Barrett-Karzinom-Patienten zum  Zeitpunkt der Diagnose keinerlei
Refluxsymptome erinnerlich sind (5-7, 35).

Mit der Ausbildung von Reflux assoziiert ist ebenfalls der Raucherstatus des
Patienten(4). In der Literatur ist eine Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen
Nikotinaufnahme und Ausbildung eines BO (139) sowie eines BK nachweisbar (4,

97). Allerdings ebenso ein signifikant erhdhtes Risiko fur die Ausbildung eines BK,
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sofern der Patient einfach nur einen derzeitigen Raucherstatus besald (140, 141), wie
aktuell auch 100 (9,73%) der durch das Konsortium befragten Patienten.
Anzumerken ist, dass diese Anzahl, ebenso wie in den genannten Studien, lediglich
die Anzahl derzeitiger Raucher darstellt. Ein Bezug zu frGheren Rauchern und der
Anzahl gerauchter pack-years wird nicht hergestellt. Der aktuelle Raucherstatus ist
also unabhangig von Dauer und Menge des aufgenommenen Nikotins fur sich schon
ein signifikanter Risikofaktor.

Zahlreiche Studien und Metaanalysen stellten fest, dass die Ausiibung korperlicher
Aktivitaten (Joggen, Schwimmen) einen protektiven Faktor fir die Genese des
Barrett-Osophagus/-Karzinoms darstellen (105, 142, 143) und korperliche Inaktivitat
die Gefahr des Refluxes sogar um das Dreifache erhdht (116). Dennoch gaben 496
(48,29%) der befragten Patienten an, regelmafdig, und 161 (15,67%) gelegentlich
korperlich aktiv zu sein. Nur 109 (10,61%) gaben an selten korperlich aktiv zu sein,
und rund 55 von 1.027 Patienten (5,35%) sind laut eigener Aussage nie korperlich
aktiv. Da das Kollektiv ausschlie3lich Patienten mit Barrett-Karzinom enthielt, wéare
eigentlich mit einer Verschiebung der Zahlen hin zu korperlicher Inaktivitat zu
rechnen gewesen. Dies erklart sich méglicherweise durch die ungenaue Angabe der
"korperlichen Aktivitat" als solche. Patienten, die Ausdauer- und Hochleistungssport
praktizieren, sind in "regelm&Rig korperlicher Aktivitat" ebenso enthalten wie
Patienten, die regelmafig wandern oder spazieren gehen. In der Literatur stellten
Nilsson et al. eine Risikoreduktion von 50%(106) fur Reflux erst bei mindestens 30
mindtigem Sport pro Woche (Joggen, Schwimmen) fest. Eine Meta-Analyse (144)
fand hingegen eine 32%ige Risikoreduktion fir BK, beschrieb jedoch eine moderate
Heterogenitat der analysierten Studien aufgrund verschiedener Definitionen
physischer Aktivitat. Moglicherweise ist die Risikoreduktion allerdings auch auf eine
"healthyuserbias" zurickzufuhren, nachdem physisch aktive Patienten sich
maoglicherweise gesiinder erndhren, weniger rauchen oder generell einen
gestinderen Lebensstil praktizieren.

Zuletzt wurden die Patienten Uber ihr Alter bei Diagnosestellung befragt.

Aus der Literatur ist zu entnehmen, dass ein erhohtes Alter (> 75 Jahren) als
unabhéangiger Risikofaktor angesehen werden kann (99), wie auch die Tatsache,
dass Manner im Durchschnitt einige Jahre friher erkranken als Frauen (98). Dies
konnte von g4b in Analysen repliziert werden. Im Durchschnitt wurden méannliche
Patienten im Alter von 61,56 Jahren und Frauen im Alter von 63,88 Jahren

diagnostiziert. Diese Zahlen kommen der Studie von Drovdlic et al. (37) sehr nahe,
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die ein durchschnittliches Alter von 57,4 Jahren bei mannlichen und 63,5 Jahren bei
weiblichen Patienten anfihrt.

