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1. Einleitung

5-Fluorouracil (5-FU) ist ein weit verbreitetes Chemotherapeutikum fir
verschiedene solide Tumorentitdten. Es kann unter Umstanden in erheblichem
Mal3e zu Toxizitaten durch die Verabreichung von 5-Fluorouracil kommen. Eine
der moglichen Ursachen hierfur ist in einem defekten Metabolismus von 5-FU
zu finden, der in erster Linie durch eine veranderte Dihydropyrimi-
dindehydrogenase (DPD) bedingt sein kann. Durch die Identifizierung von DPD-
defizienten Patienten mittels Genotypisierung vor Chemotherapie konnte
solchen 5-FU bedingten Nebenwirkungen z.B. durch eine Dosisreduktion
entgegen gewirkt werden. Voraussetzung fir ein solches genetisches
Préascreening ist eine eindeutige Zuordnung, welche Sequenzveranderungen in
dem fir die DPD kodierenden Gen (DPYD) ursachlich fur eine Unvertraglichkeit
durch 5-FU sein konnten. Die Einstufung einiger bereits bekannter DPYD-
Polymorphismen hinsichtlich ihrer Relevanz fur das Auftreten von Toxizitat
durch 5-FU-Applikation ist die zentrale Fragestellung dieser Arbeit. Hierfur
wurde ein Patientenkollektiv mit maligner Grunderkrankung unter chemo-
therapeutischer Behandlung mit 5-FU auf das mogliche Auftreten von
Nebenwirkungen hin beobachtet. Diese Daten wurden anschlieend mit dem

jeweiligen individuellen, im Labor bestimmten Polymorphismusprofil korreliert.

Vor allem in Bereichen der Gynakologie beim Mammakarzinom, als auch in der
Gastroenterologie zur Behandlung von malignen Erkrankungen im Magen-
Darm-Trakt findet 5-FU eine breite Anwendung. Das Grundleiden der
untersuchten Patienten/-innen setzt sich deshalb in erster Linie aus diesen

beiden Tumorentitaten zusammen.

Brustkrebs ist mit einem weltweiten Anteil von 22,9% bei steigenden
Inzidenzraten (vgl. Robert Koch-Institut, 2010) die haufigste Krebserkrankung
der Frau, sowohl in den Industriestaaten, als auch in Entwicklungslandern (vgl.
Ferlay, Shin et al.,, 2010). Die Therapie des Mammakarzinoms baut auf
mehreren S&ulen auf. Mit der Operation wird der Tumor entfernt. Eine Radiatio
soll etwaige Ubrig gebliebene Tumorzellen zerstéren, um das Lokalrezidivrisiko

zu senken. Eine adjuvante Chemotherapie hat die Intension, die Entstehung
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von Metastasen durch bereits in den Korper gelangte, aber noch nicht
nachweisbare Tumorzellen zu unterbinden. Sowohl Bestrahlung als auch
Chemotherapie kdnnen bei ausgedehnten Befunden auch neoadjuvant sinnvoll
sein. Hierbei wird eine der beiden Therapien vor der Operation durchgefihrt,
um einerseits Uberhaupt erst die Operabilitat zu erreichen, andererseits, im
Falle eines lokal weit fortgeschrittenen Mammakarzinoms, um eine
brusterhaltende Operationsmethode zu ermoglichen. Eine adjuvante endokrine
Therapie z.B. mit Tamoxifen und der Einsatz des Biologikums Trastuzumab
entsprechend des Hormonrezeptor- bzw. HER2-/neu-Status bringt die
Behandlung des Mammakarzinoms immer weiter in Richtung einer individuell
angepassten Krebstherapie (vgl. Eiermann et al., 2009, S.143 ff).

5-Fluorouracil nahm in der Vergangenheit einen hohen Stellenwert in der

chemotherapeutischen Behandlung des Mammakarzinoms ein.

Maligne gastrointestinale Tumoren bilden eine sehr heterogene Gruppe. Man
unterscheidet das 0sophageale Plattenepithelkarzinom von einem Adeno-
karzinom des Osophagogastralen Ubergangs (AEG). Hiervon abzugrenzen ist
wiederum das eigentliche Magenkarzinom. Kolorektale Karzinome bilden eine
grol3e Gruppe innerhalb der Neoplasien des Magen-Darm-Traktes, jedoch auch
insgesamt unter den krebsbedingten Erkrankungen in Deutschland (vgl.
Heinemann, Engel et al. 2010, S.139). Wahrend sich zwischen den
Tumorentitdten im Magen-Darm-Trakt groRe Unterschiede bezuglich der
Risikofaktoren, Inzidenzen und Mortalitatsraten, sowie der Prognose ergeben,
ist zumindest beziglich einer Chemotherapie eine Gemeinsamkeit zu nennen.
Fur alle Subentitdten dieser heterogenen Tumorgruppe kommt 5-Fluorouracil
als Chemotherapieoption in Frage, sowohl in kurativer als auch palliativer

Intention.
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2. 5-Fluorouracil und die Dihydropyrimidindehydroge-

nase

2.1 Charakteristiken einer Chemotherapie mit 5-FU

5-Fluorouracil wurde 1962 von der Firma Hoffmann-
La Roche auf den Markt gebracht (vgl. Hoffmann-La
Roche, 2007). Bei der Substanz Capecitabine
(Xeloda®) handelt es sich um eine weiterentwickelte,
oral applizierbare Form von 5-FU.

Bis heute ist es ein weit verbreitetes Chemothera-
peutikum fur die Krebsbehandlung solider Tumoren.
5-FU und Capecitabine finden vor allem bei Magen-
karzinomen, kolorektalen Tumoren und beim

Mammakarzinom eine breite Anwendung (vgl.

o

N
O)\N
H

Abbildung 1: Struktur-
formel von 5-Fluorouracil

(Longley, Harkin et al.,
2003)

Aktories et Unger, 2013, S.911). Auch stellt es eine Therapieoption fur maligne

Erkrankungen im Kopf-Hals-

Dihydropyrimidin=
. Dehydrogenase
Bereich dar. Ty, (FU
i
Dihyers- = = 85%
flucrouracil
(FUHg)

In der Dermatologie wird 5-FU

Fluarauracil

Thymidinphosphorylase
‘QX\ L

Drecxyflucrouridin
(Fdllrdy

bei aktinischen Keratosen, i ” Thymidinkinase
TH
Morbus Bowen und Basalio- v Decxylluoreuridinmeonsphosphat
. . Inaktive (FdUMP)
men 1IN tOpISCher Form an- Kataboliten I

gewendet (vgl. Ruf3, 2010,
S.352). 5%ige Efudex®-Creme
z.B. ist 5-FU-haltig.

¥

Thymidylatsynthase

TS

dUMP — dTMF [ > DMA

Abbildung 2: Stoffwechselweg von (Fluoro)pyrimidi-

nen

(nach: Gross, Seck et al., 2002)

2.1.1 Wirkmechanismus

Das Fluoropyrimidin 5-FU (vgl. Abbildung 1) gehért zu den Antimetaboliten. Zur

besseren Ubersicht ist zundchst sowohl der anabole, als auch katabole

Stoffwechselweg von 5-FU in Abbildung 2 dargestellt. Auf den Katabolismus

wird im folgenden Kapitel (2.1.2 Abbau durch die Dihydropyrimidindehydro-

genase, S.13) ndher eingegangen.
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Der anabole Metabolit des Pyrimidinanalogons 5-FU, 5-Fluorodesoxyuridin-

monophosphat (FAUMP), hemmt das Enzym Thymidylatsynthase (TS) (vgl.

Abbildung 4). Dadurch wird die Methylierung von Desoxyuridinmonophosphat
(dUMP) zu Desoxythymidinmonophosphat (dTMP) verhindert. FAUMP bindet an
die Nukleotidbindestelle der Thymidylatsynthase und bildet mit ihr und dem
Methyl-Donor N5,N10-Methylen-Tetrahydrofolsaure (CH,-THF) einen stabilen

Komplex. Dadurch ist der

@ Zugang fur dUMP zur Bin-

G W destelle blockiert. Durch

§_;?:=%-i:'\' 1Enie [T den Mangel an dTMP

@ rﬁ:“ kommt es in den Tumor-
- . s

S zellen durch die Inhibie-

rung der Replikation zu zy-

Abbildung 4: Wirkmechanismus von 5-Fluorouracil auf

die Thymidylatsynthase
(Longley, Harkin et al., 2003)

tostatischer Wirkung. Da-

riber hinaus fihren in die

DNA und RNA eingebaute 5-FU-Metaboliten zu einem zytotoxischen Effekt.

(vgl. Gross, Seck et al., 2002;
Longley, Harkin et al., 2003)

Der Gedanke liegt nahe, dass
Patienten mit einer Gberprodu-
zierten  Thymidylatsynthase
nicht auf eine 5-FU-Therapie
ansprechen. Entsprechend

konnte unter anderem in
5-FU-resistenten Lebermetas-

tasen eine hochregulierte Thy-

Liracil

MADPH + H*
PADE

dityrdrouracil

Thymina

MADPH + H*
ru::l

ditvydrothyming

Dihydropyrimidine
dehydrogenase

aa HO
Hglt Dihydropyrimidinase

L

A-ureidopropionata

Had
Urcidapropionase
Ky« 0

F-alaning

f-ureidoisobutyrale

Mgty
MHg + Gl

B-aminoisobulyrate

Abbildung 3: Reaktionskaskade des Pyrimidinka-
tabolismus

(van Kuilenburg, Van Lenthe et al., 2000)

midylatsynthase nachgewiesen werden (vgl. Wang, Diaz et al., 2004).

2.1.2 Abbau durch die Dihydropyrimidindehydrogenase

Fur eine erfolgreiche Chemotherapie mit 5-FU ist jedoch nicht nur die Aktivitat

der Thymidylatsynthase entscheidend. Der Erfolg ist wesentlich von der in vivo

vorliegenden 5-FU-Konzentration abhangig, die in hohem Mal3e von dessen

Abbau bestimmt wird. Die entscheidende Rolle im katabolen Stoffwechselweg

13



Analyse von DPYD-Polymorphismen zur Abklarung 5-FU-bedingter Nebenwirkungen

von 5-FU spielt hierbei als initiales und geschwindigkeitsbestimmendes Enzym

die Dihydropyrimidindehydrogenase (vgl. van Kuilenburg, Vreken et al., 1999).

Die unter physiologischen Umstanden von der
DPD katalysierte Reaktionskaskade im Pyrimi-
dinkatabolismus kann in Abbildung 3 nachvoll-
zogen werden. Entsprechend lauft auch der
katabole Stoffwechselweg von 5-FU ab (vgl.
Abbildung 5).

Die DPD enthélt eine Bindungsstelle fur das
Substrat Thymin und Uracil bzw. 5-FU. Fir die
Katalyse werden als Kofaktoren Flavinadenin-
(FMN)
nukleotid (FAD) bendtigt, sowie NADPH als
(vgl. Yokota,
Salguero et al., 1994). Darlber hinaus weist

mononukleotid und Flavinadenindi-

Elektronendonor Fernandez-
die DPD vier Eisen-Schwefel-Cluster auf, die
an dem Elektronentransfer beteiligt sind (vgl.
Dobritzsch, Ricagno et al., 2002).

Die entsprechenden Aminoséurepositionen,

der

Abbildung 6: Gesamtstruktur einer Schwei-
ne- DPD

Die Kofaktoren sind mittels Stabchenmodell
dargestellt, wobei die Eisen-Schwefel-Cluster
in den Farben Griin und Pink erscheinen.

(Schnackerz, Dobritzsch et al., 2004)

Dihydrogyrimisdin-
dehydrogenassa

1
FUH; = Dihydrofluorcuracil

HeO- ‘{ Divwdropyrimidinase

G‘..DC:H
o "
oy
H
FUPA = Flugro-i-Ureidopropionsiure

i j
-Ureidoproplonassa
iy & O +

a,
Y
HaM
FEAL = Fluora-fl-alanin

Substratbindung

Areale der

z.B. sowohl

sauresequenz
DPD weist

Abbildung 5: Der katabole Stoff-
wechselweg von 5-FU

(vgl. van Kuilenburg, Meinsma et
al., 2003)

welche an dem Elektronentransfer,

oder der

Interaktion mit Kofaktoren beteiligt

sind, beschreiben hoch konservierte

DPD (vgl. Mattison,

Johnson et al.,, 2002). So konnte

fir die Uracil- bzw.

5-FU-, als auch fur die NADPH-BIin-
dungsstelle unter den Saugetieren,
sowie im Vergleich mit Drosophila
melanogaster eine 100%ige Uber-
einstimmung der Aminosduren ge-

funden werden (ibd.). Die Amino-

der menschlichen

zur Sequenz des
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Schweins mit 93% insgesamt die hdchste Identitat auf (ibd.). Entsprechend
kann in Abbildung 6 anhand der Struktur der Schweine-DPD eine Vorstellung
vom dreidimensionalen Aufbau der DPD mit den entsprechenden Doméanen ge-

wonnen werden.

Das fur die DPD kodierende Gen wurde von Yokota et al. 1994 genauer
beschrieben. Das DPYD-Gen liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 1
(1p22) (vgl. Takai, Fernandez-Salguero et al., 1994) und beinhaltet 23 Exons,
die sich Uber 950 kb erstrecken, von denen 3 kb kodierende Sequenz
beinhalten (vgl. Wei, Elizondo et al., 1998). Das kodierte Protein umfasst 1025
Aminosauren (vgl. Yokota, Fernandez-Salguero et al., 1994).

2.1.3 Pharmakokinetik

Die orale Bioverflugbarkeit von 5-FU ist schlecht, sodass die parenterale Gabe
zwingend erforderlich ist. Im Gegensatz zur schlechten intestinalen Resorption
ist die Liquorgangigkeit jedoch gut. (vgl. Aktories et Unger, 2005, S.939)

Die rasche Plasmaelimination von 5-FU schwankt interindividuell betrachtlich.
Heggie et al. fanden Plasmahalbwertszeiten zwischen 5 und 27 Minuten nach
5-FU-Bolusgabe (vgl. Heggie, Sommadossi et al., 1987). Aufgrund dieser
kurzen Halbwertszeiten fallt die Plasmakonzentration von 5-FU nach i.v. Bolus-
applikation schnell auf Werte unterhalb der zytotoxischen Schwelle. In die Lan-
ge gezogene oder kontinuierliche Infusionen kénnen die Aktivitat erhéhen. (vgl.
Johnston et Kaye, 2001)

Ursachlich fur diese kurze Plasmahalbwertszeit ist einerseits die Tatsache,
dass 5 — 20% der Dosis unverandert von den Nieren ausgeschieden werden.
Viel ausschlaggebender ist jedoch die schnelle Inaktivierung durch die Leber.
Vor allem hier werden an die 80% der verabreichten 5-FU-Menge durch die
DPD unverziglich in inaktive Metaboliten wie Dihydrofluorouracil und Fluoro-f3-
Ureidopropionsaure abgebaut. So stehen nicht einmal 3% des Wirkstoffes fur
die anabole Verstoffwechselung in den aktiven Metaboliten Deoxyfluorouridin-

monophosphat zur Verfugung. (vgl. Daher, Harris et al., 1990)
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Count

Die Aktivitdt der DPD schwankt,
wie Abbildung 8 zu entnehmen
ist, interindividuell in der Bevol-
kerung erheblich. Hinzu kom-
men noch rassenspezifische Un-
Abbildung 7).
Mattison et al. verglichen die

terschiede (s.

DPD-Aktivitaten von Kaukasiern

und Afroamerikanern. Die DPD-

Aktivitditen in  mononuklearen

Abbildung 7: Verteilung der DPD-Aktivitaten in

gesunden Afroamerikanern (n = 149; schraffiert)

Zellen des peripheren Blutes

und Kaukasiern (n = 109; weil)

In rot sind Individuen mit einer defizienten DPD
<0,18 nmol/min/mg

dargestellt (DPD-Aktivitat

waren bei letzteren signifikant

niedriger als bei Kaukasiern

Protein). 12 Afroamerikaner waren DPD-defizient,

im Gegensatz zu 3 Kaukasiern.
(Mattison, Fourie et al., 2006)

(p=0,002). Auch die DPD-

Defizienz kam in der afroameri-

kanischen Bevdlkerung 3-fach haufiger vor (p = 0,07) als in der kaukasischen
(8,0% vs. 2,8%). (vgl. Mattison, Fourie et al., 2006)

Zudem konnten bezlig-
lich der DPD-Aktivitat
geschlechtsspezifische
Unterschiede gefunden
werden. Diese ist bei
Frauen durchschnittlich
um 15% niedriger als
bei (val.
Etienne, Lagrange et
1994).

rascht es nicht,

Mannern
al., So uber-
dass
Frauen

Ne-

benwirkungen erleiden

anteilig mehr

schwerwiegende

als Manner (vgl. Sloan,
Goldberg et al., 2002).

Wahrend fast

die Halfte aller

w.;.a‘l' — —

Frequency (%)

)]
AT B30 R BRI LR IV R Al R BE RFT- Rl B R RT3 BTT.

PEBM-DPD Activity (nmol/min/mg protein)

Abbildung 8: Die Aktivitat der DPD in mononukleédren
Zellen des peripheren Blutes folgt der Normalverteilung

Die Aktivitat der DPD wurde hier bei 124 gesunden
Freiwilligen gemessen. Ein Auszug aus der Charakteristik
dieses Kollektivs:

Méanner n = 56 (45,2%) vs. Frauen n = 68 (54,8%)

Kaukasier n = 77 (62,1%) vs. Nicht-Kaukasier n = 47 (37,9%)
PBM = engl. peripheral blood mononuclear cells)

(Lu, Zhang et al., 1993)

Frauen unter 5-FU-Therapie schwere
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Toxizitatserscheinungen erleiden, ist unter
Mannern nur etwa ein Drittel betroffen
(ibd.).

Die DPD-Aktivitat unterliegt zudem einer
zirkadianen Tagesrhythmik (vgl. Harris,
Song et al., 1988). Harris et al. konnten im

Rattenmodell die am Tageslicht orientierte

Variabilitat der DPD-Aktivitat messen,
dargestellt in Abbildung 9 (ibd). Die
maximale Enzymaktivitat Uberschreitet
dabei die minimale um mehr als das

7-fache (ibd.). Porsin et al. fanden bei
Untersuchungen der DPYD-mRNA heraus,
die maximale DPD-Aktivitat 16

Stunden nach der maximalen DPYD-Ex-

dass

pression zu beobachten ist (vgl. Porsin,
Formento et al., 2003)

2.1.4 Orale Therapie mit Capecitabine

A
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Abbildung 9: (A) Die zirkadiane
Rhythmik der DPD in Rattenleber un-
ter normalen Tagesbedingungen und
(B) unter umgedrehten Lichtverhalt-
nissen (mit Licht zwischen 18 Uhr
und 6 Uhr)

(Harris, Song et al., 1988)

Eine neue Fortentwicklung der klassi-
schen 5-FU-Therapie ist die orale Va-
riante mit Capecitabine (Xeloda®), N(4)-
Pentyloxycarbonyl-5'-desoxy-5-fluorcyti-
din (vgl. Miwa, Ura et al., 1998). Dieses
Fluoropyrimidin-Carbamat kann im Ge-
gensatz zu 5-FU oral verabreicht wer-
den, bei einer oralen Bioverfugbarkeit
von 70 — 80% (vgl. Chu et Sartorelli,
2009, S.947). Es handelt sich um eine
Vorstufe von 5-FU. Der Stoffwechselweg

Capecitabine

H G o
’ \g_j o HM :-%/ F
" Thymidinphesphorylase Qf'J\‘N

NH-GO-0 " NH
N | F -3 I F
oA 0P
Hal [n] — HC o}
Carboxylesterase
{Leber)
HO 0OH MO OH

5" -Desoxy-5-Fluorocytidin

Cytidindeaminase
{Leber, Tumoren)

{Tumoren) L

5 -Desoxy- 5-FU
S-Fluorouridin

von Capecitabine zu 5-FU st in

Abbildung 10 dargestellit.

Abbildung 10: Stoffwechselweg von Ca-
pecitabine (nach: Miwa, Ura et al., 1998)
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Capecitabine wird nach enteraler Resorption zunachst Uber die Carboxyl-
esterase zu 5 -Desoxy-5-Fluorocytidin, anschlieBend durch die Cytidindeami-
nase zu 5 -Desoxy-5-Fluorouridin verstoffwechselt. Der letzte Schritt der Meta-
bolisierung zu 5-FU wird von der Thymidinphosphorylase katalysiert. Cape-
citabine und 5"-Desoxy-5-Fluorocytidin zeigen kaum antiproliferative Wirkung,
im Gegensatz zu der hohen Zytotoxizitat durch 5-FU, gefolgt von 5 -Desoxy-
5-Fluorouridin. Wéhrend die Carboxylesterase fast ausschlie3lich in der Leber
lokalisiert ist, die Cytidindeaminase in hohen Konzentrationen in der Leber und
in soliden Tumoren vorkommt, ist die Aktivitat der Thymidinphosphorylase intra-
tumoral deutlich erhéht zum normalen Gewebe. Somit entsteht das aktive 5-FU
in erster Linie im Tumor und erzielt hier hohe Wirkspiegel. Capecitabine ahmt
uber die schrittweise Aktivierung eine kontinuierliche 5-FU-Infusion nach (vgl.
Blum, 2001). (vgl. Miwa, Ura et al., 1998)

Capecitabine wird zur Erstlinientherapie sowohl des metastasierten Mamma-
karzinoms (vgl. Blum, 2001) als auch des metastasierten Kolonkarzinoms (vgl.

Chu et Sartorelli, 2009, S.947) verwendet. Es kommt zudem in der adjuvanten

Therapie des Kolonkarzinoms _
HlotresDFS  4-JehresDFS  B-JaluesOFS
1 1 1 — XELOX 70,8 BEA% 6. 1%
im Stadium Il zum Einsatz S g s
. . 1,05
(vgl. Reinacher-Schick, Arnold . 8 S
. =2 08 ——
et al., 2010). Die XELOXA- £5 —-
é a 0.6 Umtarschied nach e T T
Studie ergab unter anderem £ 3doheon 5% Unierschesd  Uagerschid
i f o4 nech 4 U n_n--. nach
eine signifikante Uberlegenheit %i o 2. 1A= 0.80 zugunster von XELOX 6.1 5 Jahvan
i A I_;_ g ' (A5 %Konldansdnuerval, 089093}
von XELOX (Capecitabine und 5 0=0.0045
Oxaliplatin) gegeniiber Bolus- o L - : 4 B o
Zeit (Jahra]
5-FU/Leukovorin fur das krank-

. ) . Abbildung 11: 5-Jahres-krankheitsfreies Uberleben
heitsfreie  Uberleben  (vgl. in der XELOXA-Studie

Abbildung 11) (ibd.). DFS= krankheitsfreies Uberleben

Capec|tab|ne hebt aIS Zwelmal 5'FU/FS = 5-F|UOI’OUI’aCillFolinSéure
Xelox = Capecitabine/Oxaliplatin

(Reinacher-Schick, Arnold et al., 2010)

taglich eingenommenes orales
Medikament nicht nur wesent-
lich die Lebensqualitdt des Patienten, sondern schliel3t auch Risiken einer
intravendsen Therapie aus, die mit einem Port oder peripheren bzw. zentralen

Venenkathetern einhergehen.
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2.1.5 Nebenwirkungen

Jede Chemotherapie flhrt, neben der gewlnschten Wirkung auf die Tumor-
zellen, auch zur Schadigung anderer Gewebe, in erster Linie solcher mit einer
schnellen Proliferation.

Die klassischen Nebenwirkungen unter 5-FU-Therapie treten im blutbildenden
Knochenmark und im Gastrointestinaltrakt auf. Die Knochenmarkssuppression
kann zu Leukopenie, Neutropenie, Thrombozytopenie und Anamie fuhren und
ist dosislimitierend. Typische Symptome im Magen-Darm-Trakt sind die
Mukositis, Stomatitis, Ubelkeit bzw. Erbrechen und die Diarrhoe. Dariiber
hinaus kdnnen Hautreaktionen in Form von Dermatitiden auftreten. Das Hand-
FuR-Syndrom beschreibt Hautablésungen an den Innenflachen von Hand und
Full, die mit Schmerzen einhergehen konnen. Zudem sind neurotoxische
Symptome oder eine Alopezie weitere mogliche Nebeneffekte einer 5-FU-
haltigen Chemotherapie. In seltenen Fallen konnten Koronarspasmen
beobachtet werden, die in histologisch nachweisbaren Myokardinfarkten enden
konnen (vgl. Braumann, Mainzer et al., 1990). (vgl. Aktories et Unger, 2013,
S.911)

Die ,ECOG Common Toxicity Criteria“ ermoglichen eine passende Gradeintei-
lung fur die Erfassung und Beschreibung von Nebenwirkungen unter

Chemotherapie. Diese Einteilung ist im Anhang dargestellt.

Es gibt bestimmte Risikofaktoren flir das Auftreten von solchen
Nebenwirkungen. Die Meta-analysis Group In Cancer beschreibt ,weiblich®,
»hoheres Alter” und einen guten ,ECOG Performance Status® (vgl. Anhang) als
prognostische Faktoren fir nicht-hamatologische Toxizitat. Frauen und
Patienten mit hherem Lebensalter haben zudem ein grofReres Risiko fur die
Ausbildung eines Hand-Ful3-Syndroms. (vgl. Meta-analysis Group In Cancer,
1998b).

Auch die Art der iv. Applikation von 5-FU hangt eng mit dem
Nebenwirkungsprofil zusammen (vgl. 2.1.8 Intravendse Applikationsweisen von
5-Fluorouracil, S. 22). Fur die orale Therapie mit Capecitabine gilt, dass

Nebenwirkungen wie Myelosuppression, Ubelkeit, Erbrechen und Mukositis
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signifikant seltener auftreten als unter intravendser 5-FU-haltiger Chemo-
therapie (vgl. Chu et Sartorelli, 2009, S.947). Die Hauptnebenwirkungen sind

hierbei die Ausbildung von Diarrhoen oder eines Hand-Ful3-Syndroms (ibd.).

2.1.6 Wechselwirkungen

Das Virostatikum Brivudin (Zostex®), das bei Herpes-Zoster gegen das Varizella
Zoster Virus und bei Infektionen mit dem Herpes simplex Virus vom Typ |
eingesetzt wird, interagiert mit 5-Fluorouracil. Unter Brivudintherapie kann es
bei einer zeithahen Chemotherapie mit 5-FU oder anderen 5-Fluoropyrimidinen
zu einer verstarkten Toxizitdt kommen. Dieser Effekt lasst sich auf die
hemmende Wirkung des Brivudinmetaboliten Bromvinyluracil auf die
Dihydropyrimidindehydrogenase zuruckfuhren. Um dies zu vermeiden sollte ein
zeitlicher Abstand zwischen den beiden Substanzen von mindestens 4 Wochen
eingehalten werden. (vgl. Strahimann et Lode, 2005, S.871)

Zudem kann es durch Metronidazol, Interferone, Thiaziddiuretika, Cimetidin
oder Flucytosin mdoglicher Weise zu einer verstarkten Wirkung von 5-FU
kommen (vgl. Weitz, Schalhorn et al., 2010, S.885).

2.1.7 Kombination mit anderen Substanzen

Da 5-FU als Monotherapie keine zufrieden stellende Therapieoption darstellt,
hat man versucht, 5-FU mit anderen Substanzen zu kombinieren. Im Falle des
Kolonkarzinoms als Beispiel liegen die Ansprechraten bei alleiniger 5-FU-Gabe
nur bei 10 — 20% (vgl. Johnston et Kaye, 2001). Solch gerade beschriebene
Wechselwirkungen mit 5-FU hat man versucht sich z.B. in der Kombination von
Interferon (INF) und 5-FU fur ein besseres Tumoransprechen zunutze zu
machen (vgl. Jager, Bernhard et al., 1995). Auch ist es moglich durch ein
Eingreifen in den 5-FU-Katabolismus dessen Wirkung zu verstarken. Eniluracil
(5-Ethynyluracil) z.B. ist ein nichtkompetitiver Inhibitor der DPD und potenziert
damit die Wirkung von 5-FU durch eine Erhohung von dessen Bioverfugbarkeit
(vgl. Sharma et Saltz, 2000).
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Bis heute klinisch relevant ist eine Kombination aus 5-FU und Leukovorin.
Hierbei kommt es durch die Erhohung von reduziertem Folat zu einer
Stabilisierung des Komplexes aus FAUMP, dem aktiven Metaboliten von 5-FU,
und der Thymidylatsynthase (vgl. Park, Collins et al., 1988). Hieraus resultiert
eine effektivere Hemmung der DNA-Synthese (ibd.). Die Ansprechraten
konnten beim Kolonkarzinom im Vergleich zur 5-FU-Monotherapie durch die
Kombination mit Leukovorin von 14% auf 25% gesteigert werden (vgl. Grem,
1997).

Bei der zusatzlichen Gabe des Platinderivats Oxaliplatin zu 5-FU/Leukovorin
konnte bei Kolonkarzinomen ein Ansprechen von 53% beobachtet werden (vgl.
Giacchetti, Perpoint et al., 2000). Auch eine Erweiterung der 5-FU/Leukovorin
Therapie um den Topoisomerase-Hemmstoff Irinotecan brachte hier eine

Steigerung der Ansprechrate auf 49% (vgl. Douillard, Cunningham et al., 2000).

Alternativ zur Kombination mit Leukovorin kann eine 5-FU Monotherapie auch
um die Substanz Levamisol erweitert werden. Hierbei handelt es sich um einen
synthetisierten Immunmodulator, der ursprunglich gegen Parasiten angewandt
wurde (vgl. FerenCik, Rovensky et al., 2006, S.277). Es ist ein stimulierender
Effekt auf Makrophagen, T-Lymphozyten und Neutrophile beschrieben (ibd.).
Heutzutage wird Levamisol vor allem in der Padiatrie zur Verbesserung der
Ruckfallquote unter Cortisontherapie beim nephrotischen Syndrom verwendet
(vgl. Hodson, Willis et al., 2008). Die genaue Wirkweise in der Kombinations-
therapie mit 5-Fluorouracil gegen maligne Tumoren bleibt unklar (vgl. Friis,
Engel et al.,, 2005). Es konnte in vitro ein hemmender Effekt auf die
Angiogenese, in vivo ein hemmender Effekt auf das Tumorwachstum
nachgewiesen werden (ibd.). Fir die Behandlung von malignen kolorektalen
Tumoren Stadium |l und Il wird die Kombination 5-FU/Levamisol als genauso
effektiv beschrieben wie 5-FU/Leukovorin (vgl. Figer, Nissan et al., 2011). Fur
die weibliche Untergruppe ist 5-FU/Levamisol eventuell sogar Uberlegen (ibd.).
Betreffend der Tumorentitat Mammakarzinom ist eine Aussage bezuglich
Uberlegenheit schwierig. 1979 wurde ein Studienarm mit der Kombination
5-FU/Levamisol aufgrund haufiger, starker Nebenwirkungen und einer

signifikant hoéheren Rezidivrate frihzeitig geschlossen (vgl. Executive
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Committee of the Danish Breast Cancer Cooperative Group, 1980). Ejlertsen et
al. fanden fur diesen Studienarm einen moglichen, nach 5 Jahren auftretenden
Langzeitiberlebensvorteil (vgl. Ejlertsen, Mouridsen et al., 2010). Aufgrund der
vorzeitigen Beendigung dieser Studiengruppe hatte diese Beobachtung jedoch

eine niedrige Power (ibd.).

