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Zusammenfassung Xl

Zielsetzung: Bei der Strahlentherapie von Krebserkrankungen kénnen akute Nebenwirkungen im
Normalgewebe auftreten, die im schlimmsten Fall einen Abbruch der Therapie erfordern. Bisher gibt
es keinen pradiktiven Test, der verlasslich voraussagt, wie strahlenempfindlich ein Patient ist. Die bis
dato vorhandenen in vitro Testmethoden sind fiir den klinischen Einsatz nur wenig geeignet. Die DNA-
Reparatur ist bei der Reaktion von Zellen und Geweben auf eine Strahlentherapie wichtig. Die mRNA-
Expression in DNA-Reparatur-Genen (ATM, APEX1, BRCA1, BRCA2, ERCC1, MDM2, TP53 und
TOP3A) von Krebspatienten vor einer Strahlentherapie sollte deshalb als méglicher Biomarker fir eine
StrahlenUberempfindlichkeit untersucht werden. In diesem Zusammenhang sollten zusatzlich
Genvarianten in den Genen ERCC1, MDM2 und TP53 analysiert werden.

Material und Methoden: In der vorliegenden Studie wurden 405 Prostatakrebspatienten untersucht,

von denen 54 akute Nebenwirkungen zeigten. Im Rahmen der Arbeit wurde die Methode der relativen
Real-Time PCR mit vorhergehender Reverser Transkription optimiert und fir die Expressionsanalysen
eingesetzt. Fur die Untersuchung der Polymorphismen dienten die Analyse von Schmelzkurven mit
Hybridisierungssonden und Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus. Im Rahmen des Projekts
wurden die Reaktionen der Patienten auf die Strahlentherapie in der Klinik erfasst. Uber die Patienten
wurde eine umfangreiche Datenbank mit epidemiologischen und anthropometrischen Daten sowie
Angaben zum Lebensstil erstellt. Zusatzlich wurden in der Arbeitsgruppe anhand der Lymphozyten
jedes Patienten zellulare in vitro DNA-Reparatur-Parameter mit dem Comet-Assay bestimmt. Die
Blutplasmawerte fiir folgende Antioxidantien wurden gemessen: Ascorbinsaure, die Tocopherole a-
und y-Tocopherol und die Carotinoide a- und B-Carotin, Canthaxanthin, Cryptoxanthin und Lutein.
Ergebnisse: Die Patienten zeigten betrachtliche interindividuelle Unterschiede in der konstitutiven
mRNA-Expression (37fach im Falle von MDMZ2). Die Expressionswerte einzelner Gene waren
teilweise stark miteinander korreliert. Als Einflussfaktoren auf die konstitutive mRNA-Expression
wurden die Antioxidantienkonzentrationen im Blut, vor allem die der Carotinoide, und die
Prostatektomie identifiziert. Die Auspragung eines bestimmten Haplotyps fir das Gen ERCC1 zeigte
einen statistisch signifikanten Zusammenhang mit der mRNA-Expression. Die zellulare DNA-
Reparatur-Kapazitat und der Hintergrundschaden in den untersuchten Lymphozyten waren statistisch
signifikant mit der mMRNA-Expression bestimmter Gene korreliert. Die klinische Strahlenempfindlichkeit
war nicht statistisch signifikant mit der konstitutiven mRNA-Expression assoziiert. Das héchste Odds
Ratio von 2.08 (95% Confidence Interval: 0.9-4.78) fur eine Strahlenuberempfindlichkeit zeigten
Patienten mit einer erhdhten Expression von MDM?2.

Schlussfolgerungen: Die Regulation der konstitutiven mRNA-Expression ist ein komplexer Vorgang,

der von endogenen und exogenen Faktoren beeinflusst wird. Um die mRNA-Expression als Biomarker
einsetzen zu koénnen, missen diese Einflussfaktoren erkannt werden. Die vorliegende Studie
identifizierte die Auspragung eines Haplotyps des ERCC7-Gens und das Vorhandensein von
Tumorgewebe als endogene Einflussfaktoren und den Status der Antioxidantien als exogenen
Einflussfaktor. Darliber hinaus zeigte sich ein Zusammenhang zwischen der in vivo mMRNA-Expression
von DNA Reparaturgenen und der zellularen in vitro DNA-Reparatur. Die hier erhaltenen Erkenntnisse
leisten damit einen Beitrag zum Verstandnis der Regulation und Auswirkung der konstitutiven mRNA-
Expression von DNA-Reparaturgenen in vivo und deren Nutzung als Biomarker fir die

Strahlenempfindlichkeit.






Summary Xl

Aims: Radiotherapy of cancer diseases might provoke acute side effects in normal tissue. The severity
of side effects can necessitate the termination of radiotherapy. Until now, there is no reliable predictive
test for radiosensitivity of patients and the available in vitro tests are not suited for clinical practise.
DNA repair plays an important role in reactions of cells and tissues to radiotherapy. Thus, the mRNA
expression of DNA repair genes (ATM, APEX1, BRCA1, BRCA2, ERCC1, MDM2, TP53 and TOP3A)
in cancer patients prior to radiotherapy might be a promising biomarker for radiosensitivity. In this
regard genetic variants in the genes ERCC1, MDM2 and TP53 were determined. This study was
conducted to contribute to the development of a test for hyper-radiosensitivity.