Die Replikationsanalyse der 12 SNP Marker auf Chromosom 15 und 16 erbrachte
keinen neuen genetischen Risikofaktor, der ursachlich fir die Entstehung eines
Barrett-Karzinoms sein kénnte. Weder nach Korrektur auf multiples Testen nach
Bonferroni, noch nach zweiseitiger Testung befand sich eine Variante unterhalb der
Signifikanzschwelle von p = 5 x 10%, sodass keine signifikante Assoziation zum

Barrett-Karzinom festgestellt werden konnte.

Drei der untersuchten  SNPs verfehlten knapp eine  signifikante

Krankheitsassoziation.

Das haufigere Allel T des SNP rs1490865 lag im g4b-Kollektiv bei 75,52% der
Patienten und 74,02% der Kontrollen vor (p = 0,0593, RR = 1,136). Im Initialkollektiv
der BEACON-Studie war das seltenere Allel C des SNPs krankheitsassoziiert (24,3%
Patienten, 24,1% Kontrollen). In diesem Fall kann es sich sowohl um einen falsch-
negativen Befund der von g4b durchgefuhrten Analyse handeln, welcher sich
maoglicherweise durch ein zu kleines Patientenkollektiv ergibt, als auch um einen
falsch-positiven Befund des BEACON-Initialkollektivs, der beispielsweise auf ein
Kollektiv zurtickzufuhren ist, in welchem durch Zufall die Allel-Frequenz des

vermeintlichen Risikoallels haufiger vorkam.

Bei SNP rs2178146 lag ebenfalls beim haufigeren Allel A knapp keine einseitige
Krankheitsassoziation vor, mit 62,15% der Patienten und 59,66% der Kontrollen (p =
0,089, RR = 1,131). Das Initialkollektiv der BEACON-Studie konnte in diesem Fall
eine Assoziation zum héaufigeren Allel A bestétigen (62% der Patienten und 57,6%

der Kontrollen).

Der dritte SNP, rs9936833 und dessen seltenes Allel C, welcher knapp die
Krankheitsassoziation verfehlte, wurde bei 39,42% der Patienten und 36,88% der
Kontrollen nachgewiesen (p= 0,090, RR = 1,103) und war in der BEACON-Studie
mit vergleichbarer Frequenz krankheitsassoziiert (39,7% der Patienten und 36,6%

der Kontrollen).

Das néchstgelegene Gen aller drei SNPs ist FOXF1, das ein hochinteressantes
Kandidatengen in der Genese des Barrett-Karzinoms darstellt. Generell stellen die
Forkhead-box-Proteine (FOX) Transkriptionsfaktoren dar, die sowohl an
Zellregulationsvorgangen (Reparatur, Proliferation, Differenzierung), als auch an der
Embryogenese des Osophagus beteiligt sind (145). Sie sind Zielgene des Hedgehog
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Signalwegs, der eine Schlisselstellung in der Embryogenese darstellt (146). FOXF1
spielt eine essentielle Rolle in der Organogenese des Gastrointestinaltraktes, was
unter anderem daran zu erkennen ist, dass Mikrodeletionen im Fox Gencluster zur
Osophagusatresie und Tracheo-6sophagealer Fistelung fihrt (147). Zwei weitere
SNPs waren in den Analysen des BEACON-Konsortiums hochgradig signifikant
krankheitsassoziiert, verfehlten jedoch in unserer Studie die Grenze zur Signifikanz.
Zum einen SNP rs3111601, der in den Analysen des BEACON-Konsortiums in
hohem Kopplungsungleichgewicht mit rs9936833 stand, zum anderen rs3950627,
der sich 39kb naher an FOXF1 befindet und den signifikantesten SNP im FOXF1
Genregion darstellte. Erneut ist ein zu kleines Patientenkollektiv oder eine zufallige
Rarefizierung der Allel-Frequenz des vermeintlichen Risikoallels im g4b

Patientenkollektiv zu diskutieren.