Eine weitere Substanz zur Kombination mit 5-FU ist der Folsaure-Antagonist
Methotrexat (MTX). Es beeinflusst den Stoffwechsel von CH2-THF (vgl. 2.1.1
Wirkmechanismus, S.12). CH,-THF Ubertragt in der durch die Thymidylat-
synthase katalysierten Reaktion auf dUMP eine Methylgruppe, es entsteht
dTMP. Um in einer erneuten Reaktion wieder als Methyl-Donor zur Verfigung
zu stehen, wird das nun vorliegende Dihydrofolat durch das Enzym
Dihydrofolat-Reduktase in Tetrahydrofolsaure (FH4, veraltet THF) umge-
wandelt. Methotrexat hemmt die Dihydrofolat-Reduktase und fuhrt durch den
Mangel an Tetrahydrofolsdure zu einer indirekten Hemmung der Thymi-
dylatsynthase. (vgl. Aktories et Unger, 2005, S.936).

Ein Synergismus zwischen 5-FU und Methotrexat entsteht nur, wenn MTX vor
der 5-FU-Applikation verabreicht wird (vgl. Aktories et Unger, 2013, S.911).

Die Kombination Methotrexat mit 5-FU kommt im Falle des Mammakarzinoms

im CMF-Schema zum Einsatz.

Von Bedeutung fur das Mammakarzinom sind zudem 3-fach Kombinationen
zwischen 5-FU und Cyclophosphamid mit Anthrazyklinen, wie Epirubicin (FEC-

Schema) oder Doxorubicin (FAC-Schema).

2.1.8 Intravendse Applikationsweisen von 5-Fluorouracil

5-Fluorouracil wird intravends verabreicht, wobei fur die Plasmakonzentration
die Applikationsart entscheidend ist. Es gibt entweder die Moglichkeit der Bolus-
gabe, oder die der kontinuierlichen Dauerinfusion tGber mehrere Stunden bis
Tage. Bei schneller Injektion erreicht 5-FU im Plasma und Knochenmark hohe
Konzentrationen, die nicht lange andauern, wahrend bei langsamer Dauer-
infusion niedrige Level lange aufrechterhalten werden (vgl. Fraile, Baker et al.,
1980). Dies fuhrt hinsichtlich des Nebenwirkungsspektrums zu entscheidenden
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Unterschieden zwischen den beiden Darreichungsformen. Wéahrend hamatolo-
gische Nebenwirkungen °lll oder °IV signifikant haufiger bei schnellen Bolus-
applikationen vorkommen, sind Hand-Ful3-Syndrome bei Dauerinfusionen
signifikant haufiger (vgl. Meta-analysis Group In Cancer, 1998a). Die Haufig-
keiten von Diarrhoe, Ubelkeit/Erbrechen und Mukositis unterscheiden sich
zwischen den beiden Applikationsarten nicht (ibd.). Toxizitatsreaktionen sind
insgesamt bei kontinuierlichen 5-FU-Dauerapplikationen verglichen mit
Bolusgaben seltener (vgl. Kbhne, Vanhoefer et al., 2002).

Mit dem zunehmenden Wechsel der 5-FU-Applikationsart von der alleinigen
Bolustherapie hin zu kontinuierlichen Dauerinfusionen oder Kombinations-
regimen, kann insgesamt eine grof3ere 5-FU-Dosis appliziert werden. Die dosis-
limitierenden Nebenwirkungen verschieben sich dabei von der Knochenmarks-
suppression bei Bolusgabe hin zu Stomatitiden und Hand-Ful3-Syndromen bei

kontinuierlicher Dauerapplikation. (vgl. Meta-analysis Group in Cancer, 1998a)

Hinsichtlich der Wirkungsweise werden ebenfalls Unterschiede zwischen
kurzer, schneller Applikation und langsamer Infusion vermutet. So soll eine
dauerhafte Darreichungsform effektiver fur die Inhibierung der Thymidylat-
synthase sein, wahrend eine kurzfristige Exposition die Aufnahme von 5-FU in
die RNA fordert (vgl. Aschele, Sobrero et al., 1992). Die Meta-analysis Group In
Cancer beschreibt die Dauerinfusion von 5-FU bezuglich Tumoransprechraten
bei fortgeschrittenen kolorektalen Tumoren als der 5-FU-Bolusgabe Uberlegen,
was zu einer geringfiigigen Verbesserung des Gesamtiuberlebens fihrt (vgl.

Meta-analysis Group In Cancer, 1998a).

2.1.9 5-FU- bzw. Capecitabine-haltige Chemoschemata

Eine grofRe Auswahl vor allem der aktuelleren Kombinationen mit 5-FU und
Capecitabine, welche im Patientenkollektiv (vgl. 5.1 Rekrutierung des

Patientenkollektivs, S.57) zum Einsatz kamen, sind im Anhang dargestellt.
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2.2 Problematik einer 5-FU-haltigen Chemotherapie

2.2.1 Komplette und partielle Defizienz der DPD

Bei der durch eine Thyminuracilurie charakterisierten kompletten DPD-Defizienz
handelt es sich um eine autosomal rezessiv vererbte Erkrankung. Hierbei liegt
meistens (68%) eine der bekannten Mutationen homozygot vor, in den ubrigen
Fallen handelt es sich um compound-Heterozygotie. Durch die gestdrte DPD-
Aktivitat kommt es zu einer veranderten R-Alanin-, Uracil- und Thymin-
homdostase. Dies erklart hochstwahrscheinlich die vielfaltigen Kklinischen
Symptome. Neben der typischen Thyminuracilurie leidet ungefahr die Halfte der
Betroffenen an cerebralem Anfallsleiden, motorischer und mentaler
Retardierung. Weniger haufig kommt es zu Wachstumsretardierung,
Microzephalus, Autismus, Fehlbildungen und Verdnderungen an den Augen.
Bei allen der 1999 von van Kuilenburg et al. untersuchten symptomatischen 20
Patienten traten die ersten Symptome bereits in der Kindheit auf, bei der
Mehrheit in den ersten Lebensjahren. Jedoch wurden auch zwei asympto-
matische Trager gefunden. (vgl. van Kuilenburg, Vreken et al., 1999)

Fir Betroffene einer kompletten DPD-Defizienz stellt eine Therapie mit 5-FU

eine absolute Kontraindikation dar (vgl. Gross, Seck et al., 2002).

Wahrend die meisten Patienten mit einer kompletten DPD-Defizienz bereits in
der PaAadiatrie fruh Klinisch auffallig werden, gibt es neben wenigen
asymtomatischen komplett DPD-defizienten Menschen viele mit einer partiellen
DPD-Defizienz, die unter normalen Umstanden in der Regel einen unauffalligen
Phanotyp aufweisen. Bei diesem Kollektiv kann unter Therapie mit 5-FU eine
schwere Toxizitat bis hin zum Tod auftreten (vgl. Raida, Schwabe et al., 2001).
Deshalb ist zu erwagen, unter den Krebspatienten, denen eine 5-FU-haltige
Therapie appliziert werden soll, solche Patienten mit einer partiellen DPD-
Defizienz standardmafig mit Hilfe von Tests pratherapeutisch zu identifizieren,
um die unter Umstadnden schwerwiegenden Nebenwirkungen einer solchen
Therapie zu verhindern.

Patienten mit starken Nebenwirkungen kénnen haufig nach dem Abbruch der
initialen Chemotherapie erst nach einer gewissen Latenzzeit wieder eine,

aufgrund der malignen Grunderkrankung jedoch dringend zeitnah bendtigte
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Chemotherapie erhalten. In diesen Fallen ist der Nutzen einer Therapie mit
5-FU gering, sie ist vielmehr hinderlich und risikobehaftet. Jedoch sollte einem
therapiebeddirftigen Patienten die Chemotherapie auch nicht unnétig vor-
enthalten werden.

Problematisch ist vor allem bei Kombinationstherapien mit mehreren Wirk-
stoffen eine rein klinische Zuordnung der aufgetretenen Nebenwirkungen zu
einem Wirkstoff, z.B. zu 5-FU. Zudem ist bei kombinierten Chemotherapien die
Einordnung schwierig, welche Nebenwirkungen noch im Rahmen liegen und

welche die Ubliche Nebenwirkungsstéarke tberschreiten.

Die beschriebene geringe Verfugbarkeit von 5-FU fur den anabolen Stoff-
wechselweg und die damit verbundene Notwendigkeit der Verabreichung relativ
hoher Dosen macht deutlich, wie stark die Variabilitit der DPD-Aktivitat die
Menge des entstehenden aktiven Metaboliten von 5-FU beeinflussen kann (vgl.
2.1.2 Abbau durch die Dihydropyrimidindehydrogenase, S.13). So kann es bei
gleichen Dosen sowohl zu einem Nichtansprechen als auch zu Toxizitat
kommen (vgl. Diasio, 2001). Schwab et al. untersuchten die Nebenwirkungen
einer 5-FU-Monotherapie oder 5-FU-Kombinationstherapie mit Leukovorin
sowie Levamisol bei 683 Patienten. Hier kam es unter 16,1% zu
Toxizitatserscheinungen °lll - °IV (vgl. Schwab, Zanger et al., 2008). Eine
Metaanalyse Uber 1219 Patienten mit Kolon- oder Rektum-Ca zeigte nach
5-FU-Bolusgabe bei 31% eine hamatologische Toxizitat °lll - °IV und nach
kontinuierlicher 5-FU-Infusion bei 34% ein Hand-Ful3-Syndrom (vgl. Meta-
analysis Group in Cancer, 1998b). Unter 5-FU-haltiger Therapie kamen hierbei
6 Patienten (0,5%) sogar zu Tode (ibd.). Diese Daten unterstreichen die

enorme toxische Potenz von 5-Fluorouracil bei geringer therapeutischer Breite.

Es ware von Vorteil, Patienten mit einer partiellen DPD-Defizienz bzw. mit
einem erhodhten Toxizitatsrisiko auch ohne chemotherapeutische Konfrontation
mit 5-FU mittels Tests identifizieren zu koénnen. Derzeit stehen mehrere
spezielle Verfahren zur Verfigung, wie z.B. der 2-*C-Uracil Atemtest (vgl.
Mattison, Ezzeldin et al., 2004) oder die Bestimmung der plasmatischen
Uracil/Dihydrouracil Ratio (vgl. Ben Fredj, Gross et al., 2009; Ciccolini, Mercier
et al., 2006; Gamelin, Boisdron-Celle et al., 1999; Zhou, Wang et al., 2007).
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Uber solche indirekten, die Aktivitat der DPD betreffenden Marker hinaus ist es
maoglich die DPD-Aktivitat direkt zu messen. Im klinischen Alltag spielen diese
Methoden jedoch eine &auRRerst untergeordnete Rolle. Ursachen hierfur sind
wohl eine geringe Verflugbarkeit, die Kosten und eine geringe Bekanntheit
dieser Tests. Hinzu kommt beztiglich der direkten Testung der DPD-Aktivitat in
mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBM) zudem eine unklare
Datenlage. Die DPD-Aktivitat scheint nicht zwingend Ruckschlisse auf eine
Gefahrdung fur 5-FU-bedingte Toxizitdt zuzulassen. Di Paolo et al. fanden
keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der gemessenen DPD-Aktivitat
und der 5-FU Verstoffwechselung respektive einer 5-FU Toxizitat (vgl. Di Paolo,
Danesi et al., 2001). Auch Etienne et al. sahen keine Verbindung zwischen der
DPD-Aktivitdt vor Therapie und dem Risiko, Nebenwirkungen unter 5-FU-
haltiger Chemotherapie zu bekommen (vgl. Etienne, Lagrange et al., 1994).
Fleming et al. hingegen konnten eine lineare Beziehung der DPD-Aktivitat in
Lymphozyten und der systemischen 5-FU Verstoffwechselung nachweisen (vgl.
Fleming, Milano et al., 1992).

Die Messung der DPD-Aktivitdt mittels DPD-Enzymtest erfolgt entweder mit
isolierten mononukledren Zellen des peripheren Blutes, mit kultivierten
Fibroblasten oder aber mit praparierten Leberzellen. Als Substrat wird unter
anderem (4-'*C)-Thymin zugegeben. Nach Ablauf der Reaktionskaskade (vgl.
Abbildung 3) werden die Reaktionsprodukte und das radioaktiv markierte
Thymin mittels HPLC voneinander getrennt und dariber die DPD-Aktivitat
berechnet. (vgl. van Kuilenburg, van Lenthe et al., 2000)

Eine weitere Moglichkeit zur Identifikation von Patienten mit partieller DPD-
Defizienz und erhéhtem Risiko unter 5-FU starke Nebenwirkungen zu erleiden,
stellten Gamelin et al. mit einer 5-FU-Plasmakonzentrationsmessung vor (vgl.
Gamelin, Delva et al., 2008). Hierbei wird mit einer initialen 5-FU-Dosis von
1500 mg/m? als Dauerinfusion iiber 8 Stunden begonnen. AnschlieBend werden
die Plasmaspiegel bestimmt und die 5-FU-Dosis wird fur die néchste
Applikation angepasst (ibd.). Auch so konnen vermeintliche Trager einer
partiellen DPD-Defizienz identifiziert werden, jedoch ist hierbei eine
Konfrontation mit 5-FU erforderlich. Im gunstigsten Fall kann jedoch so noch vor

dem Auftreten von Nebenwirkungen die Dosis reduziert werden. Im
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gegenteiligen Fall eines beschleunigten Abbaus kann Uber eine Dosiserh6hung
eventuell ein Nichtansprechen des Tumors verhindert werden.

Im Vergleich zu diesen genannten Mdoglichkeiten scheint eine genetische
Testung auf klinisch relevante SNPs die einfachste Mdoglichkeit zu sein,
Hochrisikopatienten fiir mdogliche lebensbedrohliche Nebenwirkungen zu
identifizieren (vgl. Gross, Busse et al., 2008). Genetische Analysen haben den
Vorteil einer grol3en Verflugbarkeit bei geringem Kostenaufwand. Zudem liefern
sie schnelle Ergebnisse, da viele Proben auf einmal untersucht werden kénnen.
Hinzu kommt ein Komfort fur die Patienten, da nur eine Blutabnahme notig ist,
die in den meisten Fallen zur Kontrolle von Blutwerten vor oder wéahrend einer
Chemotherapie in jedem Fall gemacht worden wére.

Als nachteilig ist bei genetischen Analysen jedoch generell die schlechte
Beurteilbarkeit der Ergebnisse einzustufen. Man sieht viele haufige Varianten,
sowie seltenere Mutationen. Jedoch ist in vielen Fallen voéllig unklar, welche
Auswirkungen diese Veranderungen auf die Proteinstruktur bzw. auf die
Enzymstruktur haben. Zudem lassen sich selbst bei nachteiligem Effekt auf die
DPD-AKktivitat nicht zwingend Ruckschlisse auf ein Auftreten von Toxizitat im
Zusammenhang mit 5-FU ableiten (vgl. Etienne, Lagrange et al., 1994; Di
Paolo, Danesi et al., 2001). Auch sind abgesehen von Polymorphismen andere
Ursachen fir eine verédnderte Enzymaktivitdt denkbar. Van Kuilenburg et al.
konnten bei 5-FU-intoleranten Patienten jedoch zumindest in 57% der Féalle, bei
denen tatsdchlich auch die Aktivitdt der DPD reduziert war, eine molekulare

Basis dafur nachweisen (vgl. van Kuilenburg, Haasjes et al., 2000).

2.2.2 Genetische Ursachen der DPD-Defizienz

Fur das DPYD-Gen sind viele verschiedene Sequenzveranderungen be-
schrieben, sowohl in der kodierenden Region, als auch in den Intronbereichen,
sowie an den Exon-Intron-Grenzen. Deren Einfluss auf die Funktion und
Aktivitat des resultierenden Enzyms ist nicht immer eindeutig zu klaren. Es sind
einerseits sowohl Mutationen méglich, deren homozygotes Vorliegen zu einer
klinisch, meist schon in der Padiatrie auffallenden kompletten DPD-Defizienz

fuhrt, die bei heterozygoter Auspragung jedoch einen klinisch meist
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unauffalligen Phanotyp nach sich ziehen (vgl. van Kuilenburg, Vreken et al.,
1999). Auffallig werden die heterozygoten Trager solcher Mutationen unter
Umstanden erst unter fluoropyrimidinhaltiger Chemotherapie (ibd.). Auch eine
compound-Heterozygotie ist mdglich, bei der beide Chromosomen betroffen
sind, allerdings von unterschiedlichen Mutationen (ibd.).

Bei einer partiellen DPD-Defizienz ist entweder nur ein Allel betroffen oder aber
die Funktion der DPD wird durch die Art der Mutation nur zum Teil
beeintrachtigt (vgl. Gross, Seck et al., 2002).

Andererseits konnen Sequenzveradnderungen harmlose Varianten sein, ohne

jegliche Wirkung auf das Enzym.

Unter den Mutationen, die bei Patienten mit schwerer 5-FU-assoziierter
Toxizitat gefunden werden, wurde in der Vergangenheit die SpleiRmutation
IVS14+1G>A als die haufigste beschrieben (vgl. van Kuilenburg, Meinsma et
al.,, 2002a). Van Kuilenburg et al. untersuchten 1357 Kaukasier auf das
Vorliegen der SpleiBmutation IVS14+1G>A und ermittelten eine Heterozygoten-
frequenz von 1,8% (vgl. van Kuilenburg, Muller et al., 2001). Da keine
homozygoten Trager gefunden wurden, entspricht dies einer Allelfrequenz von
0,91% (ibd.).

Bei dieser Punktmutation kommt es durch das Ersetzen von G durch A zu einer
Verédnderung in der GT-SpleiRerkennungssequenz von Intron 14 mit gro3em
Effekt. Es resultieren eine Deletion des 165 bp groRen Exons 14 und ein
defektes DPD-Protein. Dieser Defekt ist teils mit schweren Nebenwirkungen
vergesellschaftet, kann sogar bei nur topischer Anwendung mit 5%iger Efudix®-
Creme (in Dtld. Efudex®) lebensbedrohlich verlaufen. (vgl. Johnson,
Hageboutros et al., 1999; Vreken, van Kuilenburg et al., 1996; Wei, Mcleod et
al., 1996)

Van Kuilenburg et al. fanden in 28% aller Patienten mit schwerer Toxizitat die
SpleiBmutation 1IVS14+1G>A (vgl. van Kuilenburg, Meinsma et al., 2002a),
unter denen mit identifizierten niedrigen DPD-Aktivitatsleveln sogar in 56% der
Falle (vgl. van Kuilenburg, Meinsma et al., 2002b). Dartber hinaus wurde bei
Patienten, die unter 5-FU-Therapie eine Neutropenie °IV entwickeln, in 50% der
Falle diese SpleiBmutation hetero- oder homozygot nachgewiesen (ibd.). Doch

geht IVS14+1G>A nicht immer mit einer erniedrigten DPD-Aktivitat einher
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(vgl. van Kuilenburg, Meinsma et al., 2002a; van Kuilenburg, Meinsma et al.,

2002b). So fanden van Kuilenburg, Meinsma et al. bei einem Patienten trotz

heterozygoter 1IVS14+1G>A Mutation eine normale DPD-Aktivitat (ibd.). Dieses

Phanomen lasst sich dadurch erklaren, dass die DPD-Aktivitat interindividuell

unabhangig von vermeintlichen Mutationen an sich schon stark schwankt (vgl.

2.1.3 Pharmakokinetik. S.15). Dies hangt mit Gen-Enzymregulationsmecha-

nismen zusammen, die z.B. auch die zirkadiane Rhythmik der DPD-Aktivitat

erklaren. Bei einem Individuum
mit einer angenommenen per
se hoch regulierten DPD-Aktivi-
tat, kbnnte eine beispielsweise
heterozygote Mutation mit star-
kem Effekt die Gesamtaktivitat
zwar auf ein niedrigeres,
jedoch im Vergleich weiterhin
noch normales Level redu-
zieren. In Abbildung 12 kann
dies besser nachvollzogen
werden. Hier sind die DPD-
Aktivitaten in einem Kontroll-
kollektiv denen aus einem
partiell DPD-defizienten Kollek-
tiv gegenubergestellt (vgl. van
Kuilenburg, Meinsma et al.,
2002b).
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Abbildung 12: Die DPD-Aktivitat in mononuklearen
Zellen des peripheren Blutes (A) in der Kontroll-
gruppe und (B) in heterozygoten Tragern einer
Mutation im DPD-Gen

Die durchgezogene Linie entspricht der Normal-
verteilung.

(van Kuilenburg, Meinsma et al., 2002b)

denen von heterozygoten Tragern der IVS14+1G>A SpleilBmutation Uber-

lappen.

Die Firma Oncoscreen, Jena, bietet einen Test zur Detektierung der Exon 14-

Skipping Mutation an (vgl. Gross, Seck et al., 2002).
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Mit IVS11+1G>T ist eine weitere Spleil3mutation bekannt (vgl. van Kuilenburg,
Meinsma et al., 2005).

Neben vielen seltenen Mutationen mit Leserasterverschiebung, wie z.B.
295-298delTCAT (vgl. van Kuilenburg, Vreken et al., 1999), 1897delC (ibd.),
1039-1042delTG (vgl. van Kuilenburg, Dobritzsch et al., 2002) und ¢.1109delTA
(vgl. Gross, Busse et al., 2008), mit nahe liegendem Effekt auf die DPD-Aktivitat
und somit 5-FU-Vertraglichkeit, ist die Auswirkung vieler haufiger Punkt-
mutationen nicht bekannt. Solche Punktmutationen konnen entweder einen
Aminosaureaustausch zur Folge haben, oder sich als stille Mutationen ohne

Aminosaureausstausch prasentieren.

Fur die Klassifizierung dieser Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs, engl.:
single nucleotide polymorphisms) in solche mit therapierelevantem Risiko und
solche ohne Risiko, sind unter anderem Strukturanalysen der DPD hilfreich.
Hierdurch werden Konsequenzen fur Funktion und Stabilitdt der DPD
ersichtlich. So konnte unter anderem fur den SNP ¢.2846A>T (Asp949Val) ein
Effekt auf den Elektronentransfer bzw. die Bindung der Kofaktoren (vgl. 2.1.2
Abbau durch die Dihydropyrimidindehydrogenase, S.13) nachgewiesen werden.
Auch ¢.1679T>G (lle560Ser) beeinflusst hochstwahrscheinlich die strukturelle

Unversehrtheit des Enzyms. (vgl. van Kuilenburg, Dobritzsch et al., 2002)

Solche Mutationen mit eindeutigem Effekt auf das Enzym DPD kdnnen jedoch
nur in einem begrenzten Anteil an Patienten das Auftreten schwerer
Nebenwirkungen erklaren (vgl. Collie-Duguid, Etienne et al., 2000; Magne,
Etienne-Grimaldi et al., 2007; Schwab, Zanger et al., 2008). Jedoch konnten
van Kuilenburg et al. mit einer Studie zeigen, dass eine DPD-Defizienz die
Hauptdeterminante fiir eine 5-FU assoziierte Toxizitat ist (vgl. van Kuilenburg,
Meinsma et al., 2002a). Denkbar als Ursache fiir erhéhte Sensitivitat bzw.
Toxizitat gegenuber 5-FU sind neben einer vorliegenden DPD-Defizienz auch
erhohte Enzymaktivitditen im anabolen Stoffwechselweg von 5-FU (vgl. van

Kuilenburg, Meinsma et al., 2002b).
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Eine weitere Mdoglichkeit, DPYD-Varianten als mdgliche Marker fur die Vorher-
sagung einer schweren therapieassoziierten Toxizitat zu identifizieren sind
genetische Assoziationsstudien (vgl. Kleibl, Fidlerova et al., 2009; Gross, Busse
et al., 2008). Es stellte sich heraus, dass zumindest bei bestimmten Tumorarten
haufige SNPs deutlich dazu beitragen, dass Unvertraglichkeitsreaktionen bei
Therapien mit Fluoropyrimidinen auftreten (vgl. Gross, Busse et al., 2008).
Trager solcher SNPs konnten von einer individuellen Dosisanpassung oder

einer Umstellung auf ein alternatives Schema profitieren (ibd.).
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3. Zielsetzung der Arbeit

Neben bereits erwdhnten DPYD-Varianten waren in unserer Arbeitsgruppe
unter anderem die Varianten ¢.496A>G und ¢.1236G>A auffallig geworden, mit
fluoropyrimidinbedingten Nebenwirkungen in Zusammenhang zu stehen.

Wahrend ¢.496A>G im Exon 6 des DPYD-Gens im Enzym zu dem Aminoséure-
austausch Metl166Val fuhrt, handelt es sich bei c.1236G>A im Exon 11 um eine
stille Mutation, die keinen Aminosaureaustausch im Enzym zur Folge hat
(Glu412Glu) (vgl. Gross, Busse et al., 2008). c.496A>G ist eine relativ haufige
Variante mit einer Allelfrequenz von ca. 8% in der kaukasischen
Normalbevolkerung (ibd.), die haufig mit einer Mutation im Intron 10, IVS10-
15T>C, zusammen auftritt. Die Haufigkeit des Allels IVS10-15T>C liegt unter
Kaukasiern bei 11% (ibd.). Im Gegensatz dazu ist ¢c.1236G>A als seltenere
Verédnderung beschrieben, deren Allelfrequenzen fir gesunde Individuen mit
0,3% (vgl. Seck, Riemer et al, 2005) angegebenen werden, unter
Tumorpatienten jedoch mit 3% (vgl. Schwab, Zanger et al., 2008) eine nicht zu

vernachlassigende Bedeutung vermuten lassen.

Die Polymorphismen ¢.496A>G und ¢.1236G>A konnen anhand von bestehen-
den Studien nicht eindeutig im Kontext 5-FU-assoziierter Nebenwirkungen
zugeordnet werden. In unserer Arbeitsgruppe wurde bereits in friheren
Arbeiten sowohl fur ¢c.496A>G (vgl. Gross, Busse et al., 2008), als auch flr
€.1236G>A (vgl. Seck, Riemer et al., 2005), bei zu geringer Fallzahl jeweils eine

Assoziation vermutet.

Aufgrund des noch nicht eindeutig erwiesenen Zusammenhangs zwischen
C.496A>G und c.1236G>A mit schweren fluoropyrimidinbedingten Nebenwir-
kungen ist es Ziel dieser Arbeit, eine solche Assoziation bei groR3eren
Fallzahlen zu untersuchen und gegebenenfalls zu erharten. 1IVS10-15T>C
wurde ebenfalls mit untersucht, obwohl durch diese Punktmutation im Intron 10

ohne Nachbarschaft zu Spleil3stellen kein Effekt auf die DPD zu erwarten ist.

Im Zeitraum der Analysen von c.496A>G und c.1236G>A wurde von van
Kuilenburg et al. die Mutation ¢.1129-5923C>G in Intron 10 des DPYD-Gens
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entdeckt, die mit ¢c.1236G>A gekoppelt zu sein schien. Diese Verédnderung
resultiert in einer kryptischen Donor-Spleil3stelle, die zur Insertion eines 44 bp
groRen Fragments von Intron 10 in die reife mRNA fuhrt. Dadurch kommt es
Uber einen verschobenen Leserahmen zu einem frilhzeitigen Stoppcodon in
Exon 11. Die durch quantitative PCR ermittelte Ratio zwischen der veranderten
Sequenz und der Wildtyp mRNA ergab 144% (£6) fir homozygote und 28%
(+13) fur heterozygote Trager. (vgl. van Kuilenburg, Meijer et al., 2010b)

Um zu erharten, dass ¢.1129-5923C>G und c.1236G>A gekoppelt auftreten
(ibd.) und in dieser Arbeit Proben auf den SNP c1236G>A untersucht wurden,
sind die Analysen zuséatzlich um die Intronmutation ¢.1129-5923C>G erweitert
worden.

Es wurde die Haufigkeit von ¢.1129-5923C>G in einem, in der Arbeitsgruppe
bereits bestehenden Kontrollkollektiv ermittelt, sowie ein Vergleich zwischen
einem Patientenkollektiv mit aufgetretenen Nebenwirkungen °lll und °IV und
einem ohne oder mit nur milden Nebenwirkungen gezogen. Die zum Zeitpunkt
der Veroffentlichung vorliegenden Daten wurden den Autoren van Kuilenburg,

Meijer et al., 2010 zur Verfligung gestellt.

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit folgende Ziele angestrebt:

= Assoziation von ¢.496A>G mit 5-FU bedingter Toxizitat wurde Uberprift.
Im Zuge dessen wurde zudem der gekoppelte SNP [1VS10-15T>C
untersucht.

= Assoziation von ¢.1236G>A mit 5-FU bedingter Toxizitat wurde Uberprtift.

»= Analysen zur Bestatigung der Kopplung zwischen ¢.1129-5923C>G und
€.1236G>A wurden durchgefihrt.