Materials and methods: Four hundred and five prostate cancer patients were included in our study

with 54 showing severe acute side effects. An optimized version of the reverse transcription-coupled
relative real-time PCR was used for mRNA expression analysis. Genetic variants were determined
using melting curve analysis with hybridisation probes and restriction fragment length polymorphism
analysis. The reaction of patients to radiotherapy was recorded in the clinic and a database containing
epidemiologic, anthropometric and life style data of all patients was established. Within the project, the
cellular in vitro DNA repair parameters of lymphocytes of every patient were analysed with the comet
assay. In addition, the concentration of antioxidants in blood plasma was measured for: ascorbic acid,
a- and B-carotene, canthaxanthin, cryptoxanthin, lycopene, lutein, a- and y-tocopherol. The influence
on mRNA expression was studied.

Results: A considerable interindividual variation in constitutive mRNA expression was found between
patients (up to 37-fold differences for MDM?2). Significant correlations in mMRNA expression levels
between genes were detected. Influencing factors associated with constitutive mMRNA expression were
antioxidant concentration in blood plasma, mainly the carotinoids, and prostatectomy. A distinct
ERCC1 haplotype showed a significant association with decreased mRNA expression. Significant
correlations between DNA repair capacity, background damage and mRNA expression of specific
genes were found. The constitutive mMRNA expression was however not significantly associated with
radiosensitivity. The highest odds ratio of 2.08 (95% confidence interval: 0.9-4.78) was found for
patients with an elevated MDM2 mRNA expression.

Conclusions: The regulation of constitutive mRNA expression is complex and influenced by
endogenous and exogenous factors. For a successful use of mMRNA expression as a biomarker, it is
crucial to identify these influencing factors. In this study, an ERCC1 haplotype and the presence of
tumor tissue were identified as endogenous factors and the concentration of antioxidants in the blood
plasma as an exogenous factor associated with mRNA expression. In addition, the association of in
vitro DNA repair capacity and in vivo mRNA expression was shown. These results might contribute to
a better understanding of regulation and consequences of constitutive mMRNA expression of DNA

repair genes in vivo and their possible use as a biomarker for radiosensitivity.
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Einleitung 1

1. Einleitung

Die Strahlentherapie ist neben der Chirurgie und der Chemotherapie eine der wichtigsten
Therapiemethoden von Krebserkrankungen (Lobrich und Kiefer, 2006). Bei der
Strahlentherapie wird durch eine externe oder interne Strahlungsquelle hochenergetische
Strahlung auf den Tumor gerichtet. Vereinfacht betrachtet beruht ihre Wirkung darauf, dass
im durchstrahlten Gewebe Energie abgegeben wird. Diese Energie fuhrt zur direkten DNA-
Schadigung im Zellkern (Pitozzi et al., 2006). Zusatzlich kommt es zu einer indirekten
Schadigung der DNA durch reaktive Sauerstoffverbindungen (ROS, reactive oxygen
species). ROS entstehen bei der Radiolyse des in den Zellen enthaltenen Wassers (Prise et
al., 2006) und greifen sowohl die DNA als auch andere in den Zellen enthaltenen Molekiile
an. Die direkte und indirekte Schadigung der DNA flhrt in der Folge zum Zelltod (Sancar et
al., 2004). Werden alle Tumorzellen auf diese Weise abgetdtet, ist eine Strahlentherapie
erfolgreich und der Patient geheilt.

Genau betrachtet kommen noch weitere Effekte bei der Strahlentherapie zum Tragen, da
durch die Strahlung nicht nur die DNA, sondern auch die Proteine und Membranen in den
Zellen geschadigt werden. Zellen in der Teilungsphase sind starker strahlenempfindlich
(Pawlik und Keyomarsi, 2004), deshalb kann die Strahlentherapie besonders effektiv gegen
das proliferierende Tumorgewebe eingesetzt werden. Theoretisch kénnte jeder Tumor durch
eine ausreichend hohe Strahlendosis abgetétet werden, das wirde jedoch unkontrollierbare

Risiken fir das mitbestrahlte normale Gewebe mit sich bringen (Rosen et al., 2000).

1.1 Die Strahlentherapie des Prostatakarzinoms

Prostatakrebs ist neben Hautkrebs die haufigste Krebsart der mannlichen Bevélkerung in der
westlichen Welt (Hsing und Chokkalingam, 2006). Er ist dort die zweithaufigste
krebsbegriindete Todesursache unter Mannern (Konstantinos, 2005). Die Atiologie des
Prostatakarzinoms ist trotz einer grof3en Anzahl an Studien nicht geklart. Die einzigen bisher
gesichert feststehenden Risikofaktoren flr Prostatakrebs sind ein hohes Alter, die ethnische
Herkunft und eine familidre Disposition. Als weitere nicht gesicherte Risikofaktoren gelten
unter anderem KorpergréRe, Ubergewicht, Erndhrung und chronische Entziindungen der
Prostata (Sequoia et al., 2006; van der Poel, 2006; Wolk, 2005). Als haufigste Therapien fir
das Prostatakarzinom werden die Strahlentherapie und die radikale Prostatektomie
eingesetzt (Nilsson et al., 2004). Zusatzlich oder als eigenstidndige Therapie wird die
Hormontherapie @ angewandt. Die  Hormontherapie, bei der das mannliche
Geschlechtshormon Testosteron medikamentds unterdrickt wird, flihrt zur Verkleinerung der
androgen-abhangigen Prostata und des Tumors. Diese Therapie ist solange Erfolg
versprechend bis der Tumor hormonunabhangig wird. Die Hormontherapie hat eine positive