Das seltene Allel C des SNP rs3111601, das sich aus den Analysen von g4b ergab,
entsprach auch dem assoziierten Allel der BEACON-Studie, und die Allelfrequenzen
unterschieden sich nicht wesentlich (Barrett-Konsortium: 34,57% Patienten vs.
32,18% Kontrollen, BEACON-Konsortium: 34,3% Patienten vs. 30,3% Kontrollen).
Jedoch konnte auch hier keine Signifikanz erreicht werden. Gleiches gilt flir das
seltene Allel C des SNP 3950627 (Barrett-Konsortium: 49,13% Patienten vs. 46,95%
Kontrollen, BEACON-Konsortium: 49,4% Patienten vs. 46,5% Kontrollen).

Bezlglich der geschlechtsspezifischen Analyse zeigten interessanterweise die Allele
dreier SNPs auf Chromosom 15 und 16 ein signifikant h&ufigeres Vorkommen bei
Karzinompatienten des mannlichen Geschlechtes. Davon erreichten zwei SNPs
(rs3784262, rs4843376) in der BEACON-Studie zweiseitige Signifikanz. Der SNP
Marker rs4646638 wurde dabei in den Analysen des BEACON Konsortiums nicht
bertcksichtigt, da nicht alle Kandidatengene, die Herr Prof. Thomas I. Vaughan uns
zu Verfugung stellte, einer Analyse zugefuhrt wurden und kann daher in seiner
Allelfrequenz und seiner Signifikanz nicht verglichen werden. Diese SNP Marker und
weitere Marker auf anderen Chromosomen kénnten mit einen Grund fir das erhfhte
Vorkommen des Barrett-Karzinoms beim mannlichen Geschlecht liefern und stellen
maoglicherweise einen Baustein fir eine zukinftige Risikostratifizierung der

Entstehung eines Barrett-Karzinoms bei mannlichen Patienten dar.

Das haufige Allel A des SNP Markers rs3784262 kam bei 56,34% der mannlichen
Patienten und bei 52,09% der mannlichen Kontrollen vor (p = 0,046, RR = 1,144) und
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hatte in der Replikations-GWAS von Palles et al. (29) genomweite Signifikanz
erreicht, jedoch nur in Bezug zu Barrett-Osophagus-Patienten, wohingegen die
geschlechtsspezifische Analyse des Barrett-Konsortiums eine Assoziation zu
mannlichen Barrett-Karzinompatienten feststellen konnte. Das nachstgelegene Gen
des SNPs rs3784262 ist ALDH1A2, das indirekt durch seine Rolle in der
Metabolisation von Alkohol in Verdacht steht, an einem inflammatorischen Prozess
der Speiserdhre beteiligt zu sein (89). Dieser Marker sollte in zukinftigen Analysen

demnach erneut auf seine Assoziation zum Barrett-Karzinom tberprift werden.

Das haufige Allel T des SNPs rs4646638 befindet sich ebenfalls in der Nahe des
Gens ALDH1A2, kam bei 56,07% der mannlichen Patienten und 52,09% Kontrollen
vor und war ebenfalls zweiseitig signifikant mit mannlichem Geschlecht assoziiert (p
= 0,033, RR = 1,287). Da dieser SNP Marker dem Initialkollektiv des BEACON-
Konsortiums nicht zugefiihrt wurde und auch nicht von Palles et al. untersucht wurde,
sich jedoch laut Analysen des Barrett-Konsortiums eine signifikante Assoziation in
der N&he eines potentiell krankheitszutraglichen Gens bei mannlichen
Karzinompatienten feststellen lie3, sollte dieser interessante SNP Marker weiteren

Untersuchungen unterzogen werden.

Die Risikoallele der SNP Marker rs4646638 und rs3784262 erreichten zwar in
unserer Replikationsanalyse keine Signifikanz, dies kdnnte jedoch auch an einem zu

kleinen Patientenkollektiv liegen.

Das haufige Allel A des SNPs rs4843376 in der Nahe von FOXF1, das ebenfalls bei
mannlichen Patienten h&ufiger als bei mannlichen Kontrollen vorkam (54,68% vs.
50,5%, p = 0,034, RR = 1,156) und in der Replikationsanalyse die einseitige
Signifikanz nicht erreichte (p = 0,127, RR = 1,101) stellt jedoch ebenfalls im Kollektiv
des BEACON Konsortiums ein signifikant assoziiertes Krankheitsallel dar (p =
0,0007, RR = 1,14).