= Zusatzlich wurden Félle mit aktuell aufgetretener Toxizitat unter 5-FU-

Therapie auf bekannte Mutationen im DPYD-Gen gescreent.
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4. Material und Methodik
4.1 Chemikalien

Agarose

Aqua ad injectabilia
Bacto-Trypton

Borsaure

EDTA (Titriplex)

Ethanol (absolut)
Ethidiumbromid (10mg/ml)
Ficol™ PM 400

Isopropanol
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
(MgCl,x6H,0)

Natriumchlorid

Saccharose

Salzsaure

SDS

Tris

Triton X-100
(t-Octylphenoxypolyethoxyethanol )

4.2 Kits und Bioreagenzien

100 bp DNA Ladder

10X PCR Buffer (15 mM MgCl,)
AmpliTaq Gold™ 5 U/ul

BigDye® Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit

dTTP, dGTP, dATP, dCTP, je 100mM
First Strand cDNA Synthesis Kit fur RT-
PCR (AMV)

Gentra PUREGENE DNA Isolierungskit

Peqlab, Erlangen, Deutschland
Diaco, Triest, Italien

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

GE Healthcare, Uppsala, Schweden
Merck, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Peqlab, Erlangen, Deutschland

Applied Biosystems, Foster City, USA
Applied Biosystems, Foster City, USA
Applied Biosystems, Foster City, USA

Fermentas, Burlington, Kanada
Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Deutschland

Biozym, Hessisch Oldendorf,
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MgCl, 25 mM Stock Solution

PAXgene™ Blood RNA Kit
Proteinase K (10mg/ml)
QuikChange Il Site-Directed
Mutagenesis Kit

WAVE Optimized® Buffer A
WAVE Optimized® Buffer B
WAVE Optimized® Solution D
WAVE Optimized® Syringe Wash

Solution

4.3 Gebrauchswaren

96-Well-Vakuumplatte
Auslaufpipetten 10 ml

Falcon Réhrchen mit Deckel 15ml
Handschuhe

Klebefolie (DHPLC)
Magnet-Ruhrstabe
Multi-Reaktionsgefal3e 0,5/1,5 mi
PAXgene™ Blood RNA Tube
PCR-Folien (Microseal A Film)

PCR-Platten
(Thermowell 96 Well Plate)
PCR-Softstrips 0,2 ml, je 8 Tubes

Pipetten 2,5, 10, 100, 1000 pl

Pipettenspitzen 10, 200, 1000 pl
Préazisions-Dispenser Tips 1,25ml

Deutschland

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Deutschland

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande
Boehringer, Mannheim, Deutschland
Agilent Technologies, Santa Clara,
USA

Transgenomic, Omaha, USA
Transgenomic, Omaha, USA
Transgenomic, Omaha, USA

Transgenomic, Omaha, USA

Millipore, Billerica, USA

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sempercare, Wien, Osterreich
Neolab, Heidelberg, Deutschland
Neolab, Heidelberg, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Qiagen N.V., Venlo, Niederlande
Biozym, Hessisch Oldenburg,
Deutschland

Corning Inc., Corning, USA

Biozym, Hessisch Oldenburg,
Deutschland

Rainin/ Mettler Toledo, Greifensee,
Schweiz

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Brand GmbH, Wertheim, Deutschland
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4.4 Technische Gerate

ABI PRISM 3130x/Genetic Analyzer
Dampfsterilisator Varioklav®

DHPLC WAVE®
Elektrophoresis Power Supply E835
Fotografiergerat UV-Solo

Gelelektrophorese Apparatur
Kihlschrank + Gefrierschrank
Magnetmixer

Mikrowelle

Nanodrop® ND1000
Spektralphotometer

PCR-Abzug Captair® bio
pH-Meter
Pipetboy acu

Prézisionswaage
PTC-200 Thermo Cycler

Rotator

Schuttelinkubator Certomat®

Stepper HandyStep®
Thermomixer
Tischzentrifugen

Vortex Mixer

Wasserbad

Zentrifuge Multifuge® 3 L-R
Zentrifuge/Vortex

Applied Biosystems, Foster City, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Transgenomic, Omaha, USA
Consort, Turnhout, Belgien
Biometra GmbH, Géttingen,
Deutschland

Neolab, Heidelberg, Deutschland
Siemens, Munchen, Deutschland
Neolab, Heidelberg, Deutschland
Sharp, Hamburg, Deutschland

Peglab, Erlangen, Deutschland

Erlab, Val de Reuil, Frankreich
Neolab, Heidelberg, Deutschland
IBS Integra Biosciences, Fernwald,
Deutschland

Kern, Balingen, Deutschland

Biorad, Minchen, Deutschland

Neolab, Heidelberg, Deutschland
Braun Biotech. Int., Melsungen,
Deutschland

Brand GmbH, Wertheim, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Neolab, Heidelberg, Deutschland
Neolab, Heidelberg, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Peglab, Erlangen, Deutschland
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4.5 Losungen, Puffer und Medien

10 x TBE-Puffer

(Tris-Borat-EDTA)

20% SDS

DNA-Ladepuffer

dNTP-Mix
(2 mM)

EDTA-LOsSung
(0,5 M)

Lyse-Puffer

SE-Puffer

TE-Puffer

4.6 Primer

510 g Tris, 275 g Borsaure, 37,2 g EDTA add 5000 ml Aqua
dest
20 g SDS add 100 ml Aqua dest

7,5 g Ficoll in 30 ml Aqua dest + 100 pl TE; auf Rotator, bis
durchsichtige Flussigkeit; anschlie3end Farbstoff (Orange G)

hinzufligen

4 pl dATPs (100 mM), 4 ul dGTPs (100 mM), 4 pl dCTPs
(100 mM), 4 pl dTTPs (100 mM) add 200 pl Aqua ad injecta-
bilia

37,24 g EDTA add 200 ml DEPC-Wasser (pH 8.0)

109,44 g Saccharose, 1,01 g MgCl;x6H,0, 1,21 g Tris HCI,
10 ml TX-100 add 1000 ml Aqua bidest (pH 7,5)

Lagerung bei 4°C, nur begrenzt haltbar

4,93 g NaCl, 8,41 g EDTA add 1000 ml Aqua bidest (pH 8,0);

autoklavieren

1 ml Tris (1M Tris/HCI), 0,2 ml EDTA (0,5 M EDTA) add 100
ml Aqua bidest (pH 8,0) ;autoklavieren

Alle Primer stammen von der Firma Metabion GmbH, Deutschland.

Primer DPYD genomisch (2 uM)

PCR-  Fragment-
Temp. lange

Exon 2 for
rev
Exon 4 for
rev
Exon 6 for
rev

5
5
5
5
5
5

" GTGACAAAGTGAGAGAGACCGTGTC?®
" GCCTTACAATGTGTGGAGTGAGG ¥

" GGTAGAAAATAGATTATCTC?®

" GATTTGCTAAGACAAGCTG®

" GAGGATGTAAGCTAGTTTC®
"CCATTTGTGTGCGTGAAGTTC?®

62°C 285 bp
50°C 245 bp

52°C 357 bp
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for ° GAGAGTGACACTTCATCCTGG?® .

Exon 10 oy 5 CTGTTGGTGTACAACTCC? S1°C 342bp
for ° ACTGGTAACTGAAACTCAG?® .

Exon 11 oy 5 CAATTCCCTGAAAGCTAG? S1°C  442bp
for ° CGGATGACTGTGTTGAAGTG?® .

Exon13 1oy § TGTGTAATGATAGGTCGTGTC® 56°C  440bp
for ° TGCAAATATGTGAGGAGGGACC?® .

Exon 14 1oy 5 CAGCAAAGCAACTGGCAGATTC? 60°C  410bp
for ° GAGCTTGCTAAGTAATTCAGTGGC?® .

EXON 22 oy ¥ AGAGCAATATGTGGCACC? 56°C  291bp

intron 10 fOF ® TCAGACCAAATCATCGCATT ® 54°C/ 247 b
rev 5 TTCTCCTCATGGCACCCATA 3 58°C P

Primer DPYD cDNA (10 pM) fir cDNA-Analyse PCR-Temp.

Exon5 for ® GAATTTCTGCCATTCCTGTC?® 57°C

Exon 6 rev ° CAGACTTCTTGGCAAGTTCC?® 57°C

4.7 EDV-Software

Excel XP

Data Collection Software

PASW Statistics 18

Word XP

WAVEMAKER™ Software
Reference Manager 10

Sequencing Analysis Software v5.3.1

Sequence Navigator 1.0.1

GeneScan™ Analysis 2.0.2

Microsoft, Seattle, Washington, USA
Applied Biosystems, Weiterstadt,
Deutschland

SPSS Inc., Chicago, USA

Microsoft, Seattle, Washington, USA
Transgenomic, Omaha, USA
Reference Manager, San Francisco,
USA

Applied Biosystems, Weiterstadt,
Deutschland

Applied Biosystems, Weiterstadt,
Deutschland

Applied Biosystems, Weiterstadt,

Deutschland
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4.8 Isolierung genomischer DNA

Die Blutrohrchen wurden entweder bei Raumtemperatur oder im 37°C warmen
Wasserbad aufgetaut.

Zur Isolierung von DNA aus dem Vollblut wurden die zwei nachfolgenden, in der
Arbeitsgruppe Ublichen Protokolle verwendet. Beide Methoden dienten der
schnellen DNA-Isolierung vor DHPLC-Analyse oder eventueller Sequenzierung.
Fir beide Protokolle wurden standardmaf(ig 3 ml Vollblut eingesetzt. War auf-
grund eines nur geringen Blutvolumens eine Praparation von 1 ml oder 300 pl

Blut gewlnscht, wurden die Reagenzien entsprechend angepasst.

a) 3 ml Blut wurden in ein 15 ml Falcon Tube gegeben und 3 Volumen
Lysepuffer (vgl. 4.5 Loésungen, Puffer und Medien) hinzugefligt. Nach
30 min auf Eis und gelegentlichem vorsichtigen Schitteln wurde 15 min
bei 4000 rpm und 4°C in der Multifuge® der Firma Heraeus zentrifugiert.
Der Dekantierung des Uberstandes folgte ein weiterer Lyse-Schritt,
diesmal wurde 1 Volumen Lysepuffer zugefugt und fir 15 min auf Eis
gestellt. Nach erneuter Zentrifugierung fir 15 min bei 4000 rpm und 4°C
wurde erneut der Uberstand vorsichtig verworfen. Zum Aufschluss von
Zellwadnden und Abbau von Proteinen (vgl. Lottspeich et Engels, 2006,
S.638) wurde dem Sediment 1,5 ml SE-Puffer (vgl. 4.5 Lésungen, Puffer
und Medien), 7,5 pl Proteinase K und 75 pl 20% SDS zugesetzt. Die
Falcon Tubes wurden Uber Nacht bei 37°C ins Wasserbad gestellt. Am
darauf folgenden Tag wurden die Falcons aus dem Wasserbad
genommen. Im nachsten Schritt wurden nun 420 pl 6M NacCl
hinzugeflgt, fur 15 sec auf dem Vortexer geschuttelt und fir 15 min bei
4000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Nun wurde der, die DNA
enthaltende Uberstand in ein neues, mit 3 ml Isopropanol gefiilltes 15 ml
Falcon Tube Uberfuhrt und die Falcon Tubes bis zu 50 mal hin und her
bewegt, bis weille DNA-Faden sichtbar wurden. Nach erneuter
Zentrifugierung fur 3 min bei 3000 rpm wurde die DNA als kleines weil3es
Pellet sichtbar. Der Uberstand wurde verworfen und das DNA-Pellet mit
3 ml 70%igem Ethanol gewaschen. Im Anschluss an die Zentrifugierung

fur 1 min bei 3000 rpm und der Dekantierung des Uberstandes, musste
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das Falcon Tube fir 10-15 min auf dem Kopf stehend trocknen. Im
Anschluss an die DNA-Hydrierung mit 100 pl TE-Puffer (vgl. 4.5
Lésungen, Puffer und Medien) erfolgte die Uberfiihrung in ein 1,5 ml
Tube.

b) Die zweite Methode wurde mit dem Gentra PUREGENE DNA
Isolierungskit der Firma Biozym nach Herstellerprotokoll durchgefuhrt.
Nachfolgend sind die einzelnen Schritte kurz zusammen gefasst:
Zunachst erfolgte mit der ,RBC Lysis Solution® die Lyse und mittels
Zentrifugation die Entfernung der Erythrozyten, anschlieRend wurden mit
der ,Cell Lysis Solution“ die Leukozyten aufgeschlossen. Auf die RNAse
Behandlung wurde verzichtet. Die Proteinfallung erfolgte mit der ,Protein
Precipitation Solution*. Die im Uberstand enthaltende DNA wurde mit
Isopropanol gefallt und 70%igem Ethanol gewaschen. Zur DNA-
Hydrierung wurde ,DNA-Hydration Solution® verwendet.

In beiden Fallen wurde die DNA-LAsung entweder 1 h bei 65°C im Wasserbad
inkubiert und zusatzlich dber Nacht bei Raumtemperatur geldst, oder nur bei
Raumtemperatur gelost, dann jedoch Uber mehrere Tage.

Nach erfolgter Messung (vgl. 4.9 Konzentrationsmessung von Nukleinsauren,
S.40) wurde ein Teil der DNA-Stamm-Lésung mit TE-Puffer bzw. ,DNA
Hydration Solution® auf 10 ng/pl verdinnt und aliquotiert. Im Falle einer
Konzentration der Stammlésung von >1000 ng/ul erfolgte eine entsprechende
Verduinnung der gesamten Stammldsung. Die Proben wurden anschliel3end bis
zur weiteren Verwendung bei -20°C oder fur langerfristige Lagerung bei -80°C

aufbewahrt.

4.9 Konzentrationsmessung von Nukleins&auren

Nach ausreichender Losung der DNA nach Praparation auf dem Rotator
wurden die DNA-Konzentrationen mittels NanoDrop® ND1000 Spektral-
photometer der Firma Peqglab bestimmt. Hierzu wurden nach vorheriger
Messung von H,O und TE-Puffer als Leerwert, 1 — 2 uyl der Stammlésung auf

den Messsockel des Gerates pipettiert. Zwischen dem anschlieRend
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heruntergeklappten Messarm und dem Messsockel spannt sich dann
automatisch der Tropfen DNA-LAsung.

Die Messkurve sollte eine eindeutige Kurve mit einem nukleinsduretypischen
Absorptionsmaximum bei 260 nm ergeben. Diesem Maximum liegen die
Absorptionen der aromatischen Ringe der Basen in der DNA zugrunde. Fur die
Abschatzung der Reinheit der jeweiligen Nukleinsédurelésung lasst sich der
Quotient aus der optische Dichte (OD, engl. absorbance) bei 260 nm mit der
optischen Dichte bei 280 nm heranziehen. Da das Absorptionsmaximum von
verunreinigenden Proteinen aufgrund der aromatischen Aminoséaurereste bei
280 nm liegt, ist der OD250/OD2go-Wert bei Vorliegen von Proteinen niedriger als
bei einer reinen DNA-LGsung. Reine DNA-LGsung hat einen OD2go/OD2go-Wert
von 1,8. Ein OD2/OD2go-Wert von 1,5 wirde einer Losung aus 50% Protein
und 50% DNA entsprechen. (vgl. Lottspeich et Engels, 2006, S.636 f)

In Abbildung 13 sieht man ein reprasentatives Messergebnis einer DNA-
Stammlésung am NanoDrop®. Die DNA-Ausbeute von 1211,8 ng/pl bei einem
OD260/OD2go-Wert von 1,87 ist ein zufrieden stellendes Ergebnis.

Overlay control  Clear graph each Sample  w| sample  QuAsD l
20,76 - Type
24,00~
22,00~ Sample
20,00 1D
18,00
S 16,00~ Report# @1
g 15,
-IE 14,00—\ Sample # ,T
=]
2 12,00-
-E 10,00 A ol 230 | Abs. | 11144
=0
g &= A-260 10 mm path | 24.237
&,00 -
A-280 10 mm path | 12.934
4,00~
2,00~ 2604280 | 1.87
= 2607230 2.17

2,68,

I I I I 1 1 1 1 I I I 1 1
220 230 240 280 =260 270 Z800 290 300 310 320 330 340 350
Wavelength nm ng.."ul_ 1 21 1 8
3.1.2 B5338 -1.06/128/24 I

Abbildung 13: Messungsbeispiel einer DNA-Stammlésung am Nanodrop®

Aufgrund der unterschiedlichen Beschaffenheit ist bei der Messung von RNA
folgender Unterschied zu beachten: Im Falle von RNA entspricht ein
OD60/OD2go-Wert von 2,0 einer reinen Losung (vgl. Thermo Fisher Scientific,
2008, 5-2). Zugrunde liegt dieser Abweichung die hdhere Absorption von
Nukleinsduren, die nicht basengepaart sind. Dieses Phanomen wird als
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Hyperchromie bezeichnet. Wie in Abbildung 14 dargestellt kommt es bei einzel-

strangiger DNA im Vergleich zu doppelstrangiger DNA zu einer h6heren

Absorption. Auch bei der als Einzelstrang
vorliegenden RNA lasst sich solch ein Hyper- |. /\ einzeksiringlg
chromieeffekt beobachten. (vgl. Lottspeich et / \
Engels, 2006, S.636 f)

Abzomplian
—

Die bereits vom Gerat durchgefuhrten [ = \
Berechnungen erfolgen anhand der nach- ‘

doppelsitingig
-‘M

folgenden zwei Formeln (vgl. Thermo Fisher - .
220 260 300

Scientific, 2008, 19-2 f): Wallanitinge in nm

Abbildung 14: Absorptionskurven
doppel- und einzelstréangiger DNA

A=Exbxc (Lottspeich et Engels, 2006, S.636)

A = Absorption in [AU]

E = molarer wellenlangenabhangiger Extinktionskoeffizient in [I/mol-cm]
b = Pfadlange in [cm]

¢ = Konzentration des zu bestimmenden Stoffes [mol/l]

c=(Axe)b

¢ = Konzentration der Nukleinsaure [ng/pl]

A = Absorption in [AU]

e! = wellenlangenabhéangiger Extinktionskoeffizient in [ng-cm/ml]
b? = Pfadlange [cm]

4.10 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die 1987 erstmalig von Kary B. Mullis (vgl. Mullis and Faloona, 1987)
beschriebene Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction; kurz
PCR) ermdéglicht eine Vermehrung von Nukleinsduren durch temperaturstabile
DNA-Polymerasen in vitro. Es wird zunachst der DNA-Doppelstrang bei hohen
Temperaturen aufgetrennt (Denaturierung). Hiernach lagern sich zur
Zielsequenz komplementéare einzelstrdngige einander gegenlaufige, in gro3em

Uberschuss vorliegende (vgl. Nelson et Cox, 2009, S.425) Oligonukleotide

! Die Extinktionskoeffizienten betragen: Doppelstrang-DNA: 50 ng-cm/l,
Einzelstrang-DNA: 33 ng-cm/ul
RNA: 40 ng-cm/pl

? Die Pfadlange fiir Nukleinsauren betréagt 1 cm.
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(engl. primer) an den Sense- und Antisense-Strang (engl. annealing). Hierfar
wird auf eine primerspezifische Temperatur abgekuhlt. Nach Erhéhung auf die
Temperatur, welche dem Aktivitatsmaximum der verwendeten Polymerase
entspricht, kommt es zur Verlangerung des Tochterstranges (engl. extension).
Bei

Reaktion entsteht eine Phosphodiesterbin-

dieser enzymatisch Kkatalysierten

Substanz i

PCR-Puffer (15mM MgCl.) 5
MgCl; 25 mM Stock Solution 1
dNTP-Mix' 2.5

\orwartsprimer (2 pM) 5
Rickwartsprimer (2 pM) 5
Agqua ad injectabilia | 26,3
AmpliTaq Gold™ (5 U/ul) | 0,2

dung zwischen dem 5°- Ende der 2"-Des-
oxynukleotidtriphosphate (dNTPs) und der
3’-OH-Gruppe der bestehenden Sequenz

unter Pyrophosphatabspaltung (val. + DNA 5
. Gesamt: 50
Renneberg, 2007, S.50). Eine PCR
] Tabelle 1: PCR-Protokoll fur Exon 4
bestent aus vielen Zyklen solcher ynd Exon 6
Denaturierungs-, Annealing- und Exten-

sionsschritte. Die Amplifikation erfolgt ex-

Substanz 1]

PCR-Puffer (15mM MgClz) 5| ponentiell, da je Zyklus auch die jeweiligen
dNTP-Mix" 25

Vorwartsprimer (2 pM) 5
Riickwartsprimer (2 uM) 5
Agua ad injectabilia | 27,3
AmpliTag Gold™ (5 U/ul) 0,2

_ + DNA 5
Gesamt: 50

Tabelle 2: PCR-Protokoll fiir Exon 2,
10, 11, 13, 14, 22

Tochterstrange als Matrize dienen. (vgl.
Lottspeich et Engels, 2006, S.743 ff)

Die DNA-Templates (10 ng/ul) wurden

nach langsamem Auftauen je nach Anzahl
entweder in 96-Well Platten oder in 8er
Softstrips pipettiert. Entsprechend Tabelle 1 und Tabelle 2 wurde ein Master-

mix erstellt. Das Volumen wurde jeweils mit der Anzahl der Proben multipliziert.

Fir den 50 pl Gesamtansatz wurden jeweils 45 pl Mastermix zu dem
5 ul DNA-Template hinzugefugt.

_ ) ) Schritt Temperatur | Zeit (min)
Die Platte bzw. die Softstrips Initiale Inkubation 94°C 10:00
wurden in den PTC-200 Thermo Denaturierung 94°C 0:30

) ) Annealing 50=57°C 0:30 | 32x
Cycler der Firma Biorad gestellt Extension 72°C 1:00

i T2C 8:00
und das PCR-Programm gestartet 107G e
(vgl. Tabelle 3). Zu beachten ist Tabelle 3: Temperaturprofil fir die PCR-

die primerspezifische Annealing- Reaktion

Temperatur. Die als inaktiviertes Enzym vorliegende AmpliTaq Gold™ macht

*vgl. 4.5 Lésungen, Puffer und Medien, S.37
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die initiale Inkubation von 10 min bei 94 -95°C

notwendig (vgl. Applied Biosystems, Support/

unterschiedlichen Annealing-

Tabelle 4: Temperaturprofil des
Touchdown-Programms fur In-

tron 10

Temperaturen des Vorwarts- und Rickwarts-

Primers ,IN 10“ (vgl. 4.6 Primer, S.37) von
54°C bzw. 58°C war fur die PCR-Reaktion des

Introns 10 die Verwendung des in Tabelle 4

Temperatur Zeit (min)
94°C 10:00
95°C 0:30 Techtools, 2011).
60°C 0:30 | 12x

- 0,4°C pro Zyklus | Aufgrund der

72°C 1:00
95°C 0:30
50°C 0:30 | 35x
2" 1:00
72°C 7:00
8°C forever

aufgelisteten Touchdown-Programms noétig.

4.11 Denaturing High Performance Liquid Chromatography

(DHPLC)

Die mittels PCR amplifizierten DNA-Fragmente wurden mit dem Wave® DNA

Fragment Analysis System der Firma Transgenomic auf vorliegende genetische

Varianten untersucht.

Das hierbei zugrunde liegende Verfahren, eine Form der Hochleistungsflissig-

!

|

T\ ,"‘H-N o
'
Ilfr\'ﬂ"" Jl\'\\u--" '\_ul"‘ S Jf'lr
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e
—
Mo

S salkyl chaina

\\':\-'Mf'v“\./

=
‘_‘\NH

TEAS

A O WA

Abbildung 15: Retentionsmechanismus bei der
Auftrennung von Doppelstrang-DNA mittels
RP-IP HPLC

(Sarasep Inc., General Description: DNASep™)

chromatographie, die Reverse-
Phase lon-Pair High Performance
Liqguid Chromatography (RP-IP
HPLC), ist die Schllsselmethode
deshalb

genauer beschrieben werden. Die

dieser Arbeit und soll

DHPLC ermdoglicht die Analyse von
grollen Probenzahlen in relativ

kurzem Zeitraum und macht

dadurch den Gedanken an ein

klinisches Screening von Chemopatienten auf SNPs im DPYD-Gen vor Beginn

einer 5-FU-haltigen Therapie Uberhaupt erst mdglich.
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Bei der zugrunde liegenden Methode wird die DNA-Probe, das PCR-Produkt,
voll automatisiert einer 96-Well Platte entnommen und in eine, aus einem
Gradienten an Puffer A und Puffer B gebildete, flissige, mobile Phase ein-
gespritzt. Beide Puffer enthalten Triethylammoniumacetat (TEAA), Puffer B zu-
satzlich 25% Acetonitril. Die flissige Phase wird von einer Hochdruckpumpe zur
stationaren Phase, der DNASep™ Saule befordert (vgl. Sarasep Inc., General
Description: DNASep™). Diese beinhaltet nichtporése Polystyrol-Divinylbenzol-
Copolymere (PS/DVB) (ibd.). Durch C18-Alkylreste auf ihrer Oberflache erhalt
man ein unpolares Tragermaterial, die Umkehrphase (Reverse-Phase) (vgl.
Lottspeich et Engels, 2006, S.224). Uber das lonenpaarreagenz TEAA in der
flissigen Phase wird die Interaktion zwischen den negativ geladenen Phosphat-
ionen der DNA-Molekile und der elektrisch neutralen und hydrophoben
Saulenmatrix vermittelt (vgl. Abbildung 15). DNA kdénnte sich ohne ein solches
Briickenmolekil nicht an die Saule anlagern. Mit zunehmender Lange eines

DNA-Fragments steigt auch deren Anzahl an negativ geladenen

Phosphationen, an die das positiv geladene &

Ammoniumion des TEAA binden kann (vgl. u,rj/ﬂ\\}:
Abbildung 16). Je mehr TEAA-Molekiile "“'—f!

ansetzen, umso mehr TEAA-Alkylreste konnen e :-TE:n.n:-a_. m\f:

auf der anderen Seite mit den C18-Alkylresten r/‘,b Lﬁ

der Saule interagieren. Somit lagern sich SR QE_U_CH;IU B
langere DNA-Fragmente starker an die Saule o |{ \/“J—'
an, als kirzere. (vgl. Transgenomic, An 0!:"
Introduction to the Transgenomic WAVE® DNA

Fragment Analysis System) Abbildung 16: Interaktion zwi-

schen TEAA und DNA-Molekilen

Die Retentionsstarke ist zudem temperaturab- _ ,
(Transgenomic, An Introduction

hangig, wobei das Maximum bei 50°C liegt. to the Transgenomic WAVE® DNA
_ _ Fragment Analysis System)

Huber et al. vermuten, dass dies auf die

Auffaltung und Entspiralisierung der DNA-Helix zurtckzufihren ist, wodurch

weitere Phosphatgruppen fir lonenpaarungen zur Verfigung stinden (vgl.

Huber, Oefner et al., 1993).
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Dem Gradienten wird nach und nach ein gréRerer Anteil an Puffer B zugefihrt,
wodurch es zur Elution der DNA-Fragmente von der Saule kommt. Mit
steigender Konzentration des organischen und somit unpolaren Losungsmittels

Acetonitril sinkt die Polaritat

der flissigen Phase zuneh-

S e I gt mend (vgl. Lottspeich et En-
= 1 v i ma gels, 2006, S.224). Hierdurch
vermindert sich die hydro-
phobe Interaktion zwischen

den Alkylresten der stationa-

Abbildung 17: Unterschiedliche Elutionsgeschwin- ren Phase und denen der
digkeit zwischen DNA-Fragmenten verschiedener flussigen Phase, wodurch die
Lange '

(Transgenomic, An Introduction to the Transgenomic Elutionskraft steigt. Da lan-

® .
WAVE" DNA Fragment Analysis System) gere DNA-Fragmente stérker

haften, werden sie nun auch spater als die kirzeren von der Saule eluiert (vgl.
Abbildung 17). Hierdurch ergibt sich eine gro3enabhangige Auftrennung der
DNA-Fragmente. (vgl. Transgenomic, An Introduction to the Transgenomic
WAVE® DNA Fragment Analysis System)

Die DNA wird mit der flussigen Phase weiter zum UV-Detektor transportiert. Die
Messung erfolgt bei einer Wellenlange von 260 nm (vgl. Transgenomic,
Application Note 110). Das analoge Signal wird in einen digitalen Messwert
umgewandelt. Die Abfolge solcher Messpeaks resultiert als sogenanntes
Chromatogramm, dessen Muster Riuckschlisse auf die DNA-Fragmente
erlaubt. (vgl. Transgenomic, An Introduction to the Transgenomic WAVE® DNA

Fragment Analysis System)

Im Gegensatz zu der eben beschriebenen gréRenabhangigen Auftrennung
unterschiedlich groBer DNA-Fragmente, nutzt das WAVE® System zur
Detektierung genetischer Varianten eine sequenzabhangige Auftrennung von
DNA-Fragmenten. Hierzu sind denaturierende Bedingungen erforderlich. Die
Analyse wird mittels DHPLC (engl. Denaturating High Performance Liquid
Chromatography) durchgefuhrt. (vgl. An Introduction to the Transgenomic
WAVE® DNA Fragment Analysis System)
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Um genetische Varianten erkennen zu kénnen, muss vor der eigentlichen
Analyse mit dem Wave® System zunadchst ein weiteres Programm am
Thermocycler laufen. In Individuen, die heterozygot fur einen Einzelnukleotid-
Polymorphismus bzw. eine Einzelnukleotid-Mutation sind, liegt die mutierte
DNA zur Wildtyp-DNA in einem Verhaltnis von 1 zu 1 vor. Ein Erhitzen der DNA
auf 95°C und ein anschlieRendes langsames Abkuhlen fihrt zu einer Rehy-
bridisierung der Einzelstrange (vgl. Transgenomic, Application Note 112). Es
entsteht eine Mischung aus Hetero- und Homoduplexen. (vgl. Transgenomic,
An Introduction to the Transgenomic WAVE® DNA Fragment Analysis System)

Sobald die DNA von Individuen analysiert wird, die homozygot fur eine be-
stimmte Mutation sind, wird das Vorgehen geringfligig gedndert. Das Vorliegen
von derselben Punktmutation auf beiden Allelen macht das Mischen mit Wild-
typ-DNA vor dem Er-

hitzen notwendig, um | heat
I !
wiederum Heterodu- | coa!
+ | | ——e !
plexe zu erhalten. '
, . AT GC A C G T AT GC
Wie Abbildung 18 \ (
zeigt, entstehen auch I
wild-fype  mutant heteroduplexes homoduplexes

hier sowohl Hetero-

als auch Homo- Abbildung 18: Heteroduplexbildung durch Hybridisierung

duplexe - jeweils zwei (nach: Transgenomic, An Introduction to the Transgenomic
WAVE® DNA Fragment Analysis System)

Subtypen, insgesamt

4 verschiedene Duplexe. Um die Bildung von Heteroduplexen zu optimieren,
sollten aquivalente molare Mengen an Wiltyp- und homozygoter Proben-DNA
gemischt werden. (ibd.)