Auswirkung auf nachfolgende Therapien und auf die Lebensqualitat der Patienten (Kumar et
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al., 2006). Bei der radikalen Prostatektomie werden die Prostata und optional die
angrenzenden Lymphknoten, das Kapselgewebe, der Harnblasenhals oder die Samenblasen
chirurgisch entfernt (Prezioso et al., 2006). Die Entscheidung Uber die Therapiemodalitaten
fallt der behandelnde Arzt anhand verschiedener Faktoren. Es werden der Wert des
prostata-spezifischen Antigens (PSA)-Wert, der Gleason-Score, das Tumorstadium, der
Lymphknoten-Status und der Metastasen-Status fiir die Entscheidung herangezogen. Der
PSA-Wert (Chybowski et al., 1991) korreliert mit dem Tumorstadium. Das Tumorstadium
beschreibt die lokale Ausdehnung des Tumors, der Gleason-Score (Gleason, 1960) bewertet
die Malignitat des Tumors nach seiner Histologie. Der Lymphknoten- und Metastasen-Status
bewertet einen Tumorbefall der Lymphknoten oder das Vorhandensein von Metastasen.

Die Strahlentherapie der Prostataloge kann durch externe perkutane Strahlentherapie oder
durch eine Brachytherapie erfolgen (Denmeade und Isaacs, 2002). Bei der Brachytherapie
wird strahlendes Material in den Prostatatumor eingebracht. Bei der externen
Strahlentherapie wird eine 3D-geplante Bestrahlung der Prostataloge durchgefuhrt
(Koukourakis und Touloupidis, 2006). Die Bestrahlung erfolgt fraktioniert, in der Regel in
Dosen von 2 Gy pro Sitzung, bis eine Gesamtdosis von etwa 70 Gy erreicht wird. Die
Strahlendosis wird fraktioniert auf den Tumor gestrahlt, da geringere Strahlendosen vom

normalen Gewebe besser toleriert werden (Fowler, 2005).

1.2 Die Nebenwirkungen der Strahlentherapie

Nebenwirkungen der Strahlentherapie treten im mitbestrahlten normalen Gewebe auf. Sie
werden generell in 2 Kategorien eingeteilt, die akuten Nebenwirkungen und die spat
auftretenden Nebenwirkungen (Rosen et al., 2000). Die akuten Nebenwirkungen treten im
Behandlungszeitraum oder kurz danach auf und klingen in der Regel innerhalb von 2
Monaten ab. Die spat auftretenden Nebenwirkungen treten 6 bis 9 Monate nach der
Bestrahlung in Erscheinung und kénnen als chronische Beschwerden bestehen bleiben.

Die akuten Nebenwirkungen betreffen vor allem Gewebe mit einer hohen
Zellteilungsaktivitat, z.B. das Knochenmark, die Epidermis oder die Schleimhaute (Stone et
al., 2003). Im Falle der Bestrahlung der Prostata sind die Schleimhaute der Blase, des
Harnleiters und des Darms besonders haufig betroffen (Peeters et al., 2005a). Das Spektrum
der Nebenwirkungen in diesem Bereich reicht von Stérung der Blasen- und Darmfunktion bis
hin zu akuter Zystitis und Proktitis (Fransson et al., 2002). Die akuten Nebenwirkungen treten
auf, wenn funktionell wichtige Zellen eines Gewebes durch die Strahlentherapie oder
normales Altern absterben und nicht aus dem strahlengeschadigten Stammzellenvorat des
Gewebes ersetzt werden kdnnen (Rosen et al., 2000; Stone et al., 2003). Zusatzlich aktiviert
die Strahlung die Ausschuittung verschiedener entziindungsauslésender Cytokine (Stone et

al., 2003). Ein weiterer Effekt der Strahlung ist die Zerstérung der mikrovaskularen Gefale



Einleitung 3

und damit eine Ischamie des Gewebes, sowie die Bildung von Thromben (Fajardo, 2005).
Einflussfaktoren, die dem Auftreten der akuten Nebenwirkungen entgegenwirken sind die
Aktivierung von ruhenden Stammzellen im bestrahlten Gewebe und eine Beschleunigung
des Zellzyklus der sich teilenden Zellen. Ein weiterer wichtiger Einflussfaktor ist die
Reparatur der DNA-Schaden in den funktionstragenden Zellen, die Uber den zeitlichen
Ablauf der Strahlentherapie keine letale Schadensmenge akkumuliert haben. Dadurch wird
die Funktion des Gewebes aufrecht erhalten (Rosen et al., 2000).