Hinzukommend erreichte Allel A des SNP Markers im Rahmen der Genotyp-
Phanotyp Analyse die einseitige Signifikanzschwelle fir gleich zwei Phanotypen des
Patientenkollektivs, namlich "Familiare Falle ersten Grades mit Barrett-Osophagus"

und "Kaffeekonsum".

Das Allel kam damit haufiger bei Barrett-Karzinompatienten vor, deren Verwandte
ersten Grades einen Barrett-Osophagus entwickelt hatten (p = 0,008, RR = 1,568)
und haufiger bei Patienten, die keinen Kaffee konsumierten (p = 0,006, RR = 1,359)
(siehe Tabelle 13). Da die Barrett-Erkrankung eine genetisch multifaktorielle

66



Erkrankung darstellt, stellt Allel A des SNPs rs4843376 demnach einen weiteren
erblichen Risikofaktor dar, dessen Vererbung die Wahrscheinlichkeit der Entstehung
eines Barrett-Osophagus bei Verwandten ersten Grades begiinstigt. Diese
Hypothese miusste allerdings durch weitere Untersuchungen an Kollektiven von
Patienten mit Barrett-Karzinom und weiteren phanotypischen Informationen,
insbesondere unter Einbeziehung einer ausreichend hohen Anzahl an Verwandten

ersten Grades verifiziert werden.

In Bezug auf den Kaffeekonsum kam Allel A des SNP Markers rs4843376 (p = 0,006,
RR = 1,568) aber auch Allel A des SNP Markers rs2178146 (p = 0,008, RR = 1,363),
haufiger bei Patienten ohne Kaffeekonsum vor und zeigten entsprechend der
Literatur somit keine Assoziation zwischen Kaffeekonsum und der Ausbildung eines
BK sondern untermauerte sogar den Verdacht einer protektiven Wirkung des
Kaffeekonsums (105-107).

In Bezug auf den aktuellen Raucherstatus fanden sich ebenfalls zwei signifikant
assoziierte SNPs. Allel C des SNP Markers rs8045253 (p = 0,008, RR = 1,582) und
Allel C des SNP Markers rs3950627 (p = 0,0346, RR = 1,408) waren jeweils mit dem
aktuellen Raucherstatus assoziiert und unterstitzen somit die in der Literatur
beschriebene Assoziation zwischen dem Raucherstatus und der Entwicklung eines
BK(4, 140, 141). Da das BEACON Konsortium keine Datenerhebung zu diesen
Phanotypen vorgenommen hat, kénnen in diesen Punkten keine vergleichenden
Aussagen getatigt werden. Eine Replikation dieser Ergebnisse an einem
unabhangigen Kollektiv von Barrett-Karzinompatienten koénnte hier weitere

Informationen erbringen.

Abschlie3end gilt es, die Griinde fur das Verfehlen der Signifikanzschwelle der 12

replizierten SNPs zu diskutieren.

Wie schon zuvor erwédhnt konnen Kollektive zufallige Anh&ufungen eines
vermeintlichen Risikoallels zeigen. Es ist jedoch wahrscheinlicher, dass der

Nichtreplikation eine zu kleine Fallzahl an Barrett-Karzinom-Patienten zugrundeliegt.

Das Barrett-Konsortium hatte hierzu 1.064 Patienten und 1.019 Kontrollen in die
Analysen miteinbeziehen konnen, wohingegen das BEACON-Konsortium ein
Initialkollektiv von 3.928 Patienten und 3.207 Kontrollen aufwies und somit eine

hdhere statistische Power erreichen konnte.
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6. Zusammenfassung

Gegenstand vorliegender Dissertation ist das Barrett-Karzinom, das in den letzten
vier Jahrzehnten aufgrund seiner starken Zuwachsrate von tber 600% (10, 11) und
der 5 Jahres-Uberlebensrate von maximal 20% in fortgeschrittenen Stadien (13-15)
in den westlichen Industrienationen an enormer sozialmedizinischer Bedeutung

gewonnen hat.