Die Analyse am Wave® System erfolgt bei einer Temperatur, die hoch genug
ist, um die DNA-Heteroduplexe teilweise aufzuschmelzen. Diese dentaturierten
Heteroduplexe werden nun mittels RP-IP HPLC von den korrespondierenden
Homoduplexen getrennt. Die Trennung von Hetero- und Homoduplexen erfolgt
aufgrund der geringeren negativen Ladung von Einzelstrang-DNA. Heteroduple-
xe liegen bei denaturierenden Temperaturen partiell, an der fehlgepaarten Base
und um sie herum, als Einzelstrang vor. Die geringere negative Ladung fuhrt
dazu, dass die Heteroduplexmolekile weniger stark von der Saule

zuruckgehalten werden, friher eluieren und somit vor den, noch intakten
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Homoduplexen am Detektor auftauchen. (vgl. Transgenomic, An Introduction to

the Transgenomic WAVE® DNA Fragment Analysis System)

Wie abhangig dieser Vorgang von der Temperatur ist, zeigt Abbildung 19. Unter

den nicht-denaturierenden Temperaturen von 51°C und 52°C haben alle vier
der mdglichen Hybridisierungs-

Abbildung 18

[ dieselbe Retentionszeit und sind

varianten aus

nicht zu unterscheiden, da sie nur

einen Peak bilden. So wird auch

= ot Y ) .
H = s z.B. die Temperatur von 50°C fur
Ll R 5 _..'M\_ . . . -

- o " | die  GroBenbestimmung  bzw.
” - - \}__ - Auftrennung von DNA-Fragmen-

“ | ten nach GroRe verwendet. Im

Gegensatz zur sequenzunab-
hangigen Trennung nach Grole,
die

Detektion von Mutationen oder

N © | erfolgt sequenzspezifische
Polymorphismen erst in Tempera-
Relention time [ mins

turbereichen, in denen es zu einer
Mit der

Denaturierung kommit.
Abbildung 19: Der Effekt von unterschiedlichen
Temperaturen auf die Differenzierung von
Homo- und Heteroduplexen

partiellen Denaturierung ab einer

Temperatur von 54°C beginnen
(Transgenomic, An Introduction to the

Transgenomic WAVE® DNA Fragment Analysis
System)

Homoduplexen zu unterscheiden. Bei 55°C

sich die Heteroduplexe des dar-
gestellten PCR-Produkts von den

lassen sich nun auch die beiden

Homoduplexvarianten voneinander abgrenzen, da der A-T-Wildtyphomoduplex

(vgl.
Transgenomic, An Introduction to the Transgenomic WAVE® DNA Fragment

geringfligig stéarker denaturiert, als der mutierte C-G-Homoduplex.
Analysis System)

Eine komplette Differenzierung zwischen den beiden Homoduplexvarianten ist
nicht immer bei allen Sequenzen maoglich. Dies ist jedoch auch gar nicht erfor-
derlich, schlief3lich bietet bereits eine Abweichung von der mitgelaufenen Wild-
typkontrolle genug Evidenz fiir die Annahme einer Sequenzvariation. Auch eine

Unterscheidung zwischen den beiden verschiedenen Heteroduplexvarianten ist
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nicht immer moglich. In den meisten Fallen sieht man nur zwei Einzelpeaks
(vgl. Abbildung 20), reprasentativ fur die Hetero- bzw. die Homoduplexfraktion.
Neben dem Fall von eindeutig voneinander getrennten Einzelpeaks, ist auch

eine nur minimale Abweichung vom Wildtyp-Peak, eine Schulter an der

aufsteigenden Seite, denkbar

(vgl. Transgenomic, Application
Note 112). Die ideale Auflosung | WiﬂwuHmrmeUL

zwischen Homo- und Hetero-

duplexen erfolgt, in Form zweier

eindeutiger Doppelpeaks, am

Abporhares (mV)

Beispiel aus Abbildung 19 bei

56°C. (vgl. Transgenomic, An
Introduction to the Transgenomic
WAVE® DNA Fragment Analysis -

System)
Abbildung 20: Teilweise denaturierende Detek-
tion mit dem WAVE® System von SNPs in einem
185bp Fragment

Zu hohe Temperaturen waren
hingegen 59°C und 61°C (vgl.

Abbildung 19). Hier kommt es neben der gewlnschten partiellen Denaturierung

(Transgenomic, Application Note 112, 2000)

der Heteroduplexe, zuséatzlich zu deren kompletten Aufschmelzung. Auch die

Homoduplexe denaturieren bei diesen Temperaturen vollstandig. Eine

Differenzierung zwischen den beiden ist dann

Temperatur Zeit (min) ) o ) .
95°C 500 nicht mehr mdglich, da die DNA-Molekiile
. 95°C 0:06 | 300x | hun als Einzelstrange vorliegen. Es gibt

- 0,1°C pro Zyklus . . .. .
65°C 1-:00 wiederum nur einen Peak, friher als im
10°C forever unteren Temperaturbereich, da die geringere

Tabelle 5: Temperaturprofil des
HET-Programms fur die Hybridisie-

rungsreaktion entstandenen Einzelstrange im Vergleich zu

negative Ladung der durch Denaturierung

den Doppelstrangen zu einer schnelleren Elution fuhrt. (vgl. Transgenomic, An

Introduction to the Transgenomic WAVE® DNA Fragment Analysis System)

Die angesprochene Rehybridisierung (vgl. Abbildung 18) nach PCR, vor der
DHPLC-Analyse, wurde nach dem Temperaturprofil in Tabelle 5 auf dem PTC-

200 Thermo Cycler der Firma Biorad durchgefihrt. Um homozygote Varianten
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zu detektieren, wurden dazu jeweils 10 pl des 50 pl PCR-Ansatzes dreier
unbekannter Proben miteinander gepoolt und anschlieRend hybridisiert. Als
Kontrollen wurden bereits bekannte genetische Varianten aus vorherigen

internen Arbeiten verwendet.

4.12 Gelelektrophorese

Sowohl die Groélenbestimmung von DNA-Fragmenten, als auch deren
Identifizierung nach erfolgter PCR vor weiterfuhrenden Versuchen, wie z.B. der
Cycle-Sequencing Reaktion, erfolgte mittels Gelelektrophorese. Als Trager-
material wurden Agarosegele verwendet, abhangig von der erwarteten Basen-
lange des PCR-Produktes von ca. 250 — 450 bp zumeist 1,5%ig. Hierfur wurden
4,5 g Agarose-Pulver abgewogen und auf 300 ml TBE-Puffer gebracht. Nach
der Erhitzung in der Mikrowelle wurden zunachst 7 - 10 ul Ethidiumbromid zu-
gegeben, anschlieRend wurde das Gel gegossen.

Als Laufpuffer wurde ebenfalls TBE-Puffer verwendet. 5 uyl PCR-Produkt
wurden zur Beschwerung jeweils mit 5 ul Ficoll-Ladepuffer vermischt und in
eine Tasche des Gels pipettiert. Die DNA-Fragmente wurden bei 120 V
zwischen 15 - 25 min aufgetrennt. Als Langenstandard lief parallel die 100 bp
DNA-Leiter. Die Sichtbarmachung der DNA-Banden erfolgte Uber UV-Licht mit
einer Wellenlange von 254 nm. Es folgte die Abfotografierung mit dem Foto-
grafiergerat UV-Solo der Firma Biometra.

Das Prinzip der Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Gelelektrophorese
beruht auf der negativen Ladung der Nukleinsauren, die durch die negativen
Ladungen der Phosphatgruppen im Ruckgrat zustande kommt und weitgehend
unabhangig vom pH-Wert ist. Im elektrischen Feld wandern die Nukleinsauren
zur Anode, je nach MolekulgroRe schneller oder langsamer. DNA-Fragmente
kleinerer MolekullgroRen werden von den Poren der Agarosegelmatrix kaum
gebremst und wandern pro Zeiteinheit weiter als DNA-Fragmente mit hoherer
Molekulgrofde. (vgl. Lottspeich et Engels, 2006, S.663 ff)

Die Eigenfluoreszenz der DNA wird durch das Ethidiumbromid verstarkt. Hierbei
handelt es sich um einen interkalierenden Farbstoff, dessen aromatische Ringe
mit den Ringen der Nukleinsaurebasen interagieren. (vgl. Lottspeich et Engels,
2006, S.679)
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4.13 Aufreinigen des PCR-Produktes

Zur Aufreinigung der PCR-Produkte, z.B. vor einer Cycle-Sequencing Reaktion,
wurde das jeweilige PCR-Gemisch (50 ul) zusammen mit 250 ul H,O in ein Well
einer Vakuumplatte der Firma Millipore pipettiert. Uber das Anlegen eines
Vakuums von 15 — 30 bar durch eine Pumpe werden sowohl das Wasser, als
auch spéater stérende Uberreste der vorausgegangenen PCR-Reaktion, wie z.B.
nicht verbrauchte Nukleotide oder Primer, nach unten hin abgesaugt, wohin-
gegen das nun gereinigte PCR-Produkt auf einer besonderen Membran
verbleibt. AnschlieRend wurden je 30 pl H2O hinzugefugt. Die so aufgereinigten

PCR-Produkte konnten nun wieder in entsprechende Tubes pipettiert werden.

4.14 Cycle-Sequencing Reaktion

Das Prinzip der durchgefihrten Cycle-Sequencing Reaktion beruht auf dem
Kettenabbruchverfahren, auch Didesoxyverfahren bzw. Terminationsverfahren,
nach Sanger (vgl. Sanger, Nicklen et al., 1977). Hierbei wird zuerst aus der

ursprunglichen Startsequenz, dem gereinigten

PCR-Produkt, durch Zugabe eines Nukleotidge- H\tﬁ
misches, sowie einer DNA-Polymerase und dem ; [LN;L
Vorwarts- oder Rickwartsprimer ein komple- muc':% 5 N1 >
mentarer DNA-Strang synthetisiert. Das Nukleotid- O
gemisch enthalt einerseits die regularen vier i Ny
2’-Desoxynukleotidtriphosphate (dNTPs), sowie ({}M
einen festgelegten, kleineren Anteil an 2°,3"-Di- —o—-éHz 3 | N/J‘\\D
desoxynukleotidtriphosphaten (ddNTPs), den so- ‘O
genannten Terminatoren (vgl. Abbildung 21). LT

Durch die fehlende 3"'OH-Gruppe kommt es bei

der Kondensationsreaktion von ddNTPs mit dem
DNA-Strang zu einem Kettenabbruch. Das Misch-
verhaltnis an dNTPs und ddNTPs sorgt dabei

daflr, dass am Ende geniugend Reaktionspro-

Abbildung 21:

Strukturver-

gleich eines 2°,3"-Didesoxy-
nukleotids und eines 2"-Des-
oxynukleotids

(Lottspeich et Engels, 20086,
S.781)

dukte vorhanden sind, die sich jeweils nur um eine Basenlange unterscheiden.

(vgl. Lottspeich et Engels, 2006, S.777 ff)
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In dem fiir die Cycle-Sequencing Reaktion verwendeten BigDye® Terminator

vl.1 Cycle Sequencing Kit (Firma Applied Biosystems) enthalten die vier

DENATURATION ANNEALING EXTENSION

Enzyme, dNTPs,
dye-labeled terminators

»C »C » 2

PRODUCTS

70

ddNTPs unterschiedliche
Fluoreszenzfarbstoffe. Da-
[ ]
@é. durch, dass jedes ddNTP
cclge ) .
ccaGTe fluoreszenzmarkiert ist,
CCGTA®
CCGTA[Te

kann spater immer jeweils

Abbildung 22: Die Dye Terminator Cycle-Sequencing

Reaktion

die letzte Base der einzel-

nen Fragmente identifiziert

(Applied Biosystems/ Sequencing Chemistries, 2011)

werden (vgl. Abbildung 22).

Die Terminationsfragmente konnen durch ihre unterschiedlichen Langen durch

den vollautomatischen Kapillarelektrophorese-Sequencer ABI PRISM 3130

(Firma Applied Biosystems) auf-

getrennt werden. Die anschliel3end
im Laserstrahl zum Fluoreszieren an-
geregten Farbstoffe werden durch
einen optischen Detektor registriert

und anschlieRend Uber die Data

A,

Fluorescence

-

Migrations of DNA O detector
fragments
- g Lasel* .
1 Sample/ [ | Buffer
Buiter

- +

Collection Software in ein digitales
Signal umgewandelt (vgl. Abbildung
23). Durch die, bei unterschiedlichen
Wellenlangen fluoreszierenden Farb-

stoffe der Terminator-Didesoxynukleoti

Abbildung 23: Ubersicht zur Sequenzier-
reaktion

(nach: Applied Biosystems, Electrophoresis,
2011)

de kann so die genaue Basenabfolge

nach Auswertung mit der Sequencing Analysis Software v5.3.1 dargestellt

werden. (vgl. Applied Biosystems, Electrophoresis, 2011; Applied Biosystems,

Sequencing Chemistries, 2011)

Fur die Cycle-Sequencing Reaktion

wurden auf Eis 1,5 pl BigDye®

Schritt Temperatur | Zeit (min)
Denaturierung 95°C 0:30
Annealing 50°C 0:15 | 27x
Extension 60°C 4:00
10°C 10:00

Ready Reaction Mix, 3 - 8 pl gerei-

Tabelle 6: Temperaturprofil fur die Cycle-

Sequencing-Reaktion

nigtes PCR-Produkt (je nach Ban-

denstarke im vorausgehenden Gel),

sowie 0,2 pl entweder Vorwarts- oder Ruckwartsprimer zusammen pipettiert.

Der Ansatz wurde gegebenenfalls mit Aqua ad injectabilia auf ein Gesamt-

volumen von 9,7 pl gebracht. Die Reaktion erfolgte mit dem PTC-200 Thermo
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Cycler der Firma Biorad nach dem Temperaturprofii aus Tabelle 6. Im

Anschluss erfolgte eine DNA-Fallung mit 30 pl 100%igem Alkohol. Nach Zentri-

fugation Gber 30 min bei 3000 g wurde der Uberstand verworfen und das Pellet
mit 100 pl 70%igem Alkohol durch erneute Zentrifugation bei 3000 g tUber 10

min gewaschen. Nach 10 - 15 minutiger Trocknung bei Raumtemperatur wurde

das Sequenzierprodukt in 100 pl Aqua ad injectabilia geldst, wovon 2 — 5 pl, je

nach Starke des urspringlichen PCR-Produktes, in die entsprechende 96-Well
Platte fir den ABI PRISM 3130 pipettiert und mit H,O auf ein Gesamtvolumen

von 25 pl gebracht wurden.

4.15 RNA-Isolierung aus Voll-
blut

Die RNA-Praparation wurde mit dem
PAXgene™ Blood RNA Kit der Firma
Qiagen nach Herstellerprotokoll durch-
gefuhrt. Fur die Abnahme und den
anschlieBenden Versand der Probe
wurde das PAXgene™ Blood RNA
Tube verwendet, wodurch die intra-
zellulare RNA trotz Temperaturen von
18 — 25°C Uber drei Tage hinweg vor
dem Abbau durch RNAsen sowie vor
ex vivo Veranderungen der Genexpres-
sion geschutzt und somit haltbar bleibt
(vgl. Preanalytix GmbH, 2008, S.11).
Das Blut konnte in diesen speziellen
Rohrchen ungekuhlt versendet werden.
Die Isolierung der RNA erfolgte nach
dem in Abbildung 24 schematisch dar-
gestellten Prinzip.

Vor Verarbeitung sollte der ausreichen-

~ 1 Add Proteinase K (PK)

E Digest DNA
—

v
j Resuspend

Transfer to
L microcentrifuge
tube (MCT)

2L : and binding buffer (BR2)
\j | ﬁ Incubate
PAXgene Blood| Transfer to PAXgene
RNA Tube | ' Shredder Spin Column
N - [ (PSC)
ix
I 1
| Transfer supernatant
— = of flow-through to
v | " microcentrifuge tube
I 1
| g Add ethanol
| Load on PAXgene RNA
| ¥ Spin Column (PRC)
o Wash | Bind total RNA
¥ pellet | ’
I -
I L 4
|
| ¥ Wash
[
| -
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

Heat to 65°C

P —
Elute
——
v

Ready-to-use RNA

Abbildung 24: Schematische Darstellung
der RNA-Isolierung mit dem PAXgene™
Blood RNA Kit und Tube

(nach: Preanalytix GmbH, 2008, S.16)

den Lyse wegen das PAXgene™ Blood RNA Tube fiir mind. 2 Stunden bei

Raumtemperatur inkubiert werden. Als erster Schritt wurde das Rdhrchen
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zentrifugiert. Das Pellet wurde nach Verwerfung des Uberstandes mit 4 ml
RNase-freiem Wasser gewaschen und solange mit dem Vortexer geschuttelt,
bis es sich sichtbar aufgelost hatte. Nach erneuter Zentrifugation wurde der
Uberstand vollstandig verworfen. Das mit Puffer resuspendierte Pellet wurde
nach Uberfiihrung in ein spezielles, im Kit enthaltenes 1,5 ml Tube durch In-
kubation und Zugabe von Proteinase K und Bindungspuffer einem Protein-Ver-
dau unterzogen. AnschlieBend wurde das Zelllysat durch die ,PAXgene
Shredder Spin Column®, einer speziellen Saule, hindurch zentrifugiert. Dadurch
kam es zur Homogenisierung des Lysats und zur Entfernung Ubriggebliebener
Zelltrimmer. Die Durchflussfraktion wurde in ein neues Tube Uberfuhrt. Ethanol
wurde zur Einstellung der Bindebedingungen hinzugefligt. Das Lysat wurde in
die ,PAXgene RNA Spin Column® gegeben. Diese enthalt eine spezielle
Membran, an die RNA wahrend der nachfolgenden Durchzentrifugierung
spezifisch bindet, wohingegen alle Ubrigen Bestandteile grofltenteils ungehin-
dert durchflieRen. Restliche Verunreinigungen wurden in mehreren nachfolgen-
den Waschschritten entfernt. Zwischen dem ersten und dem zweiten Wasch-
schritt wurde die Membran mit DNase behandelt, um Spuren von gebundener
DNA zu entfernen. Nach den Waschschritten wurde die RNA mit ,Elution
Buffer” von der Membran gelost. AnschlieBend wurde das Eluat bei 65°C
denaturiert. (vgl. Preanalytix GmbH, 2008, S.18)

4.16 Amplifikation von mRNA durch RT-PCR

Die Vermehrung der, in der zuvor isolierten Gesamt-RNA zu ca. 2%
enthaltenen mRNA (vgl. Milhardt, 2009, S.125) erfolgte mittels RT-PCR. Diese
wurde in zwei Schritten durchgefuhrt:

Zunachst erfolgte die Reverse Transkription (RT), in dem die mRNA mit Hilfe
der Reversen Transkriptase in doppelstrangige cDNA umgeschrieben wurde
(vgl. Clark et Pazdernik, 2009, S.113). Anschliel3iend wurde entstandene cDNA
in einer konventionellen PCR mit Taqg-Polymerase vervielfaltigt. Vorteil dieses
zweizeitigen Vorgehens ist die Optimierung der Reaktionsbedingungen fur die
Reverse Transkriptase. Das erneute Umpipettieren birgt im Vergleich zur
einzeitigen RT-PCR jedoch die Gefahr von Kontaminationen. (vgl. Lottspeich et
Engels, 2006, S.749 f)
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Substanz | Ansatz 1 | Ansatz 2
10 x Reaction Buffer 2 ul 2l
MgCl: 25 mM Stock Solution 4 pl 4 pl
Deoxynuclectide Mix 2 4 2 4l
(10mM) H H
Random Primer 2| e
Spezifische Primer for| = -— 1l
(10pM) | rev| - 1u
RMase Inhibitor 1l 1l
AMY Reverse Transcriptase 0.8 yl 0,8 ul
Agua ad injectabilia 82 u 82 ul
minus minus
Volumen Volumen
der RMA | der RMNA
+ RMNA 1 pg 1pg” |
Gesamt 20 pl 20 pl

Tabelle 7: Pipettierschema fiir die Reverse Transkrip-

tion

‘berechnet anhand vorheriger Messung mit dem
Nanodrop® (vgl. Kapitel 4.9 Konzentrationsmessung

von Nukleinsauren, S.40)

Die Reverse Transkription
erfolgte nach zwei Ansatzen
(vgl. Tabelle 7):

Im Ansatz 1 kamen so ge-
nannte Random Primer zum
Einsatz. Es handelt sich
hierbei um ein Hexanukleo-
tidgemisch aus verschiede-
nen Sequenzen, deren zu-
fallige Bindung an die RNA
zu einem Pool an cDNAs un-

terschiedlicher Lange fuhrt

2006, S.751). Ansatz 2 erfolgte mit sequenzspezifischen Primern, die an eine

gewlnschte spezifische Stelle

der RNA binden.

Fur die Reverse Transkription
kam das First Strand cDNA
Synthesis Kit fir RT-PCR der

(vgl. Lottspeich et Engels,

Schritt Temperatur | Zeit (min)
Annealing 25°C 10:00
Reverse Transkription 42°C 60:00
Denaturierung 99°C 5.00
4° forever

skription

Firma Roche zum Einsatz. Die

Tabelle 8: Temperaturprofil fur die Reverse Tran-

in Tabelle 7 aufgefihrten Reagenzien stammen groRtenteils aus dem

genannten Kit. Das Temperaturprofil fir die mit dem PTC-200 Thermo Cycler

der Firma Biorad durchgefiuihrte Reverse Transkription,

entnommen werden.
Die sich anschlieRende PCR

Substanz 7]

PCR-Puffer (15mM 5
dNTP-Mix” 5

Spezifische Primer | for 2,5
(10pM) | rev | 25

Aqua ad injectabilia | 29,8
AmpliTag Gold™ (5 U/ul) | 0,2
+ cDNA-Produkt 5
Gesamt: 50

Tabelle 9: Pipettierschema fur die
der Reversen Trankription folgen-

den PCR

kann Tabelle 8

zur Vervielfaltigung der gewonnenen cDNA er-

folgte nach dem Pipettierschema in Tabelle 9

und dem Temperaturprofil aus Tabelle 10.

Schritt Temperatur | Zeit (min)
Initiale Inkubation 84°C | 10:00
Denaturierung 84°C 0:30
Annealing 57°C 1:00 | 40x
Extension 72°C | 2:00
72°C 8:00
10°C forever

Tabelle 10: Temperaturprofil fur die der Rever-
sen Transkription folgenden PCR
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4.17 Statistische Auswertung

Die Erstellung von Kreuztabellen fir die statistische Auswertung erfolgte mit
Hilfe des Programms PASW Statistics 18. Die weitere Berechnung wurde in
Absprache mit dem Institut fir Medizinische Statistik und Epidemiologie am
Klinikum rechts der Isar wie folgt vorgenommen. Zur Zuordnung der

Bezeichnungen diente Tabelle 11.

Die Odds Ratios wurden mit folgender Formel berechnet:
OR=(axd)/(bxc)

Fur die Berechnung der Konfidenzintervalle und p-Werte wurde zunachst die
T-Statistik mit folgender Formel ermittelt:

T=(p+-p)/Vpx(1-p)x(1/n.+1/n)

p+, p- und p wurden folgendermal3en berechnet:

K K | X
p+ = aln, F* |a b |[a+b
p. = b/n. F- |c d |cHd
p = (a+b)/n > N+ |N. | N

Tabelle 11: Bezeichnungszu-

.. . . . ordnung fiir die Berechnun
Aus T-Statistik und Odds Ratio ergibt sich das derT-S?atistik 9

Konfidenzintervall:

KI - 0R1:|:1 ,96/T

Die Berechnung des p-Wertes aus der, auf die zweite Dezimalstelle gerundeten
T-Statistik erfolgte mit nachfolgender Formel unter zu Hilfenahme einer

Normalverteilungstabelle.

p=1-12xFT(x)-11
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5. Ergebnisse

5.1 Rekrutierung des Patientenkollektivs

Es wurde mit dem Einschlusskriterium einer 5-FU-haltigen Chemotherapie (inkl.
Capecitabine) unabhangig von der vorliegenden Grunderkrankung ein
Patientenkollektiv zusammengestellt. Die Daten wurden retrospektiv unter
Akten- bzw. SAP-Einsicht ausgewertet. Falls notwendig, wurden die
Chemotherapie fortfihrenden Onkologen befragt oder entsprechende Arztbriefe
angefordert.
Folgende Daten wurden erhoben:

= Alter

= Geschlecht

=  Tumorentitat

= Chemotherapieschema

= 5-FU-Dosis in mg/m?

= Zyklusanzahl

= ,ECOG" (vgl. Anhang)

» Nebenwirkungen (Blutbildveranderung, gastrointestinale Veranderungen,

Hand-Fu3-Syndrom, Hautreaktionen, Lebertoxizitat, Alopezie, Neuro-

pathie) (vgl. Anhang)

Die Zusammenstellung des Patientenkollektivs baute auf ein in der
Arbeitsgruppe vorliegendes Kollektiv (n = 139) mit bereits vorliegenden
Analysen hinsichtlich ¢.496A>G, IVS10-15T>C und c¢.1236G>A auf, welches
durch Gross et al. 2008 teilweise veroffentlicht wurde (vgl. Gross, Busse et al.,
2008). Im Falle von Unvollstandigkeit hinsichtlich der oben aufgefihrten Daten,
wurde auch hier zur Vervollstandigung Datenrecherche betrieben.

Dieses Patientenkollektiv wurde fur eine grolRere Fallzahl folgendermalen er-
weitert:

Einerseits wurden tief gefrorene, aus der Ill. medizinischen Klinik (Hamatologie
und Onkologie) stammende Blutproben verwendet, sowie DNA-Proben aus der
Frauenklinik und Poliklinik des Klinikum rechts der Isars. Sowohl die Blut-

proben, als auch die DNA stammen aus den Jahren 2001 — 2004 und wurden
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damals fur wissenschaftliche Zwecke mit Zustimmung der Patienten/-innen
gewonnen und anschlielend gelagert. Zu einem geringen MalRe wurde zudem
Uber die DNA-Datenbank der Frauenklinik passende Patienten-DNA ausge-
wahlt, welche aus dem Jahr 2008 stammit.

Andererseits wurde von April bis Dezember 2010 in der Chemoeinheit und
Tagesklinik der Ill. medizinischen Klinik, sowie in der Frauenklinik und Poliklinik
am Klinikum rechts der Isar, Chemopatienten/-innen Blut abgenommen.
Zusatzlich wurde bei einigen Fallen von im Zeitraum der Datenerhebung bereits
aufgetretener Toxizitat das Patientenblut durch die behandelnden Arzte mit der
Bitte nach diagnostischer Abklarung an uns weitergeleitet. Solch eine
Zusammenarbeit fand mit der Frauenklinik und Poliklinik am Klinikum rechts der
Isar Minchen, sowie mit der onkologischen Abteilung des Klinikums Freising
statt.

Die ventse Blutentnahme erfolgte nach schriftlicher Einwilligung durch den/die
Patienten/-in, peripher am Handriicken oder in der Ellenbeuge bzw. Uber einen
liegenden zentralventsen Katheter. Das Blut wurde in den klinikiiblichen EDTA-
Rohrchen bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C im Gefrierschrank aufbewabhrt.
Von den teilnehmenden Patienten/-innen wurde zwischen Herbst 2008 und
Winter 2010 zunachst DNA aus Vollblut isoliert. AnschlielBend wurde mittels
DHPLC der Genotyp bezuglich c.496A>G, IVS10-15T>C und ¢.1236G>A bzw.
€.1129-5923C>G im DPYD-Gen ermittelt. In einigen wenigen Fallen zur
Bestéatigung oder bei unbekannten Varianten bzw. DHPLC-Mustern wurden die
Proben zusatzlich sequenziert. Félle von bereits aufgetretener Toxizitat wurden

ausgiebiger auf vorhandene genetische Variationen untersucht.

Das vorbestehende Patientenkollektiv (siehe oben) konnte so um 184 Patienten
erweitert werden. Anhand der insgesamt 323 Patienten wurden die
Berechungen durchgefihrt (siehe unten).
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5.2 Unterteilung des Patientenkollektivs

a3

184

n=276

B Mammakarzinom
@ maligne gastrointestinale Tumoren
O Oropharynxkarzinom

O Lungenkarzinom

Abbildung 25: Verteilung des Patienten-
kollektivs auf die Tumorgruppen

Von ursprunglichen 323 Patienten/-innen
mit maligner Grunderkrankung wurden
47 nicht gewertet. Hierzu fUhrten zum
einen Grinde wie eine doch auswartig
durchgefuhrte Chemotherapie mit man-
gelndem Follow up, zum anderen nicht
verwertbare Blut- bzw. DNA-Proben. Zu
einem Ausschluss fuhrte zudem eine
vorzeitige Beendigung der Chemothera-
pie aus anderen Grinden als aufgetrete-
ne Nebenwirkungen. Nicht gewertet

wurden auferdem Patienten mit einer

Dosisreduktion wahrend der Chemotherapie aufgrund von Nebenwirkungen

geringer als °lll oder °IV. Dies erfolgte unter der Annahme, dass unter

fortgefUhrter Therapie mit urspring-
licher Dosis Nebenwirkungen °lll oder
°IV hatten auftreten kdnnen und diese
Patienten/-innen  dann  falschlicher
Weise der Gruppe mit leichter oder
fehlender Toxizitat zugeordnet worden
waren. Daten zu Patienten/-innen mit
einer initialen Dosisreduktion aufgrund
eines schlechten Allgemeinzustandes
oder wegen hohen Alters wurden im
Gegensatz dazu gewertet. Eine Reduk-
tion in diesen Fallen erfolgte auf 80 —

85% der eigentlich Ublichen Dosis.

Binvasiv duktal (IDC) n =89

W nicht ndher spezifiziert

Oinvasiv lobuldr (ILC)

Oinvasiv medulldr

Abbildung 26: Verteilung auf die Tumor-
subtypen in der Gruppe mit Mamma-

karzinom

59



Analyse von DPYD-Polymorphismen zur Abklarung 5-FU-bedingter Nebenwirkungen

Die 276 Ubrigen Patienten/-innen waren an malignen Prozessen der Mamma,

17

19

68

22

26 32

OAEG
n =184
B RektumKkarzinom
O Kolonkarzinom
O nicht ndher spezifiziert

B Magenkarzinom

o Gsophaguskarzinom

Abbildung 27: Verteilung auf die Tumor-
subtypen in der Gruppe mit malignen
gastrointestinalen Tumoren

im  Gastrointestinaltrakt, im  Oro-
pharynx, sowie an der Lunge erkrankt.
Die

Abbildung 25 entnommen werden.

Absolutzahlen kobnnen der

Da eine Chemotherapie mit 5-FU je
nach Tumor sehr unterschiedlichen
und somit

Therapieplanen  folgt

Nebenwirkungen sehr inhomogen sein

konnen, war eine Unterteilung in
Subtypen entsprechend Tumorart
sinnvoll. Da sich die Tumoren haupt-
sachlich auf die zwei Entitaten
,Mammakarzinom®“ und ,maligne
gastrointestinale Tumoren® mit 89
bzw. 184 beinhalteten Patienten

verteilten, lag fur die spatere sta-

tistische Auswertung eine Einteilung in

diese zwei grollen Gruppen nahe. Bis auf zwei Personen mit Oropharynx-

karzinom und einer Person mit Lungenkarzinom sind mit dieser Aufteilung alle

Patienten/-innen berucksichtigt. Eine zusatzliche Aufschlisselung in diesen bei-

33%

67%

| Toxizitat °lll - “IV
| Toxizitat < °lll

Abbildung 28: Patientenverteilung in neben-
wirkungsarme vs. nebenwirkungsreiche
Gruppe

den Gruppen anhand der Tumorsub-
typen ist fur die Mammakarzinome in
Abbildung 26 und fur die malignen
gastrointestinalen Tumoren in

Abbildung 27 graphisch dargestellt.