Die spat auftretenden Nebenwirkungen der Strahlentherapie sind verzégerte Gewebe- oder
Organschaden. Im Extremfall kbnnen sekundare Tumore entstehen. Im Fall der Bestrahlung
der Prostata treten sie im Bereich des Urogenitaltrakts und des Enddarms auf. Die
Symptome sind unter anderem Nykturie und rektale Blutungen (Peeters et al., 2005a). Die
Auspragung der spat auftretenden Nebenwirkungen hangt von verschiedenen klinischen
Parametern ab, dem Typ und Dosis der Strahlung, dem Bestrahlungsvolumen und
sekundaren Therapien sowie dem Alter und Gesundheitszustand der Patienten. Dazu
kommen noch biologische Faktoren wie z.B. genetische Unterschiede in der
Strahlenempfindlichkeit (Rosen et al., 2000).

1.3 Biologische Ursachen einer erhéhten Strahlenempfindlichkeit

Bisher sind Ursachen der starken interindividuellen Unterschiede in der
Strahlenempfindlichkeit nicht ausreichend geklart und verstanden. Als Ansatzpunkt fur eine
Erklarung wurden Erbkrankheiten, wie Ataxia teleangiectasia, Nijmegen-Breakage-Syndrom
oder die Fanconi-Anamie untersucht, bei denen die Betroffenen einen besonders
radiosensitiven Phanotyp zeigen (Andreassen, 2005). Diese Ergebnisse lassen sich aber nur
zum Teil auf nicht betroffene Personen Ubertragen. In den Zellen einer gesunden Person
agiert die Strahlung als genotoxischer Stress, der auf ein komplexes molekulares Netzwerk
einwirkt und sehr spezielle zellulare Aktionen in Gang setzt (Amundson et al., 2001). Auf
zellularer Ebene bewirkt die Strahlung eine Aktivierung der DNA-Reparatur und der damit
eng verknupften Zellzykluskontrolle (Bourguignon et al., 2005). Die Ursache der
interindividuellen Unterschiede in der Strahlenempfindlichkeit lassen sich daher zu einem
Teil durch Unterschiede in Ablauf und Steuerung dieser beiden Mechanismen erklaren
(Benotmane, 2004). Zwillingsstudien deuten darauf hin, dass die interindividuellen
Unterschiede in der DNA-Reparatur zu einem bedeutenden Teil erblich verankert sind (Wu et
al., 2006).

1.3.1 Die DNA-Reparatur und die Zellzykluskontrolle

Die Instandhaltung des Genoms und der darin enthaltenen Information ist fir Lebewesen

eine essentielle Aufgabe. Schaden an der DNA konnen durch verschiedene Ursachen
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entstehen. Die drei wichtigsten Schadensquellen sind laut Hoeijmakers Umwelteinflisse,
endogene zelluldre Reaktionen und die chemische Instabilitdt der DNA selbst. Zu den
wichtigsten Umwelteinflissen z&hlen UV- und ionisierende Strahlung (ionising radiation, IR)
oder genotoxische Chemikalien (Hoeijmakers, 2001).

Bei endogenen Reaktionen im Metabolismus der Zellen entstehen teilweise ROS (Valko et
al., 2006). Sie stammen zu einem groRen Teil aus dem oxidativen Metabolismus der
Mitochondrien (Singh, 2006), sowie aus Peroxisomen (Jezek und Hlavata, 2005) und fihren
zu einer Vielzahl oxidativer Schaden der DNA (Nakabeppu et al., 2006). Versucht die Zelle
durch Replikation oder Translation die geschadigte DNA abzulesen, kdnnen weitere
Schaden entstehen (Hanawalt et al., 2003). Die DNA zeigt unter physiologischen
Bedingungen eine thermodynamische Instabilitdt (Lindahl, 1993). Es kann zur spontanen
Hydrolyse ihrer chemischen Bindungen kommen. Dies kann zu abasischen Stellen in der
DNA und zur Veranderung einzelner Basen mit nachfolgender Fehlpaarung fihren
(Hoeijmakers, 2001).

Exogene Schadensquellen wie UV-Strahlung fliihren unter anderem zu Basendimeren und
oxidativen DNA-Schaden (Pattison und Davies, 2006). Chemikalien konnen sehr
unterschiedliche DNA-Schaden erzeugen. Sie fuhren zu DNA-Strangverknupfungen,
Alkylierungen und verschiedenen DNA-Addukten (Noll et al., 2006). Bei der Strahlentherapie
entstehen als schwerwiegendste Schaden Doppelstrangbriiche in der DNA (Pinto et al.,
2005). Zusatzlich werden durch die Radiolyse des Wassers ROS erzeugt, die oxidative
Schaden erzeugen (Srinivasan et al., 2006).