Eine chronische lokale Inflammation, die durch exogene Risikofaktoren bedingt ist,
|6st dabei einen Umbauvorgang des Plattenepithels der Speiserbhre aus. Im
Rahmen dieser Metaplasie-Dysplasie-Karzinom-Sequenz entsteht als Metaplasie
zuerst der Barrett-Osophagus, der mit einer Konversionsrate von bis zu einem

Prozent die einzig bekannte Prakanzerose des Barrett-Karzinoms darstellt (1, 5, 7).

Gesicherte exogene Risikofaktoren stellen derzeit die gastro6sophageale
Refluxkrankheit (GERD) (3, 4), das Vorliegen einer Hiatushernie, die stammbetonte
Adipositas und der Konsum von Nikotin dar (1, 7, 21, 22). Aufgrund der familiaren
Haufung wurde dartber hinaus festgestellt, dass auch genetische Risikofaktoren an
der Entwicklung des Barrett-Osophagus und Barrett-Karzinoms beteiligt sind. Dabei
handelt es ich um multifaktorielle bzw. komplex genetische Erkrankungen, die durch
das Zusammenwirken von zahlreichen genetischen Risikovarianten gekennzeichnet
sind, die einzeln auch in der gesunden Allgemeinbevélkerung vorkommen. Um sie zu
identifizieren, bedient man sich sogenannter genomweiter Assoziationsstudien
(GWAS). Hierbei werden genetische Varianten genomweit in grof3en Fall-
Kontrollkollektiven typisiert. AnschlieBend wird untersucht, ob die Auspragung der
Genvarianten in beiden Kollektiven unterschiedlich ist. Als genetische Varianten
werden sogenannte single nucleotide polymorphisms (SNPs) verwendet. Bei GWAS
mussen allerdings maoglichst grof3e Fall-Kontrollkollektive verwendet werden, da der
Signifikanzwert einer GWAS-Assoziation aufgrund des multiplen Testens bei p =5 x
10 liegt (25, 26).

Unter diesem Aspekt lag das Primére Ziel dieser Dissertation in der Generierung
einer Biobank eines grof3en Kollektivs von Patienten mit gesichertem Barrett-

Karzinom.

Die Studiengruppe des Barrett-Konsortiums rekrutierte zu diesem Zweck in Phase

Eins der Studie 1.064 Patienten von welchen 1.027 mit gesicherter
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histopathologischer Diagnose eines Barrett-Karzinomes in die Studie eingeschlossen
wurden.

In einer zweiten Phase erfolgten strukturiert und standardisierte Interviews um
sowohl detaillierte Phéanotypdaten zum Patienten, seiner Familie und seiner Umwelt
zu erheben, als auch exogene Risikofaktoren und klinische Pragnanzytypen zu
erfassen.

In der dritten Phase wurde eine Replikationsanalyse mit 12 genetischen Varianten
auf Chromosom 15 und 16 durchgefuhrt, welche in bereits vorliegenden GWAS
krankheitsassoziiert waren, und weiterfuhrend auf geschlechtsspezifische
Assoziationen getestet. In der letzten Phase wurden von allen Patienten Blutproben
zur DNA Extraktion asserviert und mit den bisher erhobenen Daten der Phasen Eins

bis Drei Genotyp-Phanotyp- und Genotyp-Umwelt-Analysen durchgefihrt.

Insgesamt wurden aus dem Patientenkollektiv 27 Phanotypinformationen seitens des
Barrett-Konsortiums erhoben von welchen in vorliegender Arbeit 7 Subphanotypen

genauer untersucht wurden.

Von in der Literatur vorbeschriebenen exogenen Risikofaktoren (1, 7, 21, 22), die zur
Inflammation und Umwandlung des Plattenepithels der Speiserthre beitragen,
beschrieben passend hierzu im erfassten Patientenkollektiv 62,99% den
maf3geblichen Risikofaktor der Refluxsymptomatik vor der Diagnosestellung, wobei
34,17% Patienten unter starkem Reflux litten und 21,03% der Patienten diesen sogar

mehr als zweimal pro Woche wahrnahmen.