Das Patientenkollektiv wurde nach

erfolgter 5-FU-haltiger Chemothera-

pie anhand des Nebenwirkungsprofils entsprechend der ,ECOG Common

Toxicity Criteria“ (vgl. Anhang) in zwei Gruppen eingeteilt. Personen ohne oder

mit leichten Nebenwirkungen °l oder °ll wurden der Referenzgruppe, diejenigen

mit starken Nebenwirkungen (°lll oder °IV) der Nebenwirkungsgruppe zugeteilt.

Die resultierende Gruppe ,leichte/keine Toxizitat® umfasst 186, die Gruppe
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,roxizitat °lll - °IV* 90 Patienten (vgl. Abbildung 28). Die in die beiden Gruppen
einflieBenden Tumorentitdten mit Absolutzahlen sind in Abbildung 29

aufgefuhrt.

200

180

160

140

120 4

100 -

a0

60

40

54

20

1

.‘______..-‘

Lungenkarzinom

Oropharynx-
maligne karzinom
gastrointestinale \

- Tumoren \ \2

\

=

Mammakarzinom
N

-~

N

35

Abbildung 29: Tumorentititen

leichte/keine Toxizitat

Toxizitat °lll - IV°

in den beiden Patienten-

gruppen , leichte/keine Toxizitat“ und , Toxizitat °lll — °IV
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5.3 Eigenschaften des Patientenkollektivs

Die Eigenschaften ,Geschlecht, Alter, Tumortyp“ im Patientenkollektiv sind in

Tabelle 12 dargestellt. Die jeweiligen Fallzahlen werden entsprechend dem

Auftreten von Nebenwirkungen in zwei Spalten gegenuber gestellt.

Es fallt auf, dass die Geschlechterverteilung in der nebenwirkungsarmen

Gruppe ausgeglichen ist, wohingegen unter den Personen mit schwerer Toxi-

Frauen
Méanner
Unbekannt

Alter & (Jahre + SD)

Gastrointestinale
Tumoren

Alter & (Jahre + SD)

Gastroosophageale
Tumoren

AEG

Magenkarzinom
Magenstumpf-CA
Osophagus-CA

nicht naher spezifiziert
Kolorektale Tumoren
Kolonkarzinom
Rektumkarzinom

Sonstige
Gallengangs-CA
Analkanalkarzinom
nicht naher spezifiziert

Mammakarzinom
Alter & (Jahre + SD)

invasiv duktal (IDC)
invasiv lobular (ILC)
IDC und ILC

invasiv medullar
invasiv duktulo-lobular
invasiv szirrhds

nicht naher spezifiziert

Sonstige
Oropharynxkarzinom

Lungenkarzinom

58,5+ 10,48

131
59,3 + 10,96

54
56,4 = 8,97
39

_,O= N=2=2WOoOo

59,4 + 10,53

53
60,7 + 8,71
28

35
57,1+ 12,74
14

-_—
ONN NO-20O0-N

Tabelle 12: Die Eigenschaften ,,Geschlecht, Alter

und Tumortyp“ im Patientenkollektiv

zitdt mehr Frauen als Manner zu
finden sind. Dies lasst sich durch
die zahlreichen therapiebeding-
ten Nebenwirkungsfalle unter
Patientinnen mit Mammakar-
zinom erklaren. Die Rekrutierung
von Fallen in der Frauenklinik
erfolgte mit dem Augenmerk auf
Patientinnen mit Nebenwirkun-
gen.

Im Altersvergleich sind die
beiden Nebenwirkungsgruppen
mit einem durchschnittlichen Un-
terschied von 0,9 Jahren in etwa
gleich. Hierbei ist die Gruppe
,roxizitat °lll - °IV*
Altersdurchschnitt von 59,4 Jah-

ren bei

mit einem

einer Standardabwei-

chung von 10,53 geringfugig

alter als die Gruppe ,leich-

te/keine Toxizitat® mit einem

durchschnittlichen Alter von 58,5

Jahren bei einer Standardab-

weichung von 10,48. Die Alters-

spanne reicht dabei in der

nebenwirkungsreichen Gruppe von 29 bis 77 Jahren, in der nebenwirkungs-

armen von 33 bis 81 Jahren.
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Bei der Betrachtung der verschiedenen Tumorentitaten fallt auf, dass das

Patientenkollektiv mit gastroin-
testinalen Tumoren alter ist, als
das mit Mammakarzinom. Dies
hangt mit dem meist spateren
Manifestationsalter maligner gast-
rointestinaler Tumoren im Ver-
gleich zu Mammakarzinomen zu-
sammen.

Die in Tabelle 13 aufgefuhrte
Einteilung nach Chemotherapie-
schema ist aufgegliedert entspre-
chend der Applikationsart von
5-FU. Dabei wird zwischen Bolus-
applikation wie bei den alteren
Mayo- oder Machoverregimen
und einer Applikation Uber eine
Stunde wie in den gynakologi-
schen CMF- oder FEC-Schemata
unterschieden. Von diesen eher
kurzen Gaben abzugrenzen sind
die Chemotherapieplane mit kon-
tinuierlicher Dauerinfusion Uber
24 Stunden, wie PLF, OLF, oder
das Douillard- oder FUFOX-
Regime. Auch werden Dauerinfu-

sionen parallel zur Strahlen-

Bolusapplikation
Mayo
Machover

Applikation iiber 1h
CMF

FEC
CMF oder FEC

kont. Dauerinfusion
PLF+ Paclitaxel/Docetaxel
OLF
Irinotecan/5-FU/FA
(Douillard — AlO)
Ardalan/OLF
Cisplatin/5-FU + RTX
FUFOX

5-FU/RTX

PLF/OLF
Irinotecan/5-FU/FA
(Douillard - AIO)/ OLF

Bolusapplikation und
Dauerinfusion

CAO/ARO/AIO-04 Studie
(Kontrollarm)

FOLFOX 4

FOLFOX 6

Folfiri

FOLFOX 4/Folffiri
FOLFOX 6/OLF

orale Applikation
(Capecitabine)
CapOx=Xelox
XELIRI/Folfiri®
Xeloda/CMF*
Xeloda
Xeloda/FOLFOX 4°

Sonstige
Avastin/5-FU/ Leukovorin

nicht naher spezifiziert
(5-FU-haltig)
Avastin/Irinotecan/5-FU/
Leukovorin

- -
O AN OO0~ BN =2 2N~ - (3] W AaNwhk--

—_

O ~~NOOO O

W OW ON-=-2=0 » oo -~-~Nh~ O ~

o

Tabelle 13: Die Eigenschaft ,,Chemotherapie-

schema“ im Patientenkollektiv

therapie eingesetzt. Darlber hinaus gibt es die FOLFOX- und Folfiri-Schemata,

* Diese Patientin (Patient 16 in Tabelle 15) mit Nebenwirkungen wird trotz ebenfalls applizierter
Therapie nach dem Folfiri-Schema zur Kategorie ,orale Applikation“ gezahlt, da die Nebenwir-
kungen unter dem XELIRI-Schema auftraten.

* Diese Patientin (Patient 50 in Tabelle 15) mit Nebenwirkungen wird zur Kategorie ,orale

Applikation gezahlt, da die Therapie mit Xeloda aufgrund von Nebenwirkungen abgebrochen
wurde und nicht die nach dem CMF-Schema.
® Diese Patientin ohne Nebenwirkungen wird zur Kategorie ,orale Applikation* gezahlt, da sie

Xeloda Uber einen langen Zeitraum einnahm, wahrend nur ein Zyklus FOLFOX 4 appliziert

wurde.
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bei denen 5-Fluorouracil sowohl als Bolus, als auch als Dauerinfusion appliziert

wurden nur 6 Personen mit einem, eigentlich durchaus weit verbrei-

wird. Es
G
E T
s 0
P C X )
A H C | O 2 «
T ALH z £ & A
| L EE 1o =& € 9 &
E T CM T | & & 06 2 &
R - w -
N E H O A oo 0 o = 0
T R T THERAPIE ™T|F 2 & ¢ 2
83 B7 m Machover “MEN | asA, T GG CiC
a4 &2 m OLF “MAN | G T/C GG CiC
a5 29 9w FEC “MEN | AA T/T GG CiC
a6 43 m  PLF + Pacltaxel “MEN | AA TT GG *
57 BE w PLF,OLF “MeN | G T/C GG CiC
28 BB m PLF M- | G/ €/Cc GG CiC
089 582 m PLF + Pacltaxel “MeN | G T/T GG CiC
60 B4 m OLF “MEN | a8 TT GG CiC
1 76w S-FU/RTH MEN | AA T/T GG CiC
B2 B4 m PLF “MAN | G T/C GG CiC
B3 FO0 w SFURTH “MEN | AA T/T GG CiC
B4 B3 m Mayo MUV | A6 TiIC GG CiC
B5 71 m PLF + Pacltaxel “MEN | asA, T/C GG CiC
B8 896w  Mayo “MeN | &G T/C GG CiC
7 BE m PLF MEN | AA T/T GG CiC
B8 BE m OLF MEN | AA TT GG CiC
B9 B1 m PLF + Docetaxel “MEN | AA T/T GG CiC
048w ChF “MeN | G TT GIG *
1 B0 w 5FUY ‘MW | A/G T/C =G CiC
T2 BA w 5FUY “MEN * * =G CiC
73 589 m PLF + Pacltaxel “MEN | asA, T/T GG CiC
7483w MWayo “MAN | G T/C GG CiC
5 B w FEC “MEN | AA T/T GG CiC
B ¥l ow OLF “MEN | AA TT GG CiC
742 m 5FURTH “MEN | AA T/T GG CiC
f8F0 ow S-FURTH ‘MW | AG T/C =G CiC
79 B w CMF “MeN | G T/C =G CiC
80 F1 w S-FUT “MEN | agA, TT [EE] *
81 45 w  CMF MEN | AA T/T GG CiC
B2 ¥1 m PLF “MEN | AA TT GG CiC
83 F1 m  Mayo MeV | AA TIT GIG CiC
B4 53 w FEC ‘MW | G/ C/ic G/IG  CiC
85 46 m S-FURTH ‘MW | A/G T/C =G CiC
B Bl w CMF “MeN | A6 T/C =G CiC
87 B3 w SFRTH “MEN | asA, T/T GG CiC
88 B2 w FEC “MEN | asA, TT GG CiC
By &5 9w FEC ‘M- | G/ C/C GG CiC
a0 3FF  ow o-Fur MEN | AA TT GG CiC

Tabelle 14: Patientencharakteristik und Ergebnisse der
SNP-Analysen fiir die restlichen 38 Patienten/-innen aus
Toxizitatsgruppe mit nicht naher
Nebenwirkungen °lll - °IV

der

“nicht spezifiziert; *nicht bestimmbar

spezifizierten

teten, Capecitabine-halti-

gen Therapieplan rekru-
tiert. Dies hangt damit zu-
sammen, dass diese The-
rapie mit seltenerem Kon-
takt Klinik,
,heimatnah“ durchgeflhrt

werden kann und somit

zur meist

Personen mit Capecita-
bine-haltiger Chemothera-
pie fur eine Studie an der
Universitatsklinik kaum zur

Verfugung stehen.

Bei Betrachtung der 90
Personen mit aufgetre-
tener schwerer Toxizitat

liegen bei 52 genaue Da-
ten bezuglich des Neben-
Bei

den restlichen 38 hingegen

wirkungsprofils  vor.

sind die schweren Neben-
wirkungen nicht naher spe-
zifiziert (vgl. Tabelle 14).

Die vorliegenden Toxizi-
tatsprofile der anderen 52
Personen koénnen Tabelle
15 entnommen werden.

Entsprechend der Annah-

me, dass sich die Profile aufgrund der Applikationsweise von 5-Fluorouracil

unterscheiden, wurden die Therapieschemata ebenfalls in der Tabelle dar-

gestellt. Sortiert wurden die Personen nach mal3geblicher Nebenwirkungsart in

eine Gruppe mit vorrangig hamatologischen Nebenwirkungen (Patient 1-28),
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G
E Toxizitit
b g Himatotoxiziit im Magen- g o
A

A i Darm-Trakt N c;? Q3 <
T A L H S = ™ A
| L E E T U] E. ?': E._,:’ E.
E T CM | 2 e & «
N E H O G o v 0 = w
T R T THERAPIE L T A G|M UED|E|S =2 £ & =
1 66 ww FEC m ALA T GIA *

2 ™ w FEC Ll AR TiC GG *

3 58 ww FEC m AG T [C11E *

4 47 w FEC m AR TT GG CiC

5 43 w FEC 4V A TT GG Qe

E 74 w FEC .l ALA T GGG =

T 45 wy SFU° v “ AG TIC GIG *

& 69 w FEC v qv ALA TIiC GG *

9 77 w FEC el # 1y * * GIG *
10 47w FEC L' MG TiC GG CiC
11 83 ww FEC v AR TT GG GG
12 68 w FEC .l v av v * * GIA CIG
13 39 m PLF + Paclitaxel am ArA T GiG cic
14 47 m PLF + Docetaxel Al ALA * GG *
15 51 m PLF + Paclitaxel am ALA T GIG cIc
16 75 wy  HELIRLFolfi m AG TIC GG *
17 &7 w FOLFOX G m m = ALA T GGG =
18 B0 w FOLFOXH 4 Al AG TIC GIG *
19 B0 m PLF A ALA T GG *
20 55 wy FOLFOX 4 Al ALA T GG *
21 B2 w OLF “ ALA T [C11E *
22 B2 m PLF Al AG TIC GG *
23 57 w FOLFOX 4 = ALA T GGG =
24 53 m PLF + Docetaxel v AR TiIT Gily CiG
25 B3 w FEC v ALA T GG *
26 BY w FEC v 1 ALA T [C11E Iz
27 B3 w FEC q v ALA T [C11E Iz
28 77w CMF Al ALA T GG *
29 53 m PLF Al ALA * GG *
30 B2 m  PLF + Paclitaxel Al ALA, TiIT Gik CiG
31 B9 we FOLFOM 4 v ALA T GG *
32 65 m OLF av AR T [C11E *
33 B3 w PLF Al ALA T GG Cic
34 53 m PLF + Docetaxel an A ArA T GIG =
35 52w Capecitshine L' || I ) ALA * GGG CIc
36 45 w FEC Al ] ALA T GIG cic
37 51w CMF A * T GG *
38 37w FEC “ v AR T [C11E Iz
39 59 m PLF + Docetaxel m “ Al AR T [C11E *
40 47 m  Folfir “ ALA T GGG =
41 53 w  Machover v Al * * GG cic
42 62 m Capecitabine AV | emew Al AIA GG [of1 GIiR
43 50 w PLF + Docetaxel Al ALA GG *
44 64 w CMF “ av H AR T GIA CIG
45 BE w FEC am A Al ALA T GG Cic
46 59 w FEC v “ Al AR T GGG =
47 59w PLF am v am v MG TIC GiG *
43 57 m FOLFOXE HFS | AG TIC GIG *
49 70 m S5-FURTH K * * GIA CIG
50 36wy CapectahineiC WF K ALA T GIG *
a1 B2 m &FU ) A TT GG Qe
52 76 m OLF K.t | AG TiC GG GG

Tabelle 15: Patientencharakteristik und Ergebnisse der SNP-Analysen der 52 Patienten/
-innen mit genau dokumentierten Nebenwirkungen

L = Leukopenie; T = Thrombozytopenie; Hb = Anamie; G = Neutropenie; M = Mukositis
U/E = Ubelkeit/Erbrechen; D = Diarrhoe; N = Neurotoxizitit; K = Kardiotoxizitit

HFS = Hand-FuB-Syndrom; 1 = verstorben; “nicht niher spezifiziert; *nicht bestimmbar
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wie Leukopenie, Thrombozytopenie, Anamie und Neutropenie, und eine zweite
Gruppe mit in erster Linie gastrointestinalen Nebenwirkungen (Patient 29 — 38),
wie Mukositis, Ubelkeit/Erbrechen und Diarrhoe. Bei manchen traten jedoch
sowohl hamatologische, als auch gastrointestinale Nebenwirkungen auf (Patient
39 - 47). Unter ,Sonstige“ (Patient 48 — 52) sind kardiale, neurologische
Nebenwirkungen, sowie die Ausbildung eines Hand-Ful3-Syndroms und auch

Falle mit todlichem Ausgang zusammengefasst.

5.4 SpleiBmutation IVS12-1G>A

Wie unter Kapitel 3. Zielsetzung der Arbeit (S.32) beschrieben, wurden
nicht nur Patientenproben auf die SNPs c¢.496A>G, [VS10-15T>C,
c.1236G>A bzw. ¢.1129-5923C>G hin untersucht, um im Rahmen einer Studie,
ohne Einfluss auf die klinische Therapie, einen Zusammenhang zwischen
Nebenwirkungen unter Therapie mit 5-FU und dem Vorliegen des jeweili-
gen SNPs zu ziehen. DarUber hinaus wurden Proben von Patienten mit
schwerwiegenden Nebenwirkungen durch den jeweiligen behandelnden
Arzt mit der Bitte um Abklarung an unsere Arbeitsgruppe weitergeleitet.
Bei der hier durchgefihrten DPYD-Diagnostik wurden Uber das flur die
Studie hinausgehende Mal} Untersuchungen durchgefuhrt, auch andere
Exons betreffend. Das Ergebnis konnte hier unter Umstanden Einfluss
auf die weitere Therapie nehmen.

Im Falle eines solchen Patienten, wurde im Rahmen dieser Diagnostik die
Spleillmutation IVS12-1G>A gefunden.

5.4.1 Patientencharakteristik

Es handelt sich um einen mannlichen Patienten mit 63 Jahren (Patient 42 in
Tabelle 15) mit einem lokal fortgeschrittenen Karzinom im Colon descendens.
Mit dem zweiten Zyklus Chemotherapie mit Capecitabine (Xeloda®) und
Irinotecan kam es zu ausgepragter Toxizitat. Die Therapie wurde aufgrund einer

Neutropenie °IV, einer Mukositis °lll — °IV und Diarrhoe °lll unterbrochen.
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5.4.2 Analyse mittels DHPLC

Nach Isolierung der DNA aus der Blutprobe wurden zunachst die Exons 2, 4, 6,
10, 11, 13, 14 und 22 des DPYD-Gens mit der DHPLC auf bekannte Mutationen
untersucht, die die Toxizitat hatten erklaren kdnnen. Hierbei ergaben sich keine
Auffalligkeiten mit Ausnahme einer unbekannten heterozygoten Mutation im
Exon 13. Das bis dahin nicht zu zuordnende DHPLC-Ergebnis, sowie die Kurve
der Wildtypkontrolle fiir Exon 13 ist in Abbildung 30 dargestellt.

unbekannte heterozygote Mutation Exon 13 bei 58°C (Patient 42)

Wildtypkontrolle Exon 13 bei 58°C

B

A

Abbildung 30: Vergleich der DHPLC-Profile des Exon 13 der Wildtypkontrolle (B) und
einer unbekannten heterozygoten Mutation (A)

5.4.3 Sequenzanalyse der genomischen DNA

In der folgenden Sequenzierung der genomischen DNA ergab sich fir das Exon
13 (mit angrenzender Intronteilsequenz), wie Abbildung 31 zu entnehmen, eine
heterozygote Punktmutation an Stelle IVS12-1G>A. Wie Wei et al. beschrieben,
folgen alle Exon-Intron-Grenzen des DPYD-Gens der GT-AG-Regel (vgl. Wei,
Elizondo et al., 1998), die besagt, dass Introns mit GT beginnen und mit AG
enden (vgl. Buselmaier et Gholamali, 2007, S.10), wodurch die Grenzen fur den
SpleiRvorgang eindeutig festgelegt sind.

Somit lag die Vermutung nahe, dass der Austausch AG zu AA, im besonders
konservierten Areal im Bereich der Exon-Intron-Grenze, an der unver-
anderlichen Spleil3stelle IVS12-1G>A hbéchstwahrscheinlich Einfluss auf die
Prozessierung der pra-mRNA hat.
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GTATTTTGCANT (NCAATATGGICGGAAGCTCCATATTGT GAN T G
80 230 240

Exon 13 [1525-1740] 440bp
cggatgactgtgttgaagtgatttttttggtaaaatattatatggacaatttagatgtaatatgaaaccaagtattggttt
gtattttgcagTCACAATATGGAGCTTCCGTTTCTGCCAAGCCTGAACTACCCCTCTTTT
ACACTCHATTGATCTGGTGGACATTAGTGTAGAAATGGCCGGATTGAAGTTTATA
AATCCTTITGGTCTTGCTAGCGCAACTCCAGCCACCAGCACATCAATGATTCGAAG
AGCTTTTGAAGCTGGATGGGGTTTTGCCCTCACCAAAACTTTCTCTCTTGATAAGE
aagaaaatattattgaagtcatatagaaatgtctatcatatattttaattaaggtataaacattataatggattttttttacta
agaaatactacttattaaactatttgacacgacctatcattacaca

Abbildung 31: Sequenzausschnitt von Patient 42 um IVS12-1G>A im Exon 13

oben: In den beiden Sequenzen sind an entsprechender Stelle (Pfeil) jeweils zwei
unterschiedliche Basen zu erkennen. In der Forward-Sequenz tritt zu dem Uublichen
Guanin ein Adenin hinzu. In der Reverse-Sequenz ist Uber das komplementar Ubliche
Cytosin hinaus ein Tymin erkennbar.

unten: Zu erkennen ist die durch die Primer (blau) vorgegebene Sequenz, mit einem
Intronanteil (schwarz) und der Exonsequenz (rot). Die Stelle der Mutation (Pfeil) liegt an
der AG-Akzeptor-Spleif3stelle (schwarz, unterstrichen).

5.4.4 Analysen der cDNA

Um Informationen Uber die Auswirkungen dieser Mutation zu erhalten und zu
bestétigen, dass sich hieraus Auswirkungen auf den Splei3vorgang ergeben,
war es sinnvoll, zusatzlich auf RNA-Ebene eine Sequenzierung durchzufuhren.
Nach erneuter Blutabnahme in das spezielle PAXgene™ Réhrchen, wurde die
RNA isoliert (entsprechend 4.15 RNA-Isolierung aus Vollblut, S.53), mittels RT-
PCR in cDNA umgeschrieben (entsprechend 4.16 Amplifikation von mRNA
durch RT-PCR, S.54) und mit Hilfe einer PCR amplifiziert.
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Fur die Reverse Transkription wurde zur Absicherung ein Ansatz mit Random

Primern durchgefuhrt, der
andere Ansatz erfolgte mit
den spezifischen Primern 5
for und 6
folgende PCR-Schritt bei

beiden Ansétzen ebenfalls

rev. Da der

mit den Primern 5 for und 6
rev erfolgte, sollten beide
zu erwartenden Produkte
die gleiche Sequenzlange
Die Wahl
Primer kann in Abbildung

aufweisen. der

32 nachvollzogen werden.

5 for —
ATGGAGCTTGCTAAGGAAGAALAGTGTGAATTTCTGC
CATTCCTGTCCCCACGGAAGGTTATAGTAAAAGGTS
GEAGAATTGTTGCTATGCAGTTTGTTCGGACAGAGCA
AGATGAAACTGGAARAATGGAATGAAGATGAAGATCAG
ATGGTCCATCTGAAAGCCGATGTGGTCATCAGTGCC
TTTGGTTCAGTTCTGAGTGATCCTAAAGTAAAAGAAG
CCTTGAGCCCTATAAMATTTAACAGATGGGGTCTCCC
AGAAGTAGATCCAGAAACTATGCAAACTAGTGAAGCA
TEEGTATTTGCAGGTGGTGATGTCETTGGTTTGGCTA
ACACTACAGTGGAATCGGTGAATGATGGAAAGCAAG
CTTCTTGGTACATTCACAAATACGTACAG TCACAATA
TGGAGCTTCCGTTTCTGCCAAGCCTGAACTACCCCTC
TTTTACACTCCTATTGATCTGGTGGACATTAGTGTAG
AAATGGLCGGATTGAAGTTTATAAATCCTTTTGGTCTT
GUTI-‘-.GC GCAACTCCAGCCACCAG *'“hlzi'-TL..-l.-iTq.ﬁ-'l‘l'
COAAGAGCTTTTGAAGCTGGATGGGGETTTTGCCC
ACCAABRACTTTCTCTCTTGA T.&AGGACETTGTGACEA
ATGTTTCCCCCAGAATCATCCGGGGAACCACCTCTG
GOCCCATGTATGGCCCTGGACAAAGCTCCTTTCTGA
ATATTGAGCTCATCAGTGAGAAAACGSCTGCATATTG
C‘TGTL-ﬁ.r-.ALuTL’;-T(‘AL.T{"HAuTAAAGGLTGAC'ITCLCH
f.:ACal-f-'«C TS/ SCTAGCATTAT

Ex11

Ex12

Ex13

Ex14

Ex15

- -.' i By

Diese erfolgte so, dass ein

ausreichend grol3es Stiick
DNA-Ebene

die Stelle der Mutation auf

* markiert die Position der Mutation

Abbildung 32: Primerauswahl fiir die cDNA

IVS12-1G>A auf

DNA-Ebene flankiert. Die amplifizierte Frequenz des Wildtyp-Allels lasst eine

spezifische
Primer

WII&typlm ntrolle

Handom
Prlmer

Abbildung 33: Gelbild der cDNA-Anséatze von
Patient 42 mit Random Primern und den
spezifischen Primern 5 for und 6 rev

Links ist der verwendete Langenstandard (100 bp
DNA-Leiter) zu sehen, sowie rechts die Bande der
Wildtypkontrolle.

Grol3e von 817 bp erwarten.

Anschlie3end wurden die Pro-
dukte zunéchst uber Gelelek-
trophorese aufgetrennt und
abfotografiert. Das entstande-
ne Bild ist in Abbildung 33 dar-
gestellt. Zu erkennen sind bei
beiden Ansétzen jeweils drei
Bei
schen Feld am wenigsten weit
Anode

obersten Bande mit dem somit

Banden. der im elektri-

zur

gewanderten

groRten DNA-Fragment han-

delt es sich aufgrund der Grol3e von ungefahr 800 bp um die Wildtypsequenz.

Die anderen beiden Banden mit einer Fragmentgrof3e von ca. 600 bp bzw. 400

bp kénnen durch das Gel allein nicht zugeordnet werden.
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Aus diesem Grunde wurde das amplifizierte cDNA-Fragment zusétzlich sequen-
ziert. Das Ergebnis ist im Anhang ersichtlich. Dort erkennt man eine sich zum
Teil Uberlappende Sequenz. Dieser Abschnitt ist mit den beiden Pfeilen
markiert. Vergleicht man dieses sequenzierte Stiick anhand der Basenanzahl
mit den entsprechenden Exons des DPYD-Gens, so ergeben sich zwei
Varianten fur die reife mRNA, die durch die Punktmutation 1IVS12-1G>A in der
genomischen DNA entstehen und die den beiden unteren Banden aus
Abbildung 33 entsprechen.

Bei der mittleren Bande mit dem somit langeren Fragment handelt es sich um
eine 601 bp grol3e Sequenz, bei der das 216 bp groRe Exon 13 fehlt. Die untere
Bande in Abbildung 33 stellt das mit 416 bp kirzeste Fragment dar. Hier fehlt
zusatzlich zu Exon 13 auch das 185 bp grof3e Exon 12. Zusammen fallt hier

beim Spleildvorgang ein 401 bp grolRes Fragment heraus.

I"-"512=1G1‘A
=l I t Init i
ntron NEFCn
T84bp bp 135 bp 216 bp 163 bp BT bp

S

Wildtypvariante

o

mRNA

a1Tbp

5 5
Spleifvariante

601 bp

5 5
SpleiBvariante chne

416 bp

Abbildung 34: Schematische Darstellung des in vivo ablaufenden SpleiBvorgangs

Physiologischer Weise entsteht im Zellkern nach erster Abschrift der genomischen DNA,
der heterogenous nuclear RNA (hnRNA bzw. pra-mRNA), Uber Reifungsprozesse die reife
mMRNA. Durch Splei3prozesse ist die mMRNA um die Intronsequenzen kiirzer.

Im Patienten 42 entstehen neben der Wildtyp-mRNA durch die Mutation IVS12-1G>A
bedingt auch mRNA Varianten, in denen entweder das Exon 13, oder das Exon 12 und 13
fehlt.

In vitro wurde dieser fehlerhafte Spleilvorgang durch die reverse Transkription von reifer
MRNA des Patienten in cDNA und anschlieRender Sequenzierung nachgewiesen.

Die Wildtypvariante kommt im Sequenzierergebnis (vgl. Anhang) wohl nicht vor,
da es durch die Terminationsnukleotide bei der PCR-Reaktion als langstes
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Fragment benachteiligt wird. Sie ist jedoch als Bande in der Fotographie nach

Gelelektrophorese sichtbar (vgl. Abbildung 33).

Das Entstehen der zwei
gerade beschriebenen,
vom Wildtyp abweichen-
den Spleil3varianten ist in
Abbildung 34 schema-
tisch dargestellt.

Durch das Resultat der
durchgefuhrten Sequen-
zierung konnten auch die
Banden der Gelelektro-
phorese den entspre-
chenden SpleiRvarianten
zugeordnet werden (vgl.
Abbildung 33).

Zum direkten Vergleich

mit dem im Anhang zu

Ex11 -»

EAATT T TR CATT RO T T
GAATTTCTGCCATTCS
Ex11 &

LASEARET TATAL T ARARCHE T I EALHEAT T T TETAT
SGAMGGT TATAGT ARAAGET GHGAGAATTGT TGCTAT

GLAGTTTGTTCGGACAGAGCAAGA
GCAGTTTGTTCGGACAGAS

A AT

CAGAT
ATCAGAT

TAAACTHGAARATGGAATGARGAT A,

AAATGGAATGARGATGARS

CAAGATGABACTGGA

GETCCATCTGAMAGCCGATGT GG TCATCAGTGL CTT T GG TTCAGTTCTGAGTGATC L TARAG
GETCCATCTGAAAGCCGATETEETCATCAGTEGCCTTTEETTCAGTTCTGAGTEATCC TAALS

ExiZ —»

TASAAGAAGCCT TEGAGCCCTATAASATT TAACAGATGGGGTCTCS CAGARGTAGATCCAG

'iEE--ﬁ.'{l-IA'I'I'G TEACAAATET TTCCCCCAGAATC ATCLCEGEEAACCACCTCT GELCCCATETAT
X *

AAACTATGCAAACTAGTGARGCATGEETATTTGCAGGTGGTGATSTCGT TGETTTGELTAA
GECLCTEEACAARGCTCCT TTCTGAATAT TEAGCTCAT CAGT M ARMS DL TGLATATT

CACTACAGTGGAATCGGTGAATGATGEAMAGCAAGCTTCTT GETACATTCACARATACETA
GETETCAARGTGTCACTGRACTARAGGLTGA CTTCCCAGACARLA

Exld
CAGGACATT GTGACASATGT TTCCCCCAS ARTCATCCGRGGAACCACCTC TGECCCCATG

TATGGCCCTeGAC ARG TCCTTTC TGAATATTGAGCTCATC AGTGAGAAAAC GGLTGEAT

Ex15 —
ATTGETETCARAGTGTCACTGAACTARAGGC TGACTICCCAGACAACATTET

Abbildung 35: Die beiden aus der Punktmutation IVS12-
1G>A resultierenden Varianten der mRNA im Vergleich.