Um der Vielzahl der unterschiedlichen Schadigungen der DNA aus exogenen und
endogenen Quellen begegnen zu koénnen, sind auf zellularer Ebene mehrere
Reparaturmechanismen  vorhanden  (Abbildung 1.1). Man kann die  DNA-
Reparaturmechanismen in 5 Hauptwege einteilen. Die direkte Reparatur der Basen kommt
beim Menschen nur in Form des ,Selbstmordenzyms® O°f-Methlyguanin-DNA-
Methlytransferase vor. Die Basenexzisionsreparatur (BER) korrigiert Basenmodifikationen,
abasische Stellen und Einzelstrangbriche. Von der Nukleotidexzisionsreparatur (NER)
werden groRere DNA-Addukte, Basendimere und DNA-Quervernetzungen beseitigt (Sancar
et al., 2004). Die Basenfehlpaarungsreparatur entfernt mit Hilfe von DNA-Polymerasen falsch
eingefiigte Basen oder durch Insertionen oder Deletionen entstandene DNA-Schlaufen
(Hoeijmakers, 2001). Far die Doppelstrangbruch-(DSB)-Reparatur stehen 2 Mechanismen
bereit. Je nach Zeitpunkt im Zellzyklus werden die homologe Rekombination (HR) oder die
nicht-homologe Endverknipfung (NHEJ) durchgefiihrt (Hoeijmakers, 2001; Sancar et al.,
2004).

Um den Zellen Zeit zu geben, die DNA-Schaden zu beseitigen, ist die DNA-Reparatur eng
mit der Zellzykluskontrolle verknupft (Scully und Xie, 2005). Durch die IR wird in den Zellen
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ein breites Spektrum von DNA-Schaden induziert, bei deren Reparatur vor allem die BER

und die DSB-Reparatur eine Rolle spielen, zu einem geringeren Teil auch die NER.

Schadensquellen Auswirkungen
IR, ROS, U'-Licht, IR, o
spontane polycyclische Anfitumor-  Replikations- y
Reaktion aromatische  Medikamant fehler | Zellzyklus-
Werh. 1_ » arrest
f (voribergehend)
Inhibition der
| - Transkription
- Replikation = Apoptose
8-Oxoguanine, DMA-Addukte, Strang- Fehlpaarung, ) ?hrnmosomen-
AP-Stellen, Basendimere  Verknipfung, Insertionen, rennung
ESE, DSB DSB Deletionen
Basen- Mukleatid- DsB- Basen-
exZisions- exzZisions- Feparatur fehlpaarungs- Mutationen |
reparatur reparatur (HR, NHE.I) reparatur — Krabs,
Chromosomen- =& ZFelialterung,
- briiche Erbkrankheiten
Reparaturmechanismen

Abbildung 1.1: DNA-Schadensquellen und Reparaturmechanismen in Anlehnung an
(Hoeijmakers, 2001)

1.3.1.1 Basenexzisionsreparatur

Der BER-Weg (Abbildung 1.2) wird unter normalen Bedingungen hauptsachlich bei DNA-
Schaden eingeschlagen, die durch den zellularen Metabolismus entstehen. Dazu gehdren
Schaden durch ROS, Methylierungen, Deaminierungen und Hydroxylierungen (Hoeijmakers,
2001).

Bei der Strahlentherapie wird IR eingesetzt. Das mit IR bestrahlte Gewebe besteht bis zu
80% aus Wasser, deshalb ist eine Hauptreaktion die Radiolyse des Wassers (Srinivasan et
al., 2006). Bei der Radiolyse des Wasser entstehen ROS, wie z.B. OH’, H’, H;O". Die ROS
verursachen oxidative Schaden an der DNA (Nair et al., 2001) und anderen
Makromolekiilen. Im Falle des sehr reaktiven OH'-Radikals kann es zur Abspaltung von
Protonen oder zu elektrophilen Addition an Doppelbindungen kommen. Fir die DNA
bedeutet dies Wasserstoff-Abspaltungen an den Desoxyribose-Molekilen oder
Additionsreaktionen an den m-Bindungen der Basen. Durch die Reaktion des OH’-Radikals
mit den Phosphatgruppen des Desoxyribose-Phosphat-Rickgrats der DNA kdnnen
Einzelstrangbriiche (ESB) entstehen (Breen und Murphy, 1995). ESB entstehen ebenso
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durch den Reparaturprozess an geschadigten Basen (Jeggo, 2002). Pro Gy eingestrahlter
Energie entstehen so etwa 1000 ESB und 3000 geschadigte Basen (Mikkelsen und
Wardman, 2003). Modifizierte Basen, die unrepariert bleiben, sind potentiell zytotoxisch,
mutagen und kanzerogen, da sie sich mit nicht-komplementaren Basen paaren kénnen.
Durch die Replikation kénnen modifizierte Basen so zu persistierenden Mutationen in den
Tochterzellen werden.