Lediglich 100 (9,73%) Patienten gaben an, aktuell zu rauchen. Jedoch gaben 736
(71,66%) der Patienten an, in der Vergangenheit einen aktiven Raucherstatus gehabt

zu haben.

In der Literatur zeigt sich keine signifikante Assoziation von Kaffeekonsum zum
gastroosophagealen Reflux (107) und mdoglicherweise sogar ein protektiver Effekt
gegen die Entstehung eines Barrett-Osophagus (106). Dennoch wiesen (69,52%) der

Barrett-Karzinom-Patienten des Kollektivs einen taglichen Kaffeekonsum auf.
Entsprechend einer komplex-genetischen Vererbung mit multifaktorieller Genese

konnte das Vorliegen eines Barrett-Osophagus/Karzinoms bei Verwandten ersten
oder zweiten Grades bei lediglich 24 (2,33%) der erstgradig Verwandten bestatigt

werden.
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Zahlreiche Studien und Metaanalysen stellten fest, dass die Ausiibung kérperlicher
Aktivitaten (Joggen, Schwimmen) einen protektiven Faktor fur die Genese des
Barrett-Osophagus/-Karzinoms darstellen (105, 142, 143) und kérperliche Inaktivitat
die Gefahr des Refluxes sogar um das Dreifache erhéht (116). Dennoch gaben 496
(48,29%) der befragten Patienten an, regelmafiig, und 161 (15,67%) gelegentlich
korperlich aktiv zu sein. Da das Kollektiv ausschlief3lich Patienten mit Barrett-
Karzinom enthielt, ware eigentlich mit einer Verschiebung der Zahlen hin zu
korperlicher Inaktivitat zu rechnen gewesen. Dies erklart sich moglicherweise durch
die ungenaue Angabe der "kdrperlichen Aktivitat" als solche.

Zuletzt wurden die Patienten tber ihr Alter bei Diagnosestellung befragt. Aus der
Literatur ist zu entnehmen, dass ein erhohtes Alter (> 75 Jahren) als unabhangiger
Risikofaktor angesehen werden kann (99), wie auch die Tatsache, dass Manner im
Durchschnitt einige Jahre friher erkranken als Frauen (98). Dies konnte von g4b in
Analysen repliziert werden. Im Durchschnitt wurden ménnliche Patienten im Alter von
61,56 Jahren und Frauen im Alter von 63,88 Jahren diagnostiziert.

Auf die, in der Literatur weiterhin genannten, Risikofaktoren Hiatushernie,
stammbetonte Adipositas und das mannliche Geschlecht (1, 7, 21, 22) wird im

Rahmen einer anderen Dissertation des Barrett-Konsortiums eingegangen.

Das Fall-Kontroll-Kollektiv des Barrett-Konsortiums wurde zudem in der vorliegenden
Arbeit einer Replikationsanalyse unterzogen. Dabei wurde versucht, 12 genetische
Risikovarianten auf Chromosom 15 und 16, die im Kollektiv des BEACON-
Konsortiums einen p-Wert von <10 aufwiesen und somit Assoziation zum Barrett-
Osophagus oder Barrett-Karzinom zeigten, zu replizieren.

Unter zweiseitiger Testung wies jedoch keiner der SNP-Marker eine signifikante

Assoziation zum Barrett-Karzinom auf.

Drei der untersuchten SNPs verfehlten knapp eine signifikante Krankheitsassoziation
(rs1490865, rs2178146 und rs9936833). Dies konnte einem noch zu kleinen
Patientenkollektiv geschuldet sein. Deren nachstgelegenes Gen (FOXF1) zahlt zu
den Forkhead-box- Proteinen (FOX), welche Transkriptionsfaktoren darstellen, die
sowohl an Zellregulationsvorgdngen (Reparatur, Proliferation, Differenzierung), als
auch an der Embryogenese des Osophagus beteiligt sind (145) und damit ein

hochinteressantes Kandidatengen in der Genese des Barrett-Karzinoms darstellt.
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Auch SNP Marker rs3111601, der in der GWAS des BEACON-Konsortiums eine
Assoziation zum BO und BK aufwies und nahe des Gens FOXF1 lag, konnte in
unserer Replikationsanalyse nicht als nominal signifikant befunden werden. Das
BEACON-Konsortium hatte diesen und drei weitere SNPs mit signifikanteren P-
Werten nahe FOXF1 identifiziert (28).