Die oben dargestellte Sequenz stellt die Spleillvariante
dar, bei der das Exon 13 verloren gegangen ist. In der
unteren Sequenz wurde neben Exon 13 auch Exon 12
herausgespleifit.

findenden Sequenzierergebnis sind die beiden im Sequenzer sichtbaren Va-

rianten der mRNA in Abbildung 35 Ubereinander gelegt dargestellt.

5.4.5 Follow up des Patienten

Bis zum Ergebnis der Laboruntersuchungen wurde die urspriinglich angedachte

Chemotherapie, unter der die Nebenwirkungen auftraten, auf 66 % der Stan-

darddosis reduziert. Die zwei folgenden Zyklen verliefen weitgehend unauffallig,

doch mit dem 3. Zyklus kam es erneut zu ausgepragter Leukopenie. Daraufhin

wurde die Therapie auf ein neues, 5-FU-freies Schema umgestellt. Der Patient

erhielt nun Oxaliplatin in Kombination mit dem spezifischen Thymidylat-

synthase-Hemmstoff Raltitrexed (Tomudex®).
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5.5 Ergebnisse zu den SNPs c.496A>G, IVS10-15T>C und
€.1236G>A im DPYD-Gen

Als zentrale Fragestellung dieser Arbeit wurden sowohl die Patientenproben,
als auch die Proben des Kontrollkollektivs nach PCR-Reaktion mittels DHPLC
auf das Vorliegen von c.496A>G, IVS10-15T>C und ¢.1236G>A untersucht. Die

Ergebnisse wurden statistisch ausgewertet.

5.5.1 DHPLC-Analysen von c.496A>G, IVS10-15T>C und c.1236G>A

Die DHPLC wurde fur das Exon 6 zur Detektierung von ¢.496A>G bei 58°C
durchgefuhrt. Hierbei ist c.496A>G durch die charakteristische Kurve gut von
der seltenen Variante IVS5-8C>T zu unterscheiden (vgl. Abbildung 36), die in

keiner der Proben gefunden wurde.

IVS5-8C>T bei 58°C (Exon 6)

€.496A>G bei 58°C (Exon 6)

B

1 : .1 A

Abbildung 36: Vergleich der DHPLC-Profile fir IVS5-8C>T (A) und ¢.496A>G (B)

Der mit c.496A>G gekoppelt auftretende SNP 1VS10-15T>C sowie ¢.1236G>A
sind beide durch die PCR mit den Primern fur Exon 11 erfasst. Jedoch sind fur
die eindeutige Identifikation mittels DHPLC unterschiedliche Temperaturen
notig. 1IVS10-15T>C zeigt bei 55°C ein eindeutiges Profil und ist dadurch gut
von dem auch maoglichen SNP 1IVS10-28G>T abzugrenzen (vgl. Abbildung 37).
IVS10-28G>T ist ebenfalls in dem Patientenkollektiv nicht vorgekommen.
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b IVS10-15T>C beij 55°C (Exon 11)

A =d i

1 2 - | 4 -} o r 4 a il

L IVS10-28G>T bei 55°C (Exon 11)

B B BN

1 2 = 4 - (-1 I -} Fest

Abbildung 37: Vergleich der DHPLC-Profile fur IVS10-15T>C (A) und IVS10-28G>T (B)

Der gesuchte SNP ¢.1236G>A in Exon 11 des DPYD-Gens unterscheidet sich
hingegen bei 59°C in der DHPLC-Analyse durch sein Kurvenprofil deutlich von
der bei gleichen Temperaturverhéltnissen detektierbaren Variante ¢.1218G>A
(vgl. Abbildung 38). ¢.1218G>A st innerhalb des Patientenkollektivs nicht
aufgetreten.

€.1236G>A bei 59°C (Exon 11)

TN

‘A

P 1 2 3 4 - o z A mi
W

ks €.1218G>A bei 59°C (Exon 11)

b

=3 J/_\
'B

1 2 3 4 [ & 7 a mi

Abbildung 38: Vergleich der DHPLC-Profile fur ¢.1236G>A (A) und c.1218G>A (B)
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5.5.2 Genotyphaufigkeiten von ¢.496A>G, IVS10-15T>C und
c.1236G>A in den verschiedenen Kollektiven

Zur Abschatzung, ob bestimmte Polymorphismen bei bestimmten Tumorarten
im Vergleich zur Normalbevdlkerung gehauft vorkommen, wurden die
Genotyphaufigkeiten der einzelnen SNPs berechnet. Hierfir wurde ein
Kontrollkollektiv zusammengestellt, das sich sowohl aus Patientinnen der
Frauenklinik und Poliklinik des Klinikums rechts der Isar, bei denen weder zum
Zeitpunkt der Blutabnahme, noch in der Vergangenheit eine Tumorerkrankung
bekannt ist, sowie aus Klinikmitarbeitern/-innen des Klinikums zusammensetzt.
Insgesamt wurden 150 Proben untersucht.

Die Tumorgruppen ,Mammakarzinom® und ,maligne gastrointestinale Tumoren®
wurden mit diesem Kontrollkollektiv verglichen, um Haufigkeitsunterschiede
erkennen zu kdnnen. Um die Patientenanzahl in der Gruppe ,Mammakarzinom*
zu erhohen, wurden hier zusatzlich 148 Proben von Patientinnen aus der
Frauenklinik und Poliklinik mit einem Mammakarzinom und unklarer, nicht-5-FU
haltiger oder fehlender Chemotherapie, analysiert. Das Kollektiv ,Mammakarzi-
nom“ umfasst damit 271 Falle. In dieses Kollektiv flieRen mit den 148
zusatzlichen, die bezuglich Toxizitat gewerteten und bereits erwahnten 89,
sowie die 34 nicht gewerteten Falle dieser Gruppe ein.

Die Tumorgruppe ,maligne gastrointestinale Tumoren® umfasst mit den 184
bezuglich Toxizitat untersuchten und den 13 nicht gewerteten Fallen dieser
Gruppe, insgesamt 197 Patienten/-innen.

Fir diesen Vergleich stehen, aufgrund der Kontrollgruppe und des Anteils an
Patienten/-innen ohne Relevanz fur die Toxizitdtsanalyse, nur Daten fur die
Heterozygotenfrequenz zur Verfugung, da dieser Anteil an Proben, mit der
DHPLC der Einfachheit halber nicht Gber einen Probenpool auf Homozygotie
untersucht wurde.

Die Ergebnisse der Frequenzbestimmungen fir c.496A>G, IVS10-15T>C und
c.1236G>A in der Kontroligruppe aus 150 Kaukasiern, sowie unter den
Studienteilnehmern/-innen aufgeteilt nach Tumorentitat, sind in Tabelle 16

dargestellt.
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120 LU Ak m 26 19.0% 130 L3 8%

. 142 " 1.24 - 1,34
2HE 45 18.3% [.79; 2.53] 0,238 200 BB F2E% [0.74; 2.08] 418 243 v TES [05T; 2,41] [el.ck ]
N : 121 . 251
1111 13 20.5% 850 2.96] 0,107 148 42 2% (.70 2.0%] D480 1 B 0% (o1, 1.48] [ Rt |1

Tabelle 16: Vergleich der Haufigkeiten von c.496A>G, IVS10-15T>C und c¢.1236G>A im
Patientenkollektiv ,,Mammakarzinom“ bzw. ,maligne Gl-Tumoren“ im Vergleich zur
Kontroligruppe

OR = Odds Ratio; Kl = Konfidenzintervall; HF = Heterozygotenfrequenz; p = p-Wert

enthalt im Kontrollkollektiv unter Umstanden eine vernachldassigbare Anzahl an
Homozygoten, die mit der Methodik nicht bestimmt werden konnte

Die Varianten ¢.496A>G und IVS10-15T>C waren sowohl im Kollektiv
.Mammakarzinom®, als auch bei Patienten/-innen mit malignen
gastrointestinalen Tumoren haufiger, als in der Kontrollgruppe. Auch der SNP
¢.1236G>A trat zumindest in der Gruppe mit Mammakarzinom im Vergleich zu
der Kontrollgruppe gehauft auf, war jedoch bei Personen mit malignen Tumoren
im Magen-Darm-Trakt seltener, als in der Normalbevolkerung. Diese
Ergebnisse sind mit p-Werten zwischen 0,107 und 0,503 statistisch nicht
signifikant.

5.5.3 Kopplung von ¢c.496A>G und IVS10-15T>C

Die SNPs ¢.496A>G und IVS10-15T>C treten haufig zusammen auf. In dem
Patientenkollektiv, beste-

hend aus 323 Personen

12 0 mit maligner Grunder-
55 0 63| krankung, lagen bei 303
g 7 & Personen Daten sowohl
67 T 303

fur c.496A>G als auch fur

Tabelle 17: Kreuztabelle zum Kopplungsverhalten _ >
zwischen C.496A>G und IVS10-15T>C im gesamten Vo 10-19T>Cvor.

Patientenkollektiv Das Kopp|ungsverha|ten
dieser beiden Polymorphismen ist in Tabelle 17 dargestellt. Von 303 Proben
trugen 55 sowohl c.496A>G als auch IVS10-15T>C heterozygot. 7 Patienten
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waren fir beide SNPs homozygot. Entkoppelt war die Information bei 21 Pa-
tienten. Die Proben von 20 Patienten waren entweder nur flr c.496A>G oder
nur fur IVS10-15T>C heterozygot. Eine Probe trug nur den SNP c.496A>G
homozygot, war hingegen Wildtyp fur IVS10-15T>C. Daraus ergibt sich eine

Kopplungsfrequenz von 68%.

5.5.4 Korrelation zwischen c.496A>G bzw. IVS10-15T>C und 5-FU-
assoziierten Nebenwirkungen

Zur Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen dem Vorliegen von
c.496A>G bzw. IVS10-15T>C und Nebenwirkungen im Zusammenhang mit
einer 5-FU-haltigen Chemotherapie, wurde Tabelle 18 erstellt. Die beiden SNPs
werden aufgrund des gerade beschriebenen gekoppelten Auftretens zusammen

betrachtet.

OoR oR oR
™ T ™ T ™ T
Tl wn | P = d _ Tl wm | P
247 178 297
3 2 ¢ | psizazon | O] @ ¥ 4 | poariazng | 9| 0 1 2| s aaay | 94
155 oaT 2.09
2 | 3 e | o ] 0| 7| paagen [ome ] w | | a | S oo
g | 146 | 208 g | ar | e 8 | 104 |12
2] e | 266 an 84 us L] 127 178
s | 10T 1A% | 19es 167% | aan
126 047" ne
248 183 2.9
3 3 | ¢ | psiiesg | 220 2 2 | 4| pastoan | oS | 1 2 | ok arey | 0%
174 110 242
] 34 i [.84: 3,22) &.877 i 1] AL [0,35; 3,58 -F ok AL 4 k] [1.00; 4,48) LE ]
55 | 148 | 200 22 | a2 |es M| o105 |1
g0 | 1es | 2es 2 51 | es o | s | m
1T5% | 108% 1B.1% | 1305 18.1% | 100%
1280 1405 124%

Tabelle 18: Korrelation zwischen ¢.496A>G bzw. IVS10-15T>C und 5-FU-assoziierten
Nebenwirkungen im gesamten Patientenkollektiv, sowie den Untergruppen
»Mammakarzinom* und ,,maligne GI-Tumoren*“

T = leichte/keine Toxizitit; T = Toxizitét °lll -°IV

Der SNP c.496A>G kam sowohl im gesamten Patientenkollektiv, als auch fur
die Tumorentitaten ,Mammakarzinom“ und ,maligne GIl-Tumoren® in der Gruppe
,Toxizitat °lll -°IV* (T") jeweils haufiger vor, als in der Gruppe ,leichte/keine
Toxizitat® (T°). Eine Ausnahme stellen hierbei heterozygote Trager von

c.496A>G mit Mammakarzinom dar. In dieser Subgruppe wurde c.496A>G bei
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schweren Nebenwirkungen °lll - °IV seltener gefunden, als in der neben-
wirkungsarmen Gruppe. Diese Beobachtung hat mit einem p-Wert von 0,960
keine Signifikanz. Berlcksichtigt man jedoch auch homozygote Tréger von
c.496A>G, so wird deutlich, dass auch hier die Tendenz eher in Richtung eines
gehauften Vorliegens des SNP in der nebenwirkungsreichen Gruppe geht. So
liegt das Allel c.496A>G mit 16,1 % in der T'-Gruppe héaufiger vor, als mit
13,9% in der T-Gruppe.

Alle diese Beobachtungen bzgl. c.496A>G hatten bei p-Werten zwischen 0,066
und 0,960 keine Signifikanz. Jedoch waren die p-Werte bei Tumorentitaten des
Gastrointestinaltraktes deutlich naher am 5%-Signifikanzniveau, als bei
Mammakarzinomen. Vor allem fur heterozygote Tréager von c.496A>G mit
gastrointestinaler Neoplasie sieht man bei einem p-Wert von 0,066 eine
deutliche Tendenz in Richtung eines Zusammenhangs zwischen Vorliegen des

SNPs und Auftreten von schweren Nebenwirkungen unter 5-FU-Therapie.

Der mit c.496A>G héaufig gekoppelt auftretende SNP IVS10-15T>C verhalt sich
ahnlich. IVS10-15T>C kommt durchweg in der nebenwirkungsreichen Gruppe
haufiger vor, als bei Patienten, bei denen unter Chemotherapie mit 5-FU keine
oder nur kaum Nebenwirkungen aufgetreten sind. Wiederum sind die Beo-
bachtungen bei p-Werten zwischen 0,050 und 0,873 statistisch nicht signifikant,
wobei auch hier im Kollektiv mit malignen gastrointestinalen Tumoren am
ehesten das Signifikanzniveau von 5% erreicht wird. Bei Betrachtung der
heterozygoten Trager von IVS10-15T>C in dieser Gruppe fallt auf, dass der
Polymorphismus in der T*-Gruppe mit einem p-Wert von 0,050 deutlich haufiger

vorkommt, als in der T-Gruppe, und damit nur knapp nicht signifikant ist.

5.5.5 Korrelation zwischen ¢.1236G>A und 5-FU-assoziierten Neben-
wirkungen

Die Ergebnisse der Berechnungen bezlglich einer Assoziation zwischen
€.1236G>A und einem Auftreten von starken Nebenwirkungen im Rahmen

einer 5-FU-haltigen Chemotherapie sind in Tabelle 19 aufgefihrt.
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Tabelle 19: Korrelation zwischen ¢.1236G>A und 5-FU-assoziierten Nebenwirkungen im
gesamten Patientenkollektiv, sowie den Untergruppen ,Mammakarzinom“ und ,,maligne
GIl-Tumoren*

T = Toxizitat < °lll; T* = Toxizitit °lll -°IV

Der mit einer Allelfrequenz von 2,0% im gesamten Patientenkollektiv eher
seltene SNP ¢.1236G>A konnte trotz Pooling zur Detektierung von
Homozygotie nicht in A/A-Konfiguration gefunden werden.

Sowohl im gesamten Patientenkollektiv, wie auch in den Untergruppen
,Mammakarzinom®“ und ,maligne Gl-Tumoren“ war c.1236G>A haufiger in der
T*-Gruppe, als in der T-Gruppe. Bei p-Werten zwischen 0,114 und 0,332

konnte jedoch keine Signifikanz erreicht werden.

5.6 ¢.1129-5923C>G in Intron 10

Durch die Entdeckung des, eine Insertion in die cDNA bedingenden SNPs
€.1129-5923C>G im Intron 10 durch van Kuilenburg et al. 2010, wurden die
Analysen bezuglich ¢.496A>G, IVS10-15T>C und c.1236G>A um die
Intronmutation ¢.1129-5923C>G erweitert. Da der mit ¢.1129-5923C>G ge-
koppelte SNP ¢.1236G>A mitunter im Mittelpunkt der Analysen fur diese Arbeit
steht, war dies eine sinnvolle Erganzung.

Es wurde das gesamte Patientenkollektiv dieser Arbeit zusatzlich auf das
Vorliegen von ¢.1129-5923C>G untersucht. Hier wurden insgesamt 11
heterozygote Trager von ¢.1129-5923C>G detektiert, die ebenfalls c.1236G>A
in G/A-Konfiguration trugen. Hierdurch ergibt sich eine 100%ige Kopplung
zwischen ¢.1129-5923C>G und c.1236G>A.
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Darlber hinaus wurden die Proben aus einem in der Arbeitsgruppe schon
inklusive Analyse beziiglich ¢.1236G>A vorliegendem Kontrollkollektiv®, bei
positivem Befund fur ¢.1236G>A zusatzlich auf ¢.1129-5923C>G untersucht.
Bei jeder der Proben mit ¢.1236G>A wurde ebenfalls die Intronmutation ¢.1129-
5923C>G nachgewiesen. Damit ergibt sich in diesem deutschen Kontroll-
kollektiv® fur ¢.1129-5923C>G eine fiir ¢.1236G>A identische Heterozygoten-

frequenz von 3,3% (veroffentlicht in van Kuilenburg, Meijer et al., 2010).

In Abbildung 39 ist die charakteristische Kurve von ¢.1129-5923C>G ersichtlich,
mit der entsprechenden Wildtypkontrolle fur Intron 10. Die DHPLC wurde bei
55,8°C durchgefiihrt.

€.1129-5923C>G bei 55,8°C (Intron10)

1 1 - 3 4 5 21 4 8 s

| Wildtypkontrolle bei 55,8°C (Intron10)

Abbildung 39: Vergleich der DHPLC-Profile des Intron 10 zwischen Wildtypkontrolle (B)
und ¢.1129-5923C>G (A)

5.7 Unbekannte SNPs IVS10-114G>A und IVS10-96A>G

Bei der, zur Analyse des SNPs 1VS10-15T>C durchgefihrten, DHPLC des
PCR-Produkts von Exon 11 mit einem Teil der umgebenen Intronsequenz bei
55°, wurden zusétzlich zwei bis dahin unbekannte Mutationsmuster detektiert.
Die in Abbildung 40 gezeigten Veranderungen wurden anschlieRend
sequenziert. Wie in Abbildung 41 ersichtlich lassen sich die Mutationen als
IVS10-114G>A und IVS10-96A>G beschreiben. Die im Verlauf ebenfalls dieses

® bestehend aus 453 gesunden Personen. Zu beachten ist, dass es sich hierbei um ein anderes
Kontrollkollektiv handelt, als das der Ubrigen Arbeit, welches 150 Personen umfasst.
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Mutationsmuster aufweisenden Proben wurden alle zusatzlich sequenziert, um
einen vermeintlich vorliegenden, normalerweise ebenfalls bei 55°C sichtbaren
SNP IVS10-15T>C nicht zu Ubersehen.

IVS10-114G>A bei 55°C (Exon 11)

IVS10-96A>G bei 55°C (Exon 11)

B

e i 2 a 4 - a z e

Abbildung 40: DHPLC-Profile der unbekannten SNPs [VS10-114G>A (A) und
IVS10-96A>G (B)

T L L s L NETHELTITIE A ETTYTE I T A TA T TS AET TR STSTEART R asd BT Y

IVS10-114G>A A 11 rev IVS10-906A>G B
!
NN

Exon 11 [1129-1339] 44Zbp 2 Exon 11 [1129-1338] 442bp
actggtaactgaaactcaggtitygtgasagaaaaagetycatatigactta actggtaactgaaactcaggittagtyaaagaaaaagetgcatattgacttaa
atatcataagetitageatgtgtaattcaattagaaatcasaatactgtgtagaat @camagcmgca@@mamaanagaaatcaaatactgtgtggaam
aagaaacattttcaagiticticictgtictgithgitttag A TG GAACT TGO agaaacattttcaagtitctictcightctgtittgitttagATGGAACTTGCT
TAAGGAAGALAAAGTETGAATTTCTGCCATTCCTGTE AAGGAAGARAAGTGTGAATTITCTGCCATTCCTGTCC
CCCACGGAAGGTTATAGTAALAAGGTGEGAGAATTGT CCACGGAAGGTTATAGTAAMAGGTGGGAGAATTGTT
TGCTATGCAGTTTGTTCGGACAGAGCAAGATGAAAL GCTATGCAGTTTGTTCGGACAGAGCAAGATGARACT
TGGAAAATGGAATGAAGATGAAGATCAGATGGTCCA GGEAAMAATGGAATGAAGATGAAGATCAGATGGTCCAT
TCTGAAAGCCGATGTEGGTCATCASTGCCTTTGGTTC CTGARAGCCGATGTGGTCATCAGTGCCTTTGGTTCA
AGTTCTGAGTGATCCTAAAGHtacagtgctggoagetaaaty GTTCTGAGTGATCCTAAAGgtacagtgitgggagetgaaataty

tatgatgcaatigtctgtatitagtgctgtaatagtitctagetitcagggaatty tgatgcaatigtctattatittagtactgtaatagtitctagetttcaggaaatig

Abbildung 41: Sequenzanalysen der unbekannten SNPs [1VS10-114G>A (A) und
IVS10-96A>G (B)

Es handelt sich jeweils um die Rickwartssequenz, die der Einfachheit halber umgedreht
wurde.

Die berechneten Heterozygotenfrequenzen, sowie Verteilungen von
IVS10-114G>A in der Kontrollgruppe, im Vergleich zu Patienten/-innen mit

Mammakarzinom oder malignen gastrointestinalen Tumoren sind in Tabelle 20

zusammengefasst.
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IVS10-96A>G hinge-
gen war nur bei einer

einzigen Patientin zu |IVS10-114G>A Wildtyp’ 132 229 89| 450
) heterozygot 5 3 1 9
sehen. Diese war an T 137 252 an| 459

einem Mammakarzi- Heterozygotenfrequenz 3.8% 1,3% 1,1%

nom erkrankt, erhielt Tabelle 20: Kreuztabelle zwischen [1VS10-114G>A und

jedoch entgegen ur- Kontrolle bzw. Tumorart

riinalicher Planun *enthalt in der Kontrollgruppe unter Umstanden eine
sprungiiche anung vernachlassigbare Anzahl an Homozygoten, die mit der
doch keine 5-FU- Methodik nicht bestimmt werden konnte

haltige Chemotherapie.

5.8 Nebenwirkungen und Applikationstyp

Die Daten des Patientenkollektivs wurden zusatzlich zu der bereits aufgefuhrten
Auswertung bezlglich des Genotyps, hinsichtlich der Applikationsweise und
Nebenwirkungen betrachtet. Wie bereits erlautert, beeinflusst die Art der Verab-
reichung von 5-FU dessen Nebenwirkungsprofil (vgl. 2.1.8 Intravendse
Applikationsweisen, S.22).

Die nachfolgenden zwei Kreuztabellen basieren auf den Daten von Tabelle 15.
Zum besseren Verstandnis der Zuordnung in bestimmte Applikationsgruppen

sind im Anhang die einzelnen Chemotherapieplane aufgeflihrt.

Um zu ermitteln, ob im gesamten Patientenkollektiv Nebenwirkungen haufiger
bei Bolusgabe, oder bei kontinuierlicher Dauerinfusion auftreten, wurde Tabelle
21 erstellt. In die Gruppe ,ausschliel3lich Bolusapplikation/Gabe utber 1 h*
wurden nur Personen gezahlt, welche 5-FU als Bolus oder uber den kurzen
Zeitraum von einer Stunde erhalten haben und 5-FU nicht zusatzlich im Rah-
men eines Kombinationsschemas auch als Dauerinfusion appliziert bekamen.
Verglichen wurden diese Personen mit einer anderen Gruppe, ,ausschliel3lich
Dauerinfusion®, bei der ausschlieRlich Schemata mit kontinuierlicher Dauerinfu-
sion zum Einsatz kamen. Personen mit Kombinationsregimen aus Bolus- und
Dauerapplikation, sowie mit oraler oder sonstiger fluoropyrimidinhaltiger The-

rapie wurden dabei nicht mit einbezogen.
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Entsprechend der Daten aus Tabelle 21 ergibt sich, dass in diesem Ausschnitt

des Patientenkollektivs, mit 5-FU als reine Bolusapplikation oder als 1-stindige

Infusion, von allen
Personen 41,1% Ne-

benwirkungen °Ill - |applikationsart ausschiietlich
°|\V entwickelten. Im Bolusapplikation/ 39 a6 a5
Gabe Uber 1 h

Gegensatz dazu liegt
auschlieilich

der Anteil mit starken Dauerinfusion
Gesamt 76 162 238

KT 106 143

Nebenwirkungen un-

ter den Personen mit Tabelle 21: Kreuztabelle zwischen Applikationstyp der 5-FU-
. . haltigen Chemotherapie und aufgetretenen Nebenwirkungen
reiner 5-FU-Dauerin-  jm gesamten Patientenkollektiv

fusion nur bei 25,9%. OR =2,00; KI =[1,15; 3,46], p-Wert von 0,014

Unter dem Gesichtspunkt, dass besonders hamatologische Nebenwirkungen
unter Bolusgabe haufiger beobachtet wurden als bei kontinuierlicher Dauer-
infusion (vgl. 2.1.8 Intravendse Applikationsweisen, S.22), wurden die ge-
wonnenen Daten auch

diesbezuglich ausgewertet.

Es konnten 44 Patienten

Applikationsart (u.a)Bolusapplisation |, o 5] mit schwerer hamatologi-
oder Gabe Ober 1h

scher Toxizitat in Ab-
auschliefilich 9 5 14

Dauerinfusion hangigkeit von der erhalte-
Gesami 34| 10 44

nen Applikationsart analy-
Tabelle 22: Kreuztabelle zwischen dem Applikationstyp  siert werden. Die zugrunde
der 5-FU-haltigen Chemotherapie und der

aufgetretenen Hamatotoxiztiat liegende Vierfeldertafel ist
OR =2,78; KI =[0,67; 11,56]; p-Wert 0,162 in Tabelle 22 abgebildet.
Hamatologische Nebenwirkungen konnten in diesem Ausschnitt des
Patientenkollektivs unter Bolusgabe bzw. Infusion Uber eine Stunde haufiger
beobachtet werden, als bei kontinuierlicher Dauerinfusion. Diese Beobachtung
war mit einem p-Wert von 0,162 nicht statistisch signifikant.

Zu der Applikationsart ,(u.a.) Bolusapplikation/Gabe Uuber 1 h* wurden
Schemata mit ausschliel3licher Bolusapplikation gezahlt. Unter der Annahme,
dass bei Kombinationstherapien die Bolusgabe fur das Auftreten derartiger

Blutbildungsstérungen ursachlich ist, wurden diese Regime ebenfalls in jene

82



Analyse von DPYD-Polymorphismen zur Abklarung 5-FU-bedingter Nebenwirkungen

Gruppe eingestuft. Die Regime mit einer Applikation Uber eine Stunde wurden
ebenfalls dieser Kategorie zugeordnet. In die Kategorie ,ausschlie3lich Dauer-
infusion” wurden die Ubrigen Chemoplane mit kontinuierlicher Dauerinfusion
ohne zusatzliche Bolusgabe eingegliedert.

Aufgrund mangelnder zusatzlicher Daten bezuglich einer Knochenmarks-
suppression wurden hierfur die verstorbenen Personen und solche mit
ausschlieBlich kardialer oder neurologischer Toxizitat aus Tabelle 15 nicht be-
rucksichtigt.

1.01 |
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Tabelle 23: Korrelation zwischen c¢.496A>G, [IVS10-15T>C und
¢.1236G>A und 5-FU-assoziierten Nebenwirkungen aufgegliedert nach
Applikationsweise

T = Toxizitat < °lll; T" = Toxizitat °lll -°IV

Um ein Vorliegen der SNPs ¢.496A>G, IVS10-15T>C und ¢.1236G>A auch in
Abhangigkeit von der 5-FU-Applikationsweise auszuwerten, wurden die in
Tabelle 23 zusammengefassten Berechungen durchgefuhrt. HierfGr wurden die
beiden groflen Gruppen mit ,ausschliellicher Bolusapplikation bzw. Gabe uber
1 h* und ,ausschlieB3licher Dauerinfusion“ gegenlbergestellt. Es wurden keine
signifikanten Ergebnisse erreicht. Jedoch ergibt sich bei ausschlieRlicher

Dauerinfusion fur die Variante ¢.1236G>A bei Vorliegen eines A/A-Genotyps
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eine deutliche Tendenz fiur das Auftreten von schweren Nebenwirkungen
(p = 0,078).

5.9 Nebenwirkungen und Alter bzw. Geschlecht

In der Vergangenheit wurden Alter und Geschlecht mit Toxizitat unter 5-FU-
Therapie in Zusammenhang gebracht. Deshalb erfolgte in dem relativ kleinen
Teil des Patientenkollektivs, bestehend aus den 52 Personen mit detailliertem
Nebenwirkungsprofil (vgl. Tabelle 15) zusatzlich eine Auswertung bezlglich
dieser Faktoren. Da die Meta-analysis Group of cancer die Risikofaktoren
.weiblich® und ,hdoheres Alter* isoliert mit nicht-hamatologischen
Nebenwirkungen in Zusammenhang brachte (vgl. Meta-analysis Group In
Cancer, 1998b), wurden die Daten nicht nur unabhangig von der
Nebenwirkungsart betrachtet, sondern auch in hamatologische und nicht-

hamatologische Nebenwirkungen unterschieden. Die Berechnungen sind in

Tabelle 24 zusammengefasst.

nicht naher spezifiziert nicht - hdmatologisch hamatologisch
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Tabelle 24: Korrelation zwischen Alter bzw. Geschlecht und Art der Toxizitéat

Auch wurde berechnet, ob sich geschlechtsspezifische Unterschiede bezlglich
einer Korrelation von c¢.496A>G, IVS10-15T>C bzw. ¢.1236G>A mit Neben-
wirkungen ergeben. Die Ergebnisse sind in Tabelle 25 dargestellt. Sowohl fur
Frauen als auch flr Manner ergibt sich ein positiver Zusammenhang hinsichtlich
des Vorliegens des jeweiligen SNPs und einer Toxizitat, ohne statistische Signi-

fikanz dieser Beobachtung.
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Tabelle 25: Korrelation zwischen c¢.496A>G, IVS10-15T>C und
€.1236G>A und 5-FU-assoziierten Nebenwirkungen aufgegliedert
nach Geschlecht

T = Toxizitat < °lll; T" = Toxizitat °lll -°IV
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6. Diskussion

Im Sinne einer Fall-Kontroll-Studie wurde der Genotyp eines Patientenkollektivs
untersucht, bestehend aus 90 Fallen schwerer fluoropyrimidinbedingter
Toxizitat und 186, unter Therapie mit 5-FU nebenwirkungsarmen ,Kontrollen®.
Die statistische Auswertung der mittels DHPLC gewonnenen Daten beziglich
c.496A>G, IVS10-15T>C und ¢.1236G>A wurde ausgiebig dargelegt. Zudem
wurden die Proben bezuglich der mit ¢.1236G>A gekoppelten Intronmutation
€.1129-5923C>G untersucht.