Der Ablauf der BER ist in Abbildung 1.2 beschrieben. Auf dem einen Weg in die zentrale
Reaktion beseitigen schadenspezifische Glykosylasen die modifizierten Basen (Sancar et al.,
2004) oder es entsteht durch spontane Hydrolyse eine abasische (AP) Stelle. An dieser AP-
Stelle schneidet die abasische Endonuclease 1 (APEX1) das Zuckermolekil aus dem
Ruickgrat der DNA und es entsteht ein Einzelstrangbruch. Auf dem anderen Weg werden
ESB unter Beteiligung der Poly(ADP)ribose-Polymerase (PARP) und der
Polynukleotidkinase (PNK) fiir die Reparatur vorbereitet (Hoeijmakers, 2001). Prinzipiell
kénnen die so entstanden ESB nun mit der Einbasen- oder Mehrbasen-Reparatur behoben
werden. Es wird vermutet, dass die Einbasen-Reparatur dabei der Hauptweg ist. Die
Einbasenreparatur versagt bei einigen Schadenstypen, bei denen stabile kovalente
Reparaturenzym-DNA-Verknupfungen entstehen. Fir diesen Fall dient die Mehrbasen-
Reparatur (Sung und Demple, 2006). Wie die genaue Auswahl des eingeschlagenen BER-

Reparaturweges verlauft, ist noch nicht geklart.
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Il. Schadensspezifische Glykosylasen entfernen modifizierte Basen und hinterlassen eine
AP -Stelle

1. Die abasische Endonuclease APEX1 entfernt das Zuckermolekiil an der AP-Stelle und
es verbleibt ein Liicke im DNA-Strang

IV-V. Einzelstrangbriiche werden durch den PARP/XRCC1-Komplex wund die
Polynukleotidkinase (PNK) zu einer Liicke im DNA-Strang umgearbeitet

Einbasen BER
VI Die DNA-Polymerase [} ersetzt die fehlende Base
VL. Durch eine Ligation mit Hilfe des XRCC1-Ligase-3-Komplexes wird das

Zuckerphosphatriickgrat der DNA wieder geschlossen

Mehrbasen BER

IX. Durch PCNA und DNA-Polymerasen &/t wird ein Stiick von 8-10 Basen neu synthetisiert
X. Der defekte DNA-Strang wird durch die Flap-Endonuklease1 (FEN1) abgetrennt

Xl Das Riickgrat der DNA wird durch die Ligase 1 versiegelt

Abbildung 1.2: Basenexzisionsreparatur (BER) in Anlehnung an (Hoeijmakers, 2001)
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1.3.1.2 Doppelstrangbruch-Reparatur

DNA Doppelstrangbriiche (DSB) stellen eine besonders starke Bedrohung fir das Genom
von Zellen dar (Willers et al., 2004). Bleibt ein einziger DSB unrepariert, kann dies genigen,
den Zelltod auszulésen (Jackson, 2001). DSB gelten daher als besonders toxisch und der
DSB-Reparatur kommt eine starke Bedeutung zu. Fehlerhaft reparierte DSB kénnen in den
betroffenen Zellen zu Mutationen und chromosomalen Umstrukturierungen fiihren, die in
ihrer Auswirkung eine maligne Transformation der Zellen zur Folge haben kénnen (Willers et
al., 2004). Unter physiologischen Bedingungen kdnnen DSB unter anderem durch kollabierte
Replikationsgabeln entstehen. Ein weiterer Prozess, bei dem DSB kontrolliert auftreten ist
die V(D)J-Rekombination in B- und T-Zellen (O'Driscoll und Jeggo, 2002).

Bei der Strahlentherapie werden DSB durch IR ausgelost. Pro Gy eingestrahlter Energie
entstehen etwa 40 DSB (Mikkelsen und Wardman, 2003). Zusatzlich erzeugt IR mehrfach
geschadigte DNA-Bereiche (multiple damaged sites, complex lesions). In diesen Bereichen
kénnen Basenschaden sowie Einzelstrangbriche (ESB) und DSB zusammen auftreten
(Sutherland et al., 2002). Diese endogen nicht auftretenden complex lesions stellen die
Zellen vor eine besondere Herausforderung. Nicht reparierte DSB gelten als Hauptausldser
fur den strahlungsinduzierten Zelltod (Frankenberg-Schwager, 1990).

Grundsatzlich stehen fir die Reparatur von DSB zwei Mechanismen bereit (Hoeijmakers,
2001). Der Ablauf der homologen Rekombination (HR) und der nicht-homologen
Endverknupfung (NHEJ) sind in Abbildung 1.3 dargestellt. Eine zentrale Rolle spielt dabei die
Proteinkinase ATM (ataxia teleangiectasia mutated) (Ting und Lee, 2004). Sie vermittelt Gber
die Proteine p53 und p21 einen Zellzyklusstopp (Hoeijmakers, 2001). Das Histon H2AX, ein
modifiziertes Histon, welches Uber das ganze Genom verteilt auftritt, wird im Bereich des
DSB phosphoryliert und dient als Signal zur Rekrutierung weiterer Reparaturenzyme (Pilch
etal., 2003).

Bei der HR wird als Vorlage fir die Reparatur die homologe Sequenz der
Schwesterchromatide bendétigt. Deshalb erfolgt die HR nur wahrende der spaten S- und der
G2-Phase im Zellzyklus (Hoeijmakers, 2001). Der Vorteil der HR ist die fehlerfreie Reparatur
anhand der homologen Sequenz der Schwesterchromatide. Bei Mutationen auf der
Schwesterchromatide, die als Reparaturvorlage dient, kann die HR allerdings zur
homozygoten Ausbildung von Mutationen fiihren. Die HR ist wichtig fir die Reparatur
kollabierter Replikationsgabeln (Sancar et al., 2004). Kollabierte Replikationsgabeln
entstehen, wenn Polymerasen durch DNA-Schéaden blockiert werden. Wahrend der spaten
S- und G2-Phase ist die HR der bevorzugte Mechanismus (Rothkamm et al., 2003).
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la. In der G1- und 3-Phase phosphoryliert die ATM-Kinase nach Erkennung des DSE den MRN-

Komplex (aus den Proteinen MRE11, RADSD; NBES1), der die DMA-Strangenden durch 5-3°

Endonuklease-Aktivitat schneidet und freilegt.