Des Weiteren wurden alle 12 SNP Marker auf Chromosom 15 und 16

geschlechtsspezifisch auf signifikante Assoziationen zum Barrett-Karzinom getestet.

Die geschlechtsspezifischen Analyse zeigte bei den Allelen dreier SNPs (rs4646638,
rs3784262 und rs4843376) ein signifikant haufigeres Vorkommen bei

Karzinompatienten des mannlichen Geschlechtes.

Das haufige Allel A des SNP Markers rs3784262 hatte interessanterweise in der
Metaanalyse von Palles et al. (29) genomweite Signifikanz erreicht, jedoch nur im
Bezug zu Barrett-Osophagus-Patienten, wohingegen die geschlechtsspezifische
Analyse des Barrett-Konsortiums eine Assoziation zu mannlichen Barrett-
Karzinompatienten feststellen konnte. Das n&chstgelegene Gen dieses SNPs ist
ALDH1AZ2, welches indirekt durch seine Rolle in der Metabolisation von Alkohol in
Verdacht steht, an einem inflammatorischen Prozess der Speiserthre beteiligt zu
sein (89). Zukunftige Analysen sollten der Fragestellung einer Barrett-Karzinom-
Assoziation dieses Markers nachgehen.

Das haufige Allel T des SNPs rs4646638, ebenfalls befindlich in der Nahe des Gens
ALDH1A2, war ebenfalls zweiseitig signifikant assoziiert und wurde sowohl dem
Initialkollektiv des BEACON-Konsortiums, als auch des Kollektivs von Palles et al.
nicht zugefuihrt, konnte sich damit also lediglich in der Studie des Barrett-
Konsortiums als potentiell krankheitszutragliches Gen darstellen. Dieser interessante
SNP Marker sollte daher ebenfalls weiteren Untersuchungen unterzogen werden.
Ebenso das haufige Allel A von rs4843376 dessen nachstgelegenes Gen FOXF1
darstellt. Im Kollektiv der weiblichen Patientinnen liel3 sich keine signifikante
Assoziation nachweisen. Diese SNP Marker kdnnten mit einen Grund fiir das erhohte

Vorkommen des Barrett-Karzinoms beim mannlichen Geschlecht darstellen.

Hinzukommend erreichte Allel A des SNP Markers rs4843376 im Rahmen der
Genotyp-Phénotyp Analyse der zuvor genannten 7 Subph&notypen die einseitige
Signifikanzschwelle fur gleich zwei Phanotypen des Patientenkollektivs. Es liegt
haufiger vor bei Barrett-Karzinompatienten, deren Verwandte ersten Grades
ebenfalls einen Barrett-Osophagus entwickelt hatten (Phanotyp "Familidre Falle
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ersten Grades mit Barrett-Osophagus” als auch bei Patienten die keinen Kaffee
konsumieren (Phanotyp "Kaffeekonsum®). Letzteres gilt ebenso fir den SNP Marker
rs2178146. Entsprechend der Literatur (105-107) zeigten diese beiden SNPs s somit
keine Assoziation zwischen Kaffeekonsum und der Ausbildung eines BK, sondern

untermauern den Verdacht der protektiven Wirkung des Kaffeekonsums.

In Bezug auf den aktuellen Raucherstatus fanden sich ebenfalls zwei signifikant
assoziierte SNPs. Allel C des SNP Markers rs8045253 und Allel C des SNP Markers
rs3950627. Diese waren jeweils mit dem aktuellen Raucherstatus assoziiert und
unterstitzen somit die in der Literatur beschriebene Assoziation zwischen dem
Raucherstatus und der Entwicklung eines BK (4, 140, 141)