Im Zuge der Analysen wurden zudem die SNPs [VS10-114G>A und
IVS10-96A>G, sowie die Spleilmutation IVS12-1G>A entdeckt.

6.1 Bedeutung ¢.496A>G und IVS10-15T>C

Der SNP c.496A>G wurde in der Vergangenheit mehrmals untersucht. In der
Literatur wird die Bedeutung von c.496A>G jedoch im Zusammenhang mit
5-FU-assoziierten Nebenwirkungen nicht eindeutig klassifiziert. Erstmalig wird
c.496A>G von van Kuilenburg et al. 2000 beschrieben (vgl. van Kuilenburg,
Haasjes et al.,, 2000). Eine eindeutige Zuordnung von Auswirkungen durch
c.496A>G auf das Auftreten von Toxizitat ist bis heute nicht gelungen. Dies
ware jedoch fur die Planung einer Chemotherapie mit 5-Fluorouracil von grofRer
Bedeutung.

Der infolge von c.496A>G resultierende Aminosaureaustausch Met166Val an
hochst konservierter Stelle in der Nahe der Eisen-Schwefel-Cluster lasst eine
Unterbrechung des Elektronentransfers vermuten und somit einen Einfluss auf
die Aktivitat der DPD (vgl. Gross, Ullrich et al., 2003; Mattison, Johnson et al.,
2002).

Der SNP ¢.496A>G wird einerseits mit therapiebedingten Nebenwirkungen in
Zusammenhang gebracht (vgl. van Kuilenburg, Haasjes et al., 2000; Gross,
Ullrich et al., 2003), kann jedoch andererseits mit einer normalen DPD-Aktivitat
einhergehen. So beschreiben Seck et al. unter Tragern des G-Allels keine
signifikanten Abweichungen von der medianen DPD-Aktivitdt in einer

kaukasischen Kohorte (vgl. Seck, Riemer et al., 2005). Auch Johnson et al.
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konnten fir heterozygote Tréager von c.496A>G normale DPD-Aktivitaten
nachweisen (vgl. Johnson, Wang et al., 2002). Im Gegensatz dazu erhielten
van Kuilenburg et al. im Falle eines heterozygoten Tragers verminderte DPD-
Aktivitaten (vgl. van Kuilenburg, Haasjes et al., 2000). Ein Zusammenhang
zwischen den Enzymaktivitaiten der DPD und dem Auftreten von
Nebenwirkungen unter fluoropyrimidinhaltiger Chemotherapie bleibt jedoch
letztlich ungeklart.

Gross et al. konnte in einer Assoziationsstudie fur die Variante c.496A>G ein
attributales Risiko, schwere therapiebedingte Toxizitat zu erleiden, von 56,9%
nachweisen. Es wiesen insgesamt Uber 43% der Patienten mit schweren
Nebenwirkungen die Variante c.496A>G auf, wahrend die klassische
Spleimutation IVS14+1G>A nur bei 5,4% zu finden war. Die Verbindung von
c.496A>G mit starken Nebenwirkungen wurde besonders in Patienten mit
bdsartigen gastroésophagealen Tumoren und Brustkrebs beobachtet. Bei
Patienten mit bosartigen kolorektalen Tumoren wurde hingegen keine
Signifikanz fir diese Beobachtung erreicht. (vgl. Gross, Busse et al., 2008)

Der Polymorphismus c¢.496A>G konnte unter Kaukasiern mit einer eher
haufigen Allelfrequenz von ca. 8% in einem gesunden Kontrollkollektiv (n=607)
(vgl. Gross, Busse et al., 2008; Seck, Riemer et al., 2005) und bis zu 10,7%
unter Tumorpatienten (n=84) (vgl. Schwab, Zanger et al., 2008) wéahrend einer
fluoropyrimidinhaltigen Chemotherapie ein nicht zu vernachlassigender
Risikofaktor sein. Zu bertcksichtigen sind eventuelle regionale Unterschiede in
der Auftretwahrscheinlichkeit von c.496A>G. Kleibl et al. fanden in einer
tschechischen Kontrollpopulation sogar eine Allelfrequenz von 14,2% (n = 243)
(vgl. Kleibl, Fidlerova et al., 2009). In einer tunesischen Population hingegen lag
die Allelfrequenz nur bei 5,7% (n = 106) (vgl. Ben Fredj, Gross et al., 2007).
Cho et al. fanden unter 100 gesunden koreanischen Kontrollen kein Allel mit der
Variante c¢.496A>G (vgl. Cho, Park et al., 2007). Unter 21 Patienten mit
kolorektalen Neoplasien und 5-FU-assoziierter Toxizitat trat c.496A>G einmalig
auf (ibd.) Unter japanischen Probanden war bei 2,2% der Allele c.496A>G
nachweisbar (vgl. Maekawa, Saeki et al., 2007).

Die Polymorphismen ¢.496A>G und IVS10-15T>C treten haufig zusammen auf.

Die in dieser Arbeit ermittelte Kopplungsfrequenz von 68% ist identisch mit dem
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Ergebnis vorheriger Berechnungen UUber ein Linkage Disequilibrium in
derselben Arbeitsgruppe bzgl. eines anderen Kollektivs (vgl. Gross, Busse et
al., 2008).

Tabelle 26 ist eine Aufstellung verschiedener Allelfrequenzen von c.496A>G
aus unterschiedlichsten Studien, sowie aus dieser Arbeit, in Hinblick auf ein

haufigeres Auftreten in Zusammenhang mit schwerer 5-FU-assoziierten

Toxizitat. Aufgrund des eben an-

ALLELFREQUENZ
L il R T DR LEMOEER AEIE gesprochenen gekoppelten Auf-
Gesamtes Patientenkollektiv
o 0.167* 0.107* 0126  5FUbzw. pea 10 a6 bzw.  tretens wird hier auch der
% (n=84) (n=182) (n=266) Capecitabine p=0,263 (G/G)
2 Subgruppe: maligne Gl-Tumoren ebenfalls untersuchte SNP
© 0,167* 0094 0115  5FUbzw. n=0,066 (A/G) bzw. . . .
= (n=51) (n=127) (n=178) Capecitahine  p=0.424(GIG) |VSlO-15T>C, in nicht kodieren-
T | vol. Gross, Busse et al., 2008 . .
025+ der Region, aufgefihrt.
w (n=39) 0,08 ) 5-FU hzw. :p(wrr):D,DDZ
S bz(v:.:gé%? (n=09) S BRI S Gross et al. konnten unter deut-
=
pugll 2L Dz Tl i 1., 201 licher Signifikanz eine Asso-
- (?1:1254; (?1:0335:) Capecitabine . . i )
(1"\) il Amstutz. Farese et ol 2003 ziation zwischen dem Vorliegen
| oo oo 008 sevmw L von Cc.496A>G und schwer-
» (n=24) (n=67) n=111) Capecitabine
S | vol Schwab, Zanger et al., 2008 wiegenden Nebenwirkungen un-
O 00938 0138 0107 g S .
(n=54%)  (n=30%)  (n=84%) ter fluoropyrimidinhaltiger Che-
wgl. Kleibl, Fidlerova et al., 2009 i i i i
01325 01985 0157 srubm. motherapie bei Patienten/-innen
(n=78%) (n=48%) (n=1248) Capecitabine . . .
Gesamtes Patientenkollektiv mit Mamma- Und gaStrOInteStl'
E 0,175* 0,108* 0128  5FUbzw. *p=0,077 (T/C) bzw. . .
- (n=80) (n=185) (n=265) Capecitabine  p=0,219(C/C) nalen Karzinomen nachweisen
2 Subgruppe: maligne Gl-Tumoren
£ 0,181* 0,100 0121  5FU bzw. 'p=0,050 {T/C) bzw. (p—0,002 bzw. 0’001) AUfgrund
E (n=4T) (n=130) (h=17T) Capecitabine p=0,363{C/C)
0 vl Amstutz, Farese et al., 2009 des gekoppelten AUftretenS war
N 0125* 0,108% 0,113 - o P -
B | e G e Shoemaone =787 auch IVS10-15T>C verbunden
‘T vl Gross, Busse et al., 2008 mlt TOXlthat (p=0,009) (Vgl
o 024 0085  SFUbow. p(com=0,009
- (n=39) (n=63) Capecitabine ' G B t | 2008
g vigl. Deenen, Tol et al. 2011 rOSS’ usse eta =1 )
T kR Lo - conesmae Deenen et al. untersuchten 568

Tabelle 26: Allelfrequenzen von ¢.496A>G bzw. Patienten mit metastasiertem

assoziierter Toxizitatszuordnung (°lll - °IV vs. <
°lil) im Vergleich mit Literaturangaben Chemotherapie mit Capecita-

T = Toxizitat < °lll; T" = Toxizitat °lll -°IV; n = Pa-
tientenanzahl; *berechnet aus Daten der je-

weiligen Quelle; “enthalt 8 Patienten mit Toxizitat VEGF(vascular epithelial growth
°ll - °1v

bine, Oxaliplatin und dem anti-

factor)-Antikorper Bevacizumab

u.U. ergdnzt um den anti-EGFR (epidermal growth factor receptor)-Antikdrper
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Cetuximab aus der CAIRO2 Studie (vgl. Tol, Koopman et al.,, 2009) und
analysierten im Rahmen einer Fall-Kontroll-Studie die Genotypen verschiedener
SNPs im DPYD-Gen im Zusammenhang mit Toxizitatserscheinungen (vgl.
Deenen, Tol et al., 2011). Der Fallgruppe wurden davon 45 Patienten mit
Toxizitat °lll - °IV zugeordnet. Fir die Kontrollgruppe wurden aus der gesamten
Gruppe mit 568 Patienten 100 Individuen randomisiert gezogen. Durch das
zufallige ,Ziehen® der Kontrollen aus der Gesamtgruppe der Kohortenstudie
ergibt sich die Tatsache, dass in der Kontrollgruppe auch 8 Individuen mit
schwerer Toxizitat enthalten sind (ibd.) (vgl. Tabelle 26). Auffallig sind die,
anhand der in der Studie angegeben Daten bzgl. c.496A>G berechneten
Allelfrequenzen. Wahrend diese in der nebenwirkungsarmen Gruppe nur bei
4,4% lag, hatten in der Toxizitatsgruppe 14,4% der Allele die Veranderung
c.496A>G. Deenen et al. beobachteten zudem einen signifikanten
Zusammenhang (p < 0,05) zwischen Diarrhoe °lll - °IV und Hand-Ful3-Syndrom
°Il - °1ll mit c.496A>G, jedoch mit niedrigem positivem Vorhersagewert (ibd.).

Amstutz et al. erhielten kein signifikantes Ergebnis fur c.496A>G (p=0,392),
jedoch war c.496A>G haufiger in der nebenwirkungsreichen Gruppe (vgl.
Amstutz, Farese et al., 2009). Schwab et al. erhielten im Gegensatz dazu eine
negative Korrelation zwischen ¢.496A>G und Toxizitat. Hier war bei geringer
Fallzahl (n=84) c.496A>G bei ausgepragter Toxizitat mit einer Allelfrequenz von
9,3% seltener als in der Gruppe mit geringerer Toxizitat (13,3%) (vgl. Schwab,
Zanger et al., 2008). Auch Kleibl et al. fanden eine Haufung von ¢c.496A>G in
der T  -Gruppe (hier 19,8% vs. 13,2% in der T'-Gruppe). Solch protektive
Effekte wurden besonders fur Frauen bezlglich einer Neutropenie oder
hamatologischen Nebenwirkungen allgemein beobachtet (vgl. Kleibl, Fidlerova
et al., 2009). Fir beide Nebenwirkungsgruppen konnte mit p-Werten von 0,03

eine Signifikanz nachgewiesen werden (ibd.).

Mit Ausnahme der letzteren Studien decken sich die Beobachtungen mit den
Ergebnissen aus dieser Arbeit. Auch hier gab es mit Ausnahme der
heterozygoten Trager von c.496A>G in der Untergruppe ,Mammakarzinom®
stets eine positive Korrelation zwischen dem Vorliegen von c.496A>G und
einem Auftreten von schweren Nebenwirkungen. In der Subgruppe

,Mammakarzinom“ war die Ausbildung einer schwerwiegenden Toxizitat bei

89



Analyse von DPYD-Polymorphismen zur Abklarung 5-FU-bedingter Nebenwirkungen

einem A/G-Genotyp seltener als bei Patienten mit zweifachem Vorliegen des
A-Allels. Unter Berucksichtigung homozygoter Trager, bei Berechnung der
Allelfrequenz, tendiert die Wechselbeziehung jedoch insgesamt auch in der
Gruppe ,Mammakarzinom“ in Richtung eines gehauften Antreffens von
c.496A>G bei schweren Nebenwirkungen. Im gesamten Patientenkollektiv war
unter 266 Patienten/-innen das Auftreten von Toxizitat unter fluoropyrimidin-
haltiger Chemotherapie bei Vorliegen eines c.496A>G-Allels haufiger als bei
Patienten mit zwei A-Allelen (p = 0,110). Diese Tendenz wird in der Subgruppe
mit malignen GI-Tumoren unter heterozygoten Tragern von c.496A>G mit
einem p-Wert von 0,066 deutlicher, ist jedoch ebenfalls nicht statistisch
signifikant.

Da Gross et al. fur c.496A>G vor allem bei Patienten/-innen mit bosartigen
gastrodsophagealen Tumoren und Brustkrebs einen Zusammenhang mit
schweren Nebenwirkungen beobachten konnten (vgl. Gross, Busse et al., 2008)
wurde die Gruppe mit gastrointestinalen Tumoren zusatzlich noch einmal in die
Subgruppen ,gastroosophageale” und ,kolorektale Tumoren® aufgegliedert.
Jedoch konnte auch in dem Subkollektiv mit gastroésophagealen Tumoren fur
c.496A>G keine signifikante Assoziation mit ausgepragter Toxizitat gemessen
werden.

IVS10-15T>C, eine Punktmutation im Intron, weillt keinerlei bekannten Effekt
auf die DPD auf und wird dadurch in der Literatur kaum diskutiert, es liegen
jedoch umfangreiche Daten vor (vgl. Tabelle 26). Eine Assoziation mit
Nebenwirkungen ware vermutlich auf das gekoppelte Auftreten mit c.496A>G
zuruck zu fuhren. Durch diese Kopplung finden sich in Bezug auf eine Assozia-
tion mit Toxizitat in dieser Arbeit fur IVS10-15T>C ahnliche Ergebnisse wie flr
c.496A>G. Sowohl in der Untergruppe ,Mammakarzinom®, als auch in dem ge-
samten Patientenkollektiv, wie auch bei malignen gastrointestinalen Tumoren
treten betroffene Allele von c.496A>G oder IVS10-15T>C bei beobachteter
schwerer Toxizitat gehauft auf. Bezlglich IVS10-15T>C heterozygot getestete
Patienten/-innen im gesamten Patientenkollektiv haben eine deutliche Tendenz
in Richtung Auftreten schwerer Nebenwirkungen (p = 0,077). Entsprechend
c.496A>G ist auch far [VS10-15T>C in der Subgruppe ,maligne
gastrointestinale Tumoren“ die beobachtete Assoziation ausgepragter und

erreicht mit einem p-Wert von 0,050 nur knapp keine statistische Signifikanz.
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Zusammenfassend ist eine Assoziation zwischen ¢.496A>G bzw. IVS10-15T>C
mit schweren Nebenwirkungen deutlich an den Allelfrequenzen zu erkennen,
wobei der Unterschied jeweils in der Gruppe mit malignem gastrointestinalem
Tumor deutlicher besteht, als in der Gruppe mit Mammakarzinom (vgl. Tabelle
18, S.76).

Dies konnte im Zusammenhang mit der unterschiedlichen Planung der 5-FU-
haltigen Chemotherapie bei diesen zwei Gruppen stehen. Wahrend
gynakologische Patientinnen mit den einmal alle 22 Tage applizierten 500
mg/m? des FEC-Schemas oder den an Tag 1 und 8 alle 29 Tage applizierten
600 mg/m? des CMF-Schemas, ein relativ niedrige Dosis 5-FU aufnehmen,
erscheinen die im Anhang ersichtlichen Therapieplane fur Personen mit
malignen gastrointestinalen Tumoren deutlich intensiver. So werden zum
Beispiel im PLF-, OLF- oder Douillard-Schema an den Tagen 1, 8, 15, 22, 29
und 36 jeweils 2000 mg/m? 5-FU appliziert mit Wiederholung an Tag 50. Auch
wenn hierbei die Dosis vertraglicher Uber eine kontinuierliche Dauerinfusion und
nicht wie bei dem FEC- oder CMF-Schema innerhalb von einer Stunde
verabreicht wird, sind die meisten Schemata fur gastrointestinale Malignome
von hdherer Intensitat. (vgl. Chemotherapieplane im Anhang)

Unter dieser Vorraussetzung konnte sich die weniger ausgepragte Haufung der
SNPs ¢.496A>G und IVS10-15T>C in der jeweiligen Toxizitatsgruppe unter den
Personen mit Chemotherapie aufgrund eines Mammakarzinoms im Vergleich
zu denen mit Therapie wegen eines malignen Tumors im Gastrointestinaltrakt
erklaren lassen. Eine sich auf das Nebenwirkungsprofil von 5-FU auswirkende
Beeintrachtigung der DPD durch die SNPs c.496A>G bzw. IVS10-15T>C
konnte sich unter Umstanden erst bei intensiven Chemotherapieregimen
bemerkbar machen. Dies stiinde jedoch im Gegensatz zu der Beobachtung
von Gross et al., dass besonders unter Mammakarzinomen bei vorliegendem
SNP ¢.496A>G fluoropyrimidin-assoziierte Nebenwirkungen auftreten (vgl.
Gross, Busse et al., 2008).

Das Auftreten von c.496A>G sowie IVS10-15T>C ist zudem in den
Tumorgruppen haufiger, als in der Kontrollgruppe, was an den jeweils hdheren
Heterozygotenfrequenzen von ¢.496A>G und IVS10-15T>C in den Gruppen

,Mammakarzinom“ und ,maligne gastrointestinale Tumoren® zu erkennen ist
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(vgl. Tabelle 16, S.75). Der beobachtete Unterschied erreichte jedoch bei
p-Werten zwischen 0,107 und 0,490 keine Signifikanz.

6.2 Bedeutung von ¢.1236G>A bzw. ¢.1129-5923C>G

Im Falle des SNPs ¢.1236G>A in Exon 11 handelt es sich um eine stille
Mutation (vgl. Seck, Riemer et al., 2005). Es lage die Vermutung nahe, dass
sich ohne einen resultierenden Aminosaureaustausch im Enzym (Glu412Glu)
(ibd.) durch ein Vorliegen von ¢.1236G>A kein Zusammenhang mit 5-FU-
assoziierten Nebenwirkungen ergeben kann. Mit einer Allelfrequenz von 0,3%
unter Kaukasiern (vgl. Seck, Riemer et al., 2005) schien es sich bei c.1236G>A
um eine sehr seltene DPYD-Variante zu handeln. Die beobachtete Haufigkeit
von bis zu 3% unter Tumorpatienten (vgl. Schwab, Zanger et al., 2008) kdnnte
eine Assoziation von ¢.1236G>A mit einem erhdhten Tumorrisiko vermuten
lassen. Allerdings berichten auch neuere Daten ein haufigeres Vorkommen von
€.1236G>A. So wurden in gesunden europaischen Populationen Heterozygo-
tenfrequenzen von ca. 3% gefunden (vgl. van Kuilenburg, Meijer et al., 2010).

Zu beachten sind auch regionale Unterschiede. In einer tunesischen Population
lag die Allelfrequenz von ¢.1236G>A bei 0,9% (vgl. Ben Fredj, Gross et al.,
2007). Unter 121 koreanischen (vgl. Cho, Park et al., 2007), sowie 341
japanischen Probanden (vgl. Maekawa, Saeki et al., 2007) konnte ¢c.1236G>A

offensichtlich tlberhaupt gar nicht nachgewiesen werden.

Die Mutation ¢.1236G>A trat in der Literatur bereits mehrmals im Kontext mit
Toxizitat unter fluoroypyrimidinhaltigen Chemotherapien in Erscheinung. Eine
Zuordnung ist jedoch besonders in Anbetracht des eher seltenen Auftretens
statistisch schwierig und demnach widersprichlich. Auch wurde vergleichbar zu
Tragern anderer SNPs, die im Verdacht stehen, Nebenwirkungen durch 5-FU
zu beglnstigen, bei einem Trager des A-Allels eine normale DPD-Aktivitat
gemessen (vgl. Seck, Riemer et al., 2005).

Studien, welche mitunter einen Zusammenhang von c.1236G>A mit 5-FU-
Toxizitat untersuchen sind in Tabelle 27 zusammengefasst.

Kleibl et al. fanden abweichend von allen Ubrigen Ergebnissen eine Haufung

von ¢.1236G>A in der nebenwirkungsarmen Gruppe (vgl. Kleibl, Fidlerova et
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al., 2009). Alle anderen Daten weisen auf eine positive Korrelation zwischen
dem Vorliegen von ¢.1236G>A und dem Auftreten von Nebenwirkungen hin.

Schwab et. al. fanden in einer multizentrischen klinischen Studie bei Patienten
mit schwerwiegenden Nebenwirkungen unter 5-FU-Monotherapie von
c.1236G>A zwar grof3ere Allelfrequenzen (3,7%) als in der nebenwirkungs-

armeren Gruppe (2,8%)

ALLELFREQUEN_Z (vgl. Schwab, Zanger et
SNP | T* T > CHEMOTHERAPIE
Gesamtes Patientenkollektiv al" 2008)- Der DPYD
S 0.033* 0.013*  0.020 sFUbow. pm0114  Wird insgesamt hier je-
0) (n=90) (n=186) (n=276) Capecitabine P=
% val. van Kuilenburg. Meijer et al.. 2010 doch generell eine un-
= 0.045*%  0.011%  0,0225 5.FUbzw. =003 tergeordnete Rolle bei
(_r) (n=56) (n=13?) (n=2{]3) Capecitabine P=5
+ | val. Schwab. Zanger et al.. 2008 der Entstehung von
0,037% 0,028  0030% 5-FU-assoziierten Ne-
- (n=82%)  (n=390%) (n=472%) .
E val. Amstutz, Farese et al., 2009 benwirkungen zuge-
g 0,104* 0,017 0,036  5FUbzw .=0p1a Sprochen (ibd.).
LLI (n=24) (n=87) (n=111) Capecitabine p=t, . - -
£ | val. Gross, Busse et al., 2008 Auch in einer weiteren
<L 0.03 0.01 5-FU baw. Studie trat ¢.1236G>A
A (n=39) (n=89) - Capecitabine
8 vgl. Deenen, Tol et al., 2011 in der Gruppe mit aus-
g (on,gz% (2;012050 5 i Capecitabine  *0=0.08 gepragter Toxizitat be-
-—
G | velKieibl, Fiderova et al.. 2009 vorzugt auf (vgl. Gross,
0,013% 0,021% 0,016%  5FUbaw. Busse et al 2008)
(n=76%) (n=48%)  (n=124%) Capecitabine Y )

Deenen et al. konnten

Tabelle 27: Allelfrequenzen von ¢.1236G>A, aufgegliedert
nach 5-FU-assoziierter Toxizitatszuordnung im Vergleich

mit Literaturangaben nur knapp nicht sta-
T = Toxizitat < °lll; T = Toxizitat °lll -°IV; n = Patienten- . .. . ..
anzahl; Sberechnet aus Daten der jeweiligen Quelle; tistisch Slgnlflkante Hau-

*enthalt 8 Patienten mit Toxizitat °lll - °IV; “bezogen auf die fung (p=0,08)  von
Heterozygotenfrequenzen; "Zwischenstand dieser Studie '

sogar eine deutliche,

€.1236G>A mit Toxizitat
beobachten (vgl. Deenen, Tol et al., 2011).
Amstutz et al. fanden sogar eine starke Assoziation zwischen dem Auftreten
von ¢.1236G>A und der Ausbildung von 5-FU-bedingten Nebenwirkungen
(p = 0,013). Beschrieben ist ¢.1236G>A zudem als Bestandteil eines, mit
Toxizitat assoziierten Haplotyps, neben der stillen Mutation ¢.1236G>A
bestehend aus den Intronmutationen IVS5+18G>A, IVS6+139G>A und IVS9-

51T>G. Von sieben Patienten mit diesem Haplotyp erlitten 4 schwerwiegende
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Toxizitatserscheinungen (57%). Der einzige homozygote Trager erlitt zudem
einen tddlichen Ausgang einer 5-FU-Toxizitat. Bei den Tragern dieses
Haplotyps konnten keine Spleimutationen oder Veranderungen mit resultie-
rendem Aminosaureaustausch nachgewiesen werden. (vgl. Amstutz, Farese et
al., 2009)

Van Kuilenburg et al. entdeckten die tiefe Intronmutation ¢.1129-5923C>G in
Intron 10. Die dadurch entstehende Donor-Spleif3stelle fuhrt zur Insertion eines
44 bp grolR3en Fragments von Intron 10 in die reife mRNA, wodurch sich durch
die Verschiebung des Leserahmens ein frilhzeitiges Stoppcodon bildet. Durch
das bisher in 100% der Falle beobachtete gekoppelte Auftreten von c¢.1129-
5923C>G zusammen mit dem von Amstutz et al. beschriebenen Haplotyp
c.483+18G>A (IVS5+18G>A), ¢.959-51T>G (IVS9-51T>G), c.680+139G>A
(IVS6+139G>A) und ¢.1236G>A lasst sich somit die oben beschriebene
Assoziation dieses Haplotyps mit Nebenwirkungen erklaren. (vgl. van
Kuilenburg, Meijer et al., 2010)

Auch die Dbisherige unsichere Datenlage, das Toxizitatsrisiko des
Polymorphismus ¢.1236G>A betreffend, bekommt durch die Entdeckung von
€.1129-5923C>G und das jeweilige gekoppelte Auftreten eine deutliche
Wendung. Eine Assoziation der stillen Mutation ¢.1236G>A mit 5-FU-bedingten
Nebenwirkungen ist folglich durch die gleichzeitig vorliegende Intronmutation
€.1129-5923C>G und den konsekutiven alternativen Splei3vorgang zu erklaren.
Da der SNP ¢.1236G>A auch bei den Analysen dieser Arbeit zu 100% ge-
koppelt mit der Intronmutation ¢.1129-5923C>G auftrat, kbnnen diese beiden
Verdnderungen gemeinsam betrachtet werden und die Ergebnisse fir
€.1236G>A (vgl. 5.5.5 Korrelation zwischen ¢.1236G>A und 5-FU-assoziierten
Nebenwirkungen, S.77) 1 zu 1 auf ¢.1129-5923C>G ubertragen werden.

Der durch van Kuilenburg et al. bzgl. c.1236G>A verdffentliche Zwischenstand
der Daten dieser Arbeit bzgl. c.1236G>A ergab eine signifikante Haufung des
G/A-Genotyps in der nebenwirkungsreichen Patientengruppe mit einer
Heterozygotenfrequenz von 9,1% (6 von 66), im Vergleich zu 2,2% (3 von 137)
bei geringen Nebenwirkungen (p = 0,033) (vertffentlich in van Kuilenburg,
Meijer et al., 2010).
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Bis zur Beendigung der Laborarbeiten bzw. Archivrecherche im Dezember 2010
waren zu den insgesamt 9 Patientenproben mit ¢.1129-5923C>G bzw.
c.1236G>A weitere 2 Proben hinzugekommen. Diese Patienten/-innen hatten
die 5-FU-haltige Chemotherapie ohne verstarkte Nebenwirkungen Gberstanden.
Damit erlitten nicht mehr 6 von 9 Personen mit diesen Veranderungen unter
fluoropyrimidinhaltiger Therapie schwere Nebenwirkungen, sondern 6 aus 11.
Bei dieser geringen Zahl wirkt sich diese Anderung auf die Berechnungen so
aus, dass bei gleicher Tendenz nun kein statistisch signifikanter Unterschied
mehr erkennbar ist (p = 0,114). Bei insgesamt nur 11 Tragern von c.1236G>A
bzw. ¢.1129-5923C>G, ist eine mathematische Schatzung hinsichtlich der
Zufalligkeit dieser Beobachtung &aufRerst unprazise, was an dem breiten
Konfidenzintervall zu erkennen ist (KI = [0,80; 8,38]). Die Ergebnisse fur diese
beiden  gekoppelten  Mutationen  ergaben sowohl im  gesamten
Patientenkollektiv, wie auch in den Subgruppen ,Mammakarzinom® und
,maligne gastrointestinale Tumoren® bei fehlender Signifikanz durchweg eine
begunstigende Tendenz bzgl. eines Auftretens von Toxizitat (p = 0,114,
p = 0,332 bzw. p = 0,242). Die Varianten ¢.1236G>A bzw. ¢.1129-5923C>G
kamen unter den insgesamt 276 Patienten mit einer Allelfrequenz von 2,0% vor.
Vergleichbare Daten in der Literatur sind abgesehen von der genannten Studie
von van Kuilenburg et al. aus dem Jahr 2010 von Largiadér et al. beschrieben.
Hier lag die Allelfrequenz fur ¢.1236G>A bzw. ¢.1129-5923C>G bei 2,7% unter
einem Kollektiv aus Krebspatienten (vgl. Largiadér, Amstutz et al., 2010, zitiert
nach Amstutz, Froehlich et al., 2011). Unter einem niederlandischen bzw.
deutschen, gesunden Kontrollkollektiv ergaben sich Heterozygotenfrequenzen
von 2,6% bzw. 3,3% (Allelfrequenzen von 1,3%’ bzw. 1,7%’) (vgl. van
Kuilenburg, Meijer et al., 2010).