Ib. Unter Beteiligung einer Reihe von Proteinen (BRCA1+2) wird RADS1 an die DNA gebunden.

lc. RADS1 ermaglicht die Bindung =ines weiteren DMA-Strangs mit homologer Sequenz. Kohesine

ermdaglichen die richtige Positionierung der Schwesterchromatide. In der sog. Holiday junction dient
der DMNA-Strang der Schwesterchromatide als Vorlage zur Reparatur.
Id. Unter Zusammenarbeit von Ligasen und Resolvasen wird die Holiiday junction aufgeldst und die
fehlerfreie Reparatur hesndst.

II. Nicht-homologe Endverkniipfung (NHE.)
lla. Alternativ kinnen die DNA-Enden ohne Homologie-Suche direkt verknupft werden. Der KUTO-
KB Protein Komplex unter Mithilfe der DMA-PK. < schitzt die Enden und nahert sie an.
1. Anschleifend folgt die Ligation durch XRCC4 und Ligase 4.
llc. Die DSE Reparatur ist abgeschlossen, unter Umstanden mit Verlust einiger Basen im Bereich der
Bruchstelle.

Abbildung 1.3: DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur in Anlehnung an (Hoeijmakers, 2001)
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Die NHEJ ist wahrend aller Phasen des Zellzyklus aktiv (Rothkamm et al., 2003), da sie
ohne die Vorlage einer homologen Sequenz fur die Reparatur auskommt. Diese schnelle
Reparatur durch das Verknipfen der beiden DNA-Enden des DSB birgt die Gefahr von
Sequenzfehlern. Insertionen durch Polymerasen oder Deletionen kénnen zu einer Anderung
der genetischen Information flihren (Hoeijmakers, 2001). Die NHEJ ist der bevorzugte
Reparaturmechanismus fir strahleninduzierte DSB und complex lesions (Sancar et al., 2004;
Willers et al., 2004).

1.3.1.3 Nukleotidexzisionsreparatur

Die Nukleotidexzisionsreparatur (NER) ist der Hauptreparaturmechanismus fir sog. bulky
DNA lesions, sterische Veranderungen der DNA-Helix. Diese raumfordernden Stdérungen
behindern die Basenpaarung, die Replikation und die Transkription der DNA. Die
bekanntesten bulky adducts sind Cyclobutan-Dimere und Pyrimidin-(6-4)-Pyrimidion-
Photoprodukte, welche durch UV-Licht induziert werden (Costa et al., 2003), sowie Addukte
von polyzyklischen aromatischen Verbindungen. Desweiteren entstehen durch den Angriff
von ROS auf die DNA auch bulky DNA adducts und DNA-Protein-Verknipfungen die durch
die NER behoben werden (Kuraoka et al., 2000). DarUber hinaus wurde beobachtet, dass
das Enzym XPC, ein sehr wichtiges Enzym des NER Reparaturweges, einen Einfluss auf die
Reparatur von oxidativen DNA-Schaden hat, die durch IR entstehen kénnen (D'Errico et al.,
2006).

Die NER teilt sich in 2 Mechanismen, die globale Genom (GG)-NER und die
transkriptionsgekoppelte (TK)-NER. Beide Mechanismen unterscheiden sich in der
Schadenserkennung und mdnden in einen gemeinsamen Reparaturzwischenschritt. Bei der
GG-NER erkennt der XPC-hHR23B-Komplex die Veranderung in der DNA-Helix (Costa et
al., 2003) und ist essentiell flr die Organisation der weiter bendtigen Reparaturenzyme. Bei
der TK-NER ist eine durch den DNA-Schaden blockierte RNA-Polymerase Il der Ausléser
der Schadenserkennung durch die Proteine CSA und CSB. Nun laufen die beiden
Mechanismen identisch ab. Das Protein XPA bestatigt nochmals den DNA-Schadensbefund
und RPA stabilisiert dabei die ungeschadigte DNA (Hoeijmakers, 2001). Durch Helikasen
wird darauf hin die DNA im Schadensbereich entwunden. Die Endonukleasen XPG und
XPF/ERCC1 schneiden danach ein ca. 30 bp langes DNA-Stlick heraus, in welchem sich der
schadhafte Bereich befindet. Mit Hilfe von DNA-Polymerasen und Ligasen wird die Licke in
der DNA wieder versiegelt (Costa et al., 2003).
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1.3.1.4 Zellzykluskontrolle