Um genauere Replikationsanalysen mit grof3eren Fallzahlen durchfiihren zu kénnen
und weitere Genotyp-Phanotyp Assoziationen zu erforschen, wird die
Rekrutierungsarbeit des Barrett-Konsortiums g4b zur Zeit mit noch detaillierteren
FragebOogen weitergefuihrt. Die bisher gewonnenen Daten, die anteilig in der
vorliegenden Arbeit behandelt wurden, bestatigen die Erkenntnisse neuester
Literatur Uber das Barrett-Karzinom und konnten diese mit den Ergebnissen der
geschlechtsspezifischen-  sowie  Genotyp-Phanotyp-/Genotyp-Umwelt-Analysen

sogar noch ergéanzen.
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8. Anhang

Tabelle 14: Ergebnisse der Genotyp-Phanotyp/Genotyp-Umwelt Analysen von 27 Phanotypen des
Patientenkollektivs die auf Assoziation zu genetischen Varianten hin untersucht worden waren und im
Initialkollektiv des BEACON-Konsortiums krankheitsassoziiert waren
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1.633
0.3057
0.08172
2.832
1.455
1.712
1.715
0.1035
1.516

inf

0.3646
0.3898
0.4017
0.4104
0.4379
0.4426
0.4459
0.45
0.4827
0.4854
0.5039
0.5334
0.5568
0.557
0.5682
0.5913
0.6101
0.6252
0.6499
0.6942
0.6947
0.7102
0.7133
0.715
0.7242
0.7502
0.7599
0.7697
0.7701
0.8009
0.851
0.866
0.868
0.9948
0.9968

refll
tabl
tabl
fam_BE
act2
tabl
cofl
tabl
act2
actl
act2
actl
actl
fam_refl
cofl
refll
tabl
fam_BE
act2
fam_BE
actl
cofl
actl
actl
actl
fam_BE
actl
actl
cofl
act2
fam_BE
fam_BE
actl
act2

act2
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10. Lebenslauf

Name:
Geburtstag/-ort:
Staatsangehdrigkeit:
Familienstand:

Schulausbildung
1993 - 1996

1996 - 2006

Juni 2006

Georg Michael Arras

08.07.1986 in Erbach Odenwaldkreis
Deutsch

Verheiratet

Rodenstein Grundschule in Frankisch-Crumbach
Georg-August-Zinn Gesamtschule in Reichelsheim
Abitur

Freiwilliges Soziales Jahr

Hochschulausbildung
Okt. 2007 - April 2008
April 2008 - Mai 2015

August 2010
April 2014
Mai 2015

Famulaturen
Marz 2011
Februar 2012
September 2012
November 2013

Praktische Tatigkeiten
Mai 2010 - Aug. 2010

Nov. 2010 - Mai 2012

Praktisches Jahr
Mai 2014 - April 2015

Arztliche Tatigkeit
Okt. 2016 - derzeit

2006 - 2007 Georg-August-Zinn Schule Reichelsheim,
Unterricht 5. bis 10. Klassen

Studium der Wirtschaftsinformatik, Universitat Mannheim
Studium der Humanmedizin, Johannes-Gutenberg-
Universitat Mainz

1. Staatsexamen

2. Staatsexamen

3. Staatsexamen

Radiologie im Fort Malakoff

Institut fur Rechtsmedizin der Universitatsmedizin Mainz
Hamato,-und Pneumologie der Universitatsmedizin Mainz
Marz 2013 Anasthesie an der HNO Klinik der
Universitatsmedizin Mainz

Notaufnahme der Universitatsmedizin Mainz

OP Helfer und 2. Assistenz in der Orthopadie, Heilig Geist
KKH in Bingen

Patientenmanagement und Bedienung des Hochfeld-MRT,
Radiologie im Fort Malakoff in Mainz

Innere Medizin Gesundheitszentrum Odenwaldkreis
GmbH

Chirurgie Bundeswehrkrankenhaus Koblenz
Allgemeinmedizin Chemiekonzern BASF Ludwigshafen
sowie Praxis fur Allgemeinmedizin Dr. Wallacher
Ludwigshafen

Assistenzarzt im Bereich Innere Medizin des

Gesundheitszentrums Odenwaldkreis in Erbach (GZO)
Klinikum der Grund - und Regelversorgung
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