Aufgrund dieses relativ seltenen Vorkommens der c¢.1236G>A-Variante sind
signifikante Ergebnisse hinsichtlich eines Risikos fur Toxizitdt nur mit sehr
grol3en Fallzahlen zu erwarten. Eine erst kurzlich publizierte Meta-Analyse von
Meulendijks et al. mit insgesamt 7365 Patienten bestatigte im Dezember 2015,
also nach Abschluss dieser Dissertation, tatsachlich eine Assoziation zwischen
fluoropyrimidinbedingter Toxizitat >Grad 3 (adjusted relativ risk RR = 1,59
[1,29 - 1,97], p < 0,0001) und dem Vorliegen von ¢.1236G>A bzw. des

” berechnet anhand des Hardy-Weinberg-Gesetzes
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korrespondierenden Haplotyps. Dabei lag das adjusted RR fir hamatologische
und gastrointestinale Toxizitat jeweils bei etwa 2, mit ebenfalls hoher
Signifikanz (p = 0,013; p < 0,0001;). (vgl. Meulendijks, Henricks et al., 2015)

Die in dieser Studie beobachteten 5 heterozygoten Trager der Mutationen
€.1129-5923C>G bzw. ¢.1236G>A, welche die 5-FU-haltige Chemotherapie gut
vertrugen, stehen nicht im Widerspruch mit der Annahme eines ursachlichen
Zusammenhangs mit schweren Nebenwirkungen bei Tragern dieser
Mutationen. Diese Trager haben einerseits ein ausgleichendes intaktes zweites
Allel. Die Intronmutation ¢.1129-5923C>G flhrt andererseits wahrend des
Spleilvorganges nicht immer zu der Insertion von 44 bp in die reife mRNA.
Auch ausgehend von dem Allel mit ¢.1129-5923C>G kdnnen mRNA-Molekile
mit korrekter Sequenz entstehen (vgl. van Kuilenburg, Meijer et al., 2010). Dies
erklart auch das im Gegensatz zu trunkierenden DPYD-Mutationen in der Meta-
Analyse durch Meulendijks et al. bezuglich ¢.1236G>A berechnete, niedrige
relative Risiko RR von 1,59 (vgl. Meulendijks, Henricks et al., 2015).

Die Untersuchung von ¢.1129-5923C>G bzw. ¢.1236G>A hinsichtlich einer
Haufung in einer Tumorgruppe waren statistisch nicht signifikant. Die Heterozy-
gotenfrequenzen waren in der Gruppe ,Mammakarzinom® hoher (p = 0,503)
und in der Gruppe ,maligne gastrointestinale Tumoren® niedriger (p = 0,215),

als in der Kontrollgruppe.

6.3 Bedeutung der bisher unbekannten Mutationen IVS12-1G>A,
IVS10-114G>A und IVS10-96A>G

Bei der neu detektierten Mutation 1IVS12-1G>A an kryptischer Spleil3stelle mit
teilweise resultierender Deletion von Exon 13 bzw. Exon 13 und Exon 12 in der
cDNA handelt es sich um eine Veranderung, welche als ursachlich fur die
aufgetretene schwere Toxizitdt des betroffenen Patienten bezeichnet werden

kann.

Die neu beschriebenen Punktmutationen IVS10-114G>A und IVS10-96A>G
(vgl. 5.7 Unbekannte SNPs 1IVS10-114G>A und IVS10-96A>G, S.79) liegen in

betrachtlichem Abstand vom eigentlichen Exon 11 und der betreffenden
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Spleillstelle. Zudem handelt es sich bei dem SNP IVS10-114G>A mit einer
Heterozygotenfrequenz zwischen 3,8% (Kontrollgruppe) und 1,1% (,maligne
gastrointestinale Tumoren®) um eine eher seltene Mutation. Der SNP
IVS10-96A>G kam sogar unter 459 analysierten Proben nur einmalig vor.
Weder IVS10-114G>A noch IVS10-96A>G wurden in der Toxizitatsgruppe
gefunden. Folglich sind diese Mutationen hdchstwahrscheinlich, insbesondere
aufgrund ihrer Lage im Genom, von untergeordneter Bedeutung was die

Kausalitat fur 5-FU-bedingte Nebenwirkungen betrifft.

6.4 Risikofaktoren Alter, Geschlecht und Applikationsweise

Die Meta-analysis Group In Cancer beschreibt hdheres Lebensalter und
weibliches Geschlecht besonders im Zusammenhang mit nicht-hamatolo-
gischen Nebenwirkungen als Risikofaktor (vgl. 2.1.5 Nebenwirkungen, S.19;

Meta-analysis Group In Cancer, 1998b).

Ein Zusammenhang mit Nebenwirkungen konnte in dieser Arbeit fir den Faktor

LAlter” nicht nachgewiesen werden.

Im Gegensatz dazu erreicht die in der Literatur beschriebene Beobachtung,
dass eher Frauen Nebenwirkungen unter 5-FU-haltiger Therapie bekommen als
Manner allgemein fur Nebenwirkungen °lll - °IV mit einem p-Wert von 0,051 nur
knapp keine Signifikanz. Jedoch verhalt sich die Geschlechtsverteilung bei
nicht-hamatologischen Nebenwirkungen entgegengesetzt und ist hierbei mit
einem p-Wert von 0,061 fast signifikant. Hier manifestieren sich bei Frauen nur
in 37,1% der Falle Nebenwirkungen nicht-hamatologischer Art. Bei Mannern
hingegen sind 64,7% der Nebenwirkungen °lll - °IV nicht-hamatologischer
Natur. Unter den hamatologischen schweren Nebenwirkungen sieht man eine

statistisch signifikante Haufung bei Frauen (p = 0,043).

In Hinblick auf die Applikationsweise von 5-Fluorouracil decken sich die
Ergebnisse mit denen in Kapitel 2.1.8 Intravendse Applikationsweisen von

5-Fluouracil (S.22) erlauterten Beobachtungen der Literatur.
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Im gesamten Patientenkollektiv konnte eine statistisch signifikante Haufung an
starken Nebenwirkungen unter Bolusapplikation bzw. rascher Infusion tGber eine
Stunde gegeniber einer kontinuierlichen Dauerinfusion beobachtet werden
(p = 0,014).

In dem Teil des Patientenkollektivs mit genau dokumentierten starken
Nebenwirkungen war eine hamatologische Toxizitat nach Bolusapplikation bzw.
schneller Infusion Uber eine Stunde haufiger als nach kontinuierlicher

Dauerinfusion tber mehrere Stunden (p = 0,162).
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7. Zusammenfassung

Auch heutzutage ist 5-Fluorouracil, Gber 50 Jahre nach seiner Entdeckung,
noch immer ein bedeutendes Mittel fur die Chemotherapie vieler solider
Tumoren. Neben der Therapie des Mammakarzinoms hat es besonders bei
Darm- und Magenkarzinomen einen hohen Stellenwert. Die Weiterentwicklung
zu Capecitabine, einem oralen Chemotherapeutikum, ist besonders in Hinblick
auf Patientenkomfort und Lebensqualitéat von entscheidender Bedeutung. Ein
gro3es Problem bleibt jedoch die hohe Nebenwirkungsrate, sowohl bei der
intravendsen Applikation, als auch bei oraler Einnahme. Die Unterschiede der
auftretenden, durch 5-FU ausgeldsten Toxizitatserscheinungen sind einerseits
bedingt durch die an sich in der Normalbevélkerung zu findenden Varianz der
DPD-Aktivitdt. Zusétzlich kommen Varianten im DPYD-Gen hinzu, welche
Einfluss auf das Enzym haben kénnen. Seltene Polymorphismen, welche in der
Literatur als Risikovarianten eingestuft werden, sind ¢.1679T>G (vgl. Morel,
Boisdron-Celle et al., 2006; van Kuilenburg, Dobritzsch et al., 2002), sowie
c.2846A>T (vgl. Loganayagam, Arenas-Hernandez et al., 2010; van Kuilenburg,
Dobritzsch et al., 2002). Beide SNPs fiihren durch einen Basenaustausch an
kodierenden Stellen zu einem Aminosaureaustausch in der DPD (lle560Ser
bzw. Asp949Val) (ibd.). Desweiteren wurde die SpleilBmutation IVS14+1G>A
mit einer Allelfrequenz von 0,91% als Risikofaktor fur die Ausbildung 5-FU-
assoziierter Nebenwirkungen identifiziert (vgl. van Kuilenburg, Muller, 2001).
Neben diesen drei eher seltenen Faktoren wurde zudem ein haufigerer
Haplotyp nachgewiesen, bestehend aus den drei Intronmutationen
IVS5+18G>A, IVS9-51T>G, IVS6+139G>A, sowie der stillen Mutation
c.1236G>A (vgl. Amstutz, Farese et al, 2009) gekoppelt mit
€.1129-5923C>G (vgl. van Kuilenburg, Meijer et al., 2010), einer tiefen
Intronmutation. Hiervon steht ¢.1129-5923C>G durch Generierung einer
kryptische Donor-Spleif3stelle mit konsekutiver Leserasterverschiebung und
frihzeitigem Stoppcodon kausal im Zusammenhang mit der beobachteten
Assoziation dieses Haplotyps mit dem Auftreten von schwerer Toxizitat unter

fluoropyrimidinhaltiger Chemotherapie (ibd.).
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In dieser Arbeit wurde neben ¢.1236G>A bzw. ¢.1129-5923C>G, die Bedeutung
von c.496A>G, einer Variante in Exon 6 an hoch konservierter Stelle mit
resultierendem Aminosaureaustausch Met166Val (vgl. Gross, Busse et al.,
2008) untersucht, die haufig gekoppelt mit IVS10-15T>C im Intron 10 auftritt.

Es konnte gezeigt werden, dass Trager der Polymorphismen ¢.496A>G, IVS10-
15T>C und ¢.1236G>A bzw. ¢.1129-5923C>G eine deutliche Tendenz in

Richtung  Ausbildung von

£ Nebenwirkungen unter 5-FU-
% X | o] haltiger Chemotherapie zei-
E ST gen (vgl. Abbildung 42). Eine
E :_ Assoziation zwischen den ge-
E: nannten SNPs und schweren
2 ] ! 5-FU-bedingten Nebenwirkun-
_;E J gen konnte bei einem Signifi-
e e iesezices kanzniveau von 5% mit dieser
pripehmerpniss Arbeit nicht bewiesen werden.

Abbildung 42: Vorkommen der DPYD-Varianten Doch wurde dadurch ein Zu-
€.496A>G, IVS10-15T>C und ¢.1236G>A bzw. ¢.1129-
5923C>G im Patientenkollektiv in Hinblick auf sammenhang auch nicht aus-
Toxizitatserscheinungen unter 5-FU-haltiger . )
Chemotherapie geschlossen. Fur die Unter-
gruppe ,maligne gastrointesti-
nale Tumoren® war eine Assoziation von IVS10-15T>C (p = 0,050 fur den
T/C-Genotyp) und ¢.496A>G (p = 0,066 fur den A/G-Genotyp) mit schweren

5-FU-assoziierten Nebenwirkungen nur knapp nicht statistisch signifikant.

Fir die Verbesserung der Sicherheit einer antineoplastischen Therapie mit
5-FU ist die Identifizierung von potentiell toxisch reagierenden Patienten/-innen
von entscheidender Bedeutung. Durch ein solches Screening vor zytotoxischer
Therapie koénnte durch eine Dosisreduktion ein wichtiger Schritt in Richtung
einer individuell angepassten Dosierung erfolgen. Schwierig ist die Bewertung
bekannter Mutationen im DPYD-Gen. Eine Zuordnung der klassischen
Spleilmutationen an den unveranderlichen Spleilderkennungssequenzen im
Bereich der Exon-Intron-Grenzen, wie IVS14+1G>A (vgl. Vreken, van
Kuilenburg et al., 1996; Wie, McLeod et al., 1996) und IVS11+1G>T (vgl. van
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Kuilenburg, Meinsma et al., 2005), sowie die in dieser Arbeit entdeckte
Spleimutation 1VS12-1G>A, erscheint in Anbetracht der resultierenden
groRraumigen Veranderungen in der reifen mRNA mit zum Teil resultierendem
Funktionsverlust der DPD eindeutig. Mit der Intronmutation ¢.1129-5923C>G
wurde zudem eine Mutation aufRerhalb der Spleil3stellen beschrieben, welche
nachweislich ebenfalls Einfluss auf den SpleiRvorgang nimmt und zu der
Insertion eines 44 bp grof3en Fragments in die reife mMRNA mit konsekutivem
frihzeitigen Stoppcodon fuhrt (vgl. van Kuilenburg, Meijer et al., 2010). Der
vermeintliche Einfluss von ¢.1129-5923C>G auf die Enzymfunktion, sowie die
Tatsache der beschriebenen 100%igen Kopplung lasst auch eine eindeutige
Zuordnung des in dieser Arbeit analysierten Polymorphismus c¢.1236G>A zu,
wenngleich die Einordnung einer genetischen Veradnderung hinsichtlich ihres
toxischen Potenzials mit Hilfe der resultierenden Enzymaktivitat nicht
unproblematisch ist. Denn moglicherweise steht die DPD-Aktivitat im peripheren
Blut nicht in Zusammenhang mit dem Auftreten von schweren Nebenwirkungen
(vgl. Etienne, Lagrange et al., 1994; Di Paolo, Danesi et al., 2001). Van
Kuilenburg et al. beschreiben allerdings fir niedrige DPD-Aktivitdten ein
statistisch signifikantes, im Durchschnitt etwa 2-fach schnelleres Auftreten von
Nebenwirkungen als in der Kontrollgruppe mit normaler Enzymfunktion (vgl. van
Kuilenburg, Haasjes et al., 2000). Das Anhalten der aufgetretenen
Toxizitatserscheinungen unterschied sich hier jedoch nicht und dauerte
ungefahr 20 Tage (ibd.).

In einer kirzlich puplizierten Meta-Analyse von Meulendijks et al. (n = 7365)
konnte eine Assoziation zwischen fluoropyrimidinbedingter Toxizitat >Grad 3
(adjusted relativ risk RR = 1,59 [1,29 - 1,97], p < 0,0001) und dem Vorliegen
von ¢.1236G>A bzw. des korrespondierenden Haplotyps bestétigt werden (vgl.
Meulendijks, Henricks et al., 2015).

Alles in allem sollte ¢.1129-5923C>G respektive ¢.1236G>A a&hnliche
Konsequenzen auf die Wahl einer Chemotherapie haben, wie IVS14+1G>A.
Besonders fur diese klassische SpleiBmutation der DPYD, die eine eindeutige
Rolle im Zusammenhang mit 5-FU-assoziierten Nebenwirkungen spielt, jedoch
aufgrund ihres zwar mit einer Heterozygotenfrequenz von bis zu 1,8% (vgl. van

Kuilenburg, Muller et al., 2001) fur eine Spleilmutation recht haufigen,
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insgesamt jedoch eher seltenen Vorkommens nur einen Teil der Toxizitatsfalle
erklaren kann (vgl. Gross, Busse et al., 2008), gibt es in der Literatur konkrete
Vorschlage bezlglich der Planung einer antineoplastischen Therapie. In Frage
kommt generell nach Identifizierung durch Toxizitat besonders gefahrdeter
Patienten eine Reduktion der 5-FU-Dosis bzw. eine Anderung der
Applikationsweise, bis hin zu einer Umstellung auf eine fluoropyrimidinfreie,
alternative Chemotherapie. Es gilt hierbei einerseits zwischen einer
inadaquaten Chemotherapie mit konsekutiver Progression der Erkrankung und
andererseits dem Risiko starker Nebenwirkungen abzuwagen. Durch eine
toxizitatsassoziierte erhdhte Hospitalisationsrate und -dauer entstehen nicht nur
wirtschaftliche Nachteile, es sinken auch die Lebensqualitdt und der
Therapieerfolg der Betroffenen.

Deenen et al. untersuchten die nétige Dosisreduktion im Laufe einer Therapie
mit Capecitabine, kombiniert mit Oxaliplatin und Bevacizumab + Cetuximab, um
eine sichere Chemotherapie zu gewahrleisten. Hier benotigten Tréager des
IVS14+1G>A Allels durchschnittlich eine Reduktion um bis zu 50%. (vgl.
Deenen, Tol et al., 2011)

Gamelin et al. beschrieben in einer multizentrischen Studie genau wie solch
eine Dosisreduktion erfolgen kann. Zudem wurden die Unterschiede zwischen
den Toxizitatsreaktionen bei Dosisberechnung anhand der Korperoberflache
und bei Dosisermittlung durch primare, entsprechend einer wodchentlichen
Plasmakonzentrationsmessung von 5-FU durchgefihrten Dosisanpassung
ermittelt. Durch individuell angepasste Dosierungen konnte hier ein positiver
Effekt erzielt werden. (vgl. Gamelin, Delva et al., 2008)

Krych et al. beschreiben auf Grundlage pharmakokinetischer Untersuchungen
eine Art Provokationstest fir DPD-defiziente Patienten, um eine akzeptable
5-FU-Dosis zu ermitteln. Basis hierfur ist die Tatsache, dass die beobachteten
Halbwertszeiten und die Clearance bei partiell DPD-defizienten Patienten bei
niedrigen 5-FU-Dosierungen mit weniger als 500 mg 5-FU noch normwertig
sind. Ausgehend von einem Grenzbereich ab Dosen von 500 mg kann durch
kleinschrittige Steigerungen ein Verdacht auf eine teilweise DPD-Defizienz veri-
fiziert werden. Dies ist auch fiur partiell DPD-defiziente Patienten sicher
durchzufiihren. Der vorgeschlagene pharmakokinetische Test erfolgt mit einer

5-FU-Bolusgabe von 300 mg/m?. Nach Messung der Halbwertszeit, Clearance
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und ,AUC* (area under the concentration-time curve) wird entsprechend
weiterverfahren. (vgl. Krych, Heinemann et al., 2002)

Blasco et al. konnten an dem Fallbeispiel einer heterozygoten Tragerin von
IVS14+1G>A mit Mammakarzinom einpragsam darlegen, welchen Einfluss die
Applikation von Fluoropyrimidinen auf die Auspragung der beobachteten
Nebenwirkungen hat. Die 34-jahrige Patientin erlitt unter Capecitabine
(1200 mg/m? 2x tgl.) eine Toxizitat °Ill - °IV und musste bereits am Tag 16 der
Therapie stationar aufgenommen werden. Aufgrund des nun erfolgten
Nachweises der Exon 14-Skipping Mutation wurde Capecitabine abgesetzt. Bei
Progression der Erkrankung wurde trotz der beschriebenen Toxizitat mit einer
kontinuierlichen 5-FU-Infusion begonnen, zunéchst mit 225 mg/m?%d. Auch hier
wurden regelmaflige Plasmakonzentrationsbestimmungen durchgefuhrt. Nach
Ausbleiben schwerer Nebenwirkungen wurde die Dosis langsam gesteigert.
Trotz der durch IVS14+1G>A vorliegenden partiellen DPD-Defizienz wurden
bis zu 600 mg/m?%d toleriert. Die Patientin konnte im Gegensatz zu der oralen
Therapie mit dem 5-FU-Prodrug Capecitabine nicht nur eine kontinuierliche
Therapie mit 5-FU tolerieren, sondern war bereits 2 Jahre zuvor bei 6 Zyklen
FEC trotz der vorliegenden, damals noch nicht diagnostizierten Spleiimutation
IVS14+1G>A bezuglich Nebenwirkungen unauffallig gewesen. (vgl. Blasco,
Boisdron-Celle et al., 2008)

Im Gegensatz dazu entschieden sich Volk et al. bei Progression eines
metastasierten Kolonkarzinoms im Falle eines Patienten mit hereditarer
partieller DPD-Defizienz nach Ausbildung einer schwerwiegenden 5-FU-
assoziierten  Toxizitdt mit konsekutivem, bedingt durch pulmonale
Komplikationen langerem Aufenthalt auf Intensivstation, fur die Durchfihrung
einer fluoropyrimidinfreien Chemotherapie (vgl. Volk, Reinke et al., 2001). An
diesem Beispiel wird sowohl die individuelle Problematik sichtbar, denn
aufgrund der schwerwiegenden Komplikationen durch die Chemotherapie mit
5-FU war eine zeitnahe Weiterflhrung der antineoplastischen Therapie nicht
mdglich, was vermeintlich zur Tumorprogression fihrte. Auf der anderen Seite
lasst der durch die starke Toxizitat bedingte langerfristige Intensivaufenthalt den

hohen Kostenfaktor vermuten.
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Im Gegensatz zu ¢.1236G>A bzw. ¢.1129-5923C>G bleibt die Bedeutung von
c.496A>G bei widerspruchlicher Datenlage weiter fraglich. Doch besonders in
Hinblick auf das eher haufige Vorkommen dieses Polymorphismus mit einer
Allelfrequenz von bis zu 10,7% unter Tumorpatienten (vgl. Schwab, Zanger et
al., 2008) ware die Unterschéatzung seines toxischen Potenzials ungunstig. Es
liegt die Vermutung nahe, dass c.496A>G je nach Tumorart und demnach
vermutlich abhangig von dem applizierten Chemotherapieschema eine
unterschiedliche Bedeutung zukommt. Diese Beobachtung in dieser Arbeit
deckt sich mit einer friheren Studie, bei der eine Assoziation von c.496A>G mit
5-FU-bedingten Nebenwirkungen abhangig von der Tumorentitat beobachtet
wurde (vgl. Gross, Busse et al., 2008).

Einerseits wére es sinnvoll, bei noch gréRerer Fallzahl den Zusammenhang von
c.496A>G weiter zu untersuchen, um den Beweis bei einem Signifikanzniveau
von 5% erbringen zu kénnen. Anderseits stellt sich die Frage, ob nicht in der
modernen Zeit auch im Falle der 5-FU-Dosisberechnung ein Schritt in Richtung
einer zunehmend individualisierten Medizin gegangen werden konnte. In
anderen Bereichen, z.B. bei der antibiotischen Therapie mit Vancomycin oder
Gentamycin, sind Messungen der Arzneimittel-Plasmaspiegel bis zu einem Mal
am Tag in hochstem MaRe ublich. Ein engmaschiges Monitoring der
Plasmaspiegelkonzentration von 5-FU wahrend einer antineoplastischen
Therapie, vergleichbar mit dem oben beschriebenen Vorgehen von Gamelin et
al. (vgl. Gamelin, Delva et al., 2008), erscheint auch bei Vorliegen von
c.496A>G verhaltnismaliig, bei Hochrisikovarianten wie z.B. IVS14+1G>A, oder
€.1129-5923C>G sogar als obligat. Es sind gentgend Varianten des DPYD-
Gens nachgewiesen, die ein pratherapeutisches Screening rechtfertigen.
Hierbei ware c.496A>G ohne grofien Mehraufwand zusatzlich detektierbar.

Eine Dosisanpassung wahrend einer 5-FU-haltigen Chemotherapie bei DPD-
Defizienz respektive bei Vorliegen eines DPYD-Risikopolymorphismus kdnnte
durch ein Monitoring der 5-FU-Plasmaspiegel erfolgen, &hnlich einer
pharmakologischen Therapie bei Nierenversagen, bei der primar die
Dosisanpassung des Medikaments entsprechend der Nierenfunktion im
Vordergrund steht und nicht zwingend ein kompletter Verzicht.
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1 2 3
Leukopenie G/l 3,0-39 2,0-29 1,0-1,9 <1,0
Thrombo- Gll 75,0 —normal | 50,0~74,9 | 250-49,9 <25,0
zytopenie
Anamie Hb in [g/dl] 10,0 — normal 8,0-10,0 6,5-7,9 <6,5
Neutropenie x 10%/ul 1,5-1,9 1,0-1,4 0.5-0,9 <05
1 2 3 4
Billirubin | <1,5xN 1,5-3,0xN >3,0xN
Transaminasen (GOT, GPT) 25xN 26-50xN | 51-20,0xN | >20,0xN
1 2 3 4
ausreichend
Nahrungs- Nahrungsaufnahme keine signifikante L
aufnahme deutlich vermindert | Nahrungsaufnahme
maoglich
> 10 x in 24 h oder
1xin24 h 2—-5xin24h 6—-10xin24h parenterale

Unterstiitzung nétig

Zunahme von

Zunahme von

Zunahme von

. 7-9 Zunahme von > 10
2-3 4 —6 Stuhigangen/d | o s 0en/d Stuhlgéngen/d
Stuhlgangen/ | nachtlicher Stuhlgang Inkonti blutiae Diarrh
dim oder nkontinenz utige Diarrhoe
. v oder oder parenterale
Vergleich zu maRige . e
X schwere Unterstuitzung nétig
vorher Bauchkrampfe N
Bauchkrampfe
schmerzlose
Ulzerationen schmerzhaftes schmerzhaftes
Erythem ~ Erythem ~ Erythem parenterale oder
oder Odem oder Ulcus Odem oder Ulcus enterale
geringfligige Nahrungsaufnahme | Nahrungsaufnahme | Unterstiitzung nétig
Schmerz- moglich nicht moglich
haftigkeit
1 2 3 4
vereinzelte
vereinzelte Maculae/Papulae generalisierter exfoliative
Maculae/Papulae Erythem symptomatischer
. . . oder ul-
Erythem mit Juckreiz oder Ausschlag mit :
zerierende
anderen Maculae, Papulae oder I
. - . Dermatitis
asymptomatisch assoziierten Vesiculae
Symptomen
1 2 3 4
. ausgepragter oder
milder vollstandiger - -
Haarverlust
Haarverlust
1 2 3 4
milde milder oder starke(r) Verlust der
Parasthesien méRiger Verlust der Sensorik/Parasthesien L
Verlust von 9 : Beeintrachtigung der
Sensorik ;
Sehnenreflexen Funktion
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1 2 3 4
D sésth-tle-gilé?gglr%sthesie feuchte Desquamation
y Kribbeln schmerzhaftes Erythem mit Ulzerationen
Schwellung Blasenbildung
schmerzlose(s) Schwellung starke Schmerzen
E O?\?ém mit Beeintrachtigung im Alltag mit ausgepragter
. ryntem Beeintrachtigung
keine Beeintrachtigung

0 1 2 3 4 5

selbstversorgend

Selbstversorgung

uneinge- nicht bettlagerig nur begrenzt
schrankte nur leichte Arbeit méglich vollig

Aktivitat (z.B. Hausarbeit) weniger als 50% pflegebedurftig Tod

moglich der Tageszeit mehr als 50% der
asympto- ruhebedurftig Tageszeit bettlagerig
matisch symptomatisch ruhebedirfti
leichte Arbeit
unmdoglich
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Chemoschemata’

Bolusapplikation:

Infusions- .
Mayo daer |91 ds d15 d22 fur Gl-Tumoren
Leukovorin 20 mg/m” Bolus _|v flr Mammakarzinom
5-FU 426 mgim’ | Bolus |v Bestrahlung
Wiederholung: d29
Vv |Bolus
Infusions- Pumpe
Machover daver |1 a8 da1s dz2 Infusion aber 1-2h
Leukovorin 200 mgim® | Bolus [v p.o. Tablette
5-FU 400 mg/m* | Bolus |v Mehrtagespumpe l4uft
Wiederholung: d29 _ |bis zu diesem Tag
Applikation tber 1h:
CMF Infusions-| ds d15 d22
dauer
Cyclophosphamid|500 mg/m’ 1h
Methotrexat 40 mg/m* Bolus
5-FU 600 mg/m? 1h
Wiederholung: d29
FEC Infusions- d1 ds d15
dauer
Cyclophosphamid|500 mg/m® 1h
Epirubicin 100 mg/m® | Bolus
5-FU 500 mg/m’ 1h
Wiederholung: d22
kontinuierliche Dauerinfusion:
PLF Infusions- d1 ds d15 d22 d29 d36 d43
dauer
Cisplatin 50 mg/m* 1h
Leukovorin 500 mg/m’ 2h
5-FU 2000 mgim?|  24h
Wiederholung: d50
OLF Infusions- di ds d15 d22 d29 d36 d43
dauer
Oxaliplatin 85 mg/m? 2h
Leukovorin 500 mg/im* 2h
5-FU 2000 mg/m”|  24h
Wiederholung: d50
Irinotecan/5-FU/FA Infusions-
(Douillard - AIO) Fi— ds d15 d22 d29 d3é d43
Irinotecan 180mgm’ | 15h
Leukovorin 500 mg/im® 2h
5-FU 2000 mg/im?| 24h

Wiederholung: d50

" entsprechend dem jeweiligen Therapieplan der behandelnden Klinik; Darstellung angelehnt an

CD zu Engelhardt, Berger et al., 2010
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Wiederholung: d36

Bolusapplikation und Dauerinfusion:

Ardalan Infusions-| ., ds d15 d22 d29 d36 da3
dauer
Leukovorin 500 mg/m? 2h
5-FU 2000 mg/m?*[  24h
Wiederholung: d50
Cisplatin/5-FU '"f;':;z'r‘s' d1 ds d15 d22
Cisplatin 100 mg/m? 1h
5-FU 1000 mg/m’| 24h
Wiederholung: d29
FUFOX Infusions-| ds d15 d22 d29
dauer
Oxaliplatin 50 mg/m? 2h
Leukovorin 500 mg/m® 2h
5-FU 2000 mg/m?| _24h

(Kontroll

CAOQ/ARO/AIO-04 Studie

arm)

Infusions-
dauer

Radiotherapie

1.8 Gy

5-FU

1000 mg/m’

24h

OPERATION

5-FU

[s00mgm? | Botus Iviv [T [ [ [TITTTTIITTITT]]]]

Wiederholung: d29 (4 Kurse)

Infusions-

FOLFOX 4 — d8
Oxaliplatin 85 mg/m? 2h
Leukovorin 200 mg/m? 2h
5-FU 400 mg/m? | Bolus
5-FU soomgm?| 22h [l
Wiederholung: d15

FOLFOX 6 InfisIons: a1 d8
Oxaliplatin 85 mg/m’ 2h
Leukovorin 400 mg/m’ 2h
5-FU 400 mg/m® | Bolus
5-FU 2400mgm’| 44h W
Wiederholung: d15

Folfiri Infastons: s ds

Irinotecan 180mgm* | 15h
Leukovorin 400 mg/im’ 2h
5FU 400 mg/m2 | Bolus
5-FU 2400mg/m’] 46h -

Wiederholung: d15
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orale Applikation (Capecitabine):

CapOx=Xelox '"Z’::;rr's' d1 ds d15
Oxaliplatin 130 mg/m? 2h
Capecitabine 1000 mg/m?[(2x/d p.o.)

Wiederholung: d22

XELIRI '"f;'s”"“' d d8 d15
auer
Irinctecan 250 mg/m* 2h

Capecitabine 1000 mg/m*|(2x/d p.o.)
Wiederholung: d22
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