Die Zellzykluskontrolle ist eng mit den Mechanismen und der Steuerung der DNA-Reparatur
verkndpft. In humanen Zellen gibt es 4 Phasen innerhalb eines Zellzyklus, G1, S, G2 und M
und eine Phase auferhalb, die Go-Phase. In ungeschadigten Zellen wird das Fortschreiten
von einer Phase in die nachste streng reguliert. Es gibt sog. DNA damage checkpoints, die
den Startpunkt flr biochemische Signalwege bilden. In der Reaktion auf Schaden an der
DNA wir an diesen DNA damage checkpoints das Signal gegeben, den Zellzyklus zu
verlangsamen oder anzuhalten (Sancar et al., 2004) oder sogar die Apoptose einzuleiten.
Durch Verlangsamen oder Stopp des Zellzyklus erhalten die Zellen Zeit fir die bendtigten
Reparaturen. Bei einer zu schweren Schadigung des Genoms kénnen die Zellen den aktiven
Zelltod durch Apoptose einleiten. Es gibt Anzeichen dafir, dass die fir den normalen
Zellzyklus nétigen Proteine ebenfalls bei den DNA damage checkpoints aktiv sind (Sancar et
al., 2004). Wie bei anderen Signal-Transduktions-Kaskaden gibt es auch bei den Kaskaden,
die den DNA damage checkpoints nachgeschaltet sind, Sensor-Molekile, Signal-
Transduktoren und Effektormolekule. Eine vereinfachte Darstellung der DNA
Schadenskontrolle gibt die Abbildung 1.4 wieder. Der tatsachliche Ablauf der Reaktionen ist
sehr komplex, da zusatzlich noch Mediatoren die Abldufe zwischen den Sensoren und
Signal-Transduktoren modulieren und einzelne Moleklile mehrere Funktionen wahrnehmen
(Sancar et al., 2004). Die Proteinkinase ATM spielt z.B. eine wichtige Rolle als
Schadenssensor und als Signal-Transduktor (Shiloh, 2003). Das Reparaturprotein BRCA1
hat eine wichtige Funktion bei der Reparatur von DSB, spielt aber ebenso eine essentielle
Rolle als Mediator bei der Aktivierung der Checkpoint-Kinasen. Das Tumorsuppressor-
Protein p53 hat eine besondere Position inne, da es sehr viele Funktionen Gbernimmt, nicht
nur in der Zellzykluskontrolle sondern ebenso bei der Regulation der Apoptose, bei fast allen
Reparaturmechanismen, Entziindungen und der zellularen Seneszenz (Hussain und Harris,
2006; Sengupta und Harris, 2005).
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Abbildung 1.4: Komponenten der DNA-Schadenskontrolle in Anlehnung an (Sancar et al., 2004)

1.3.1.5 Entwicklungen im Bereich der Testsysteme fiir die
Strahleniiberempfindlichkeit

Heute ist ein Teil der Faktoren bekannt, welche die Vertraglichkeit einer Strahlentherapie
beeinflussen. Allerdings ist die Ursache von ca. 70% aller Nebenwirkungen ungeklart
(Turesson et al., 1996). Neuere Untersuchungen zeigen, dass ca. 80% der Unterschiede in
der Reaktion auf eine Strahlentherapie ihre Ursache beim Patienten haben (Safwat et al.,
2002). Unter allen Patienten, die eine Strahlentherapie erhalten missen, reagieren 5-15%
mit akuten- und spaten Nebenwirkungen (De Meerleer et al., 2004; Oppitz et al., 1999;
Svensson et al., 2006). In der Vergangenheit wurden verschiedene Versuche durchgefihrt,
pradiktive in vitro Tests fir die Strahleniberempfindlichkeit von Patienten zu entwickeln.
Diese zelluldren Tests beruhen entweder auf der Bestimmung der Uberlebens- und
Replikationsfahigkeit, der Quantifizierung spezifischer Chromosomenaberrationen, der
Fahigkeit zur Reparatur von strahleninduzierten DNA-Schaden oder der Induktion von
Apoptose nach einer Bestrahlung (Twardella und Chang-Claude, 2002). Gegen den Einsatz
dieser Tests in der klinischen Routine sprechen mehrere Griinde. Die Testergebnisse
zeigten nur eine geringe Korrelation mit der tatsachlichen Strahlenempfindlichkeit der
Patienten und sie sind fir den Routineeinsatz zu Zeit- und Kosten-intensiv. Bis dato gibt es
keinen zuverlassigen klinischen Test auf eine Strahleniberempfindlichkeit der Patienten

(Gatti, 2001), obwohl der Comet-Assay und ein weiterer Assay zur Reparatur von DSB
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vielversprechende Kandidaten sind (Lobrich und Kiefer, 2006). Zusatzlich wurden vor
kurzem Polymorphismen in DNA-Reparatur- und Zellzykluskontrollgenen als Risikofaktoren
fur die Strahlenempfindlichkeit bei Brustkrebs untersucht. Trager eines bestimmten Genotyps

zeigten dabei eine erhéhte Strahlenidberempfindlichkeit (Tan et al., 2006).

1.3.1.6 mRNA Expression im Zusammenhang mit der Strahleniiberempfindlichkeit
Genotoxischer Stress, und damit auch die Reaktion auf eine Bestrahlung, bedingt in den
betroffenen Zellen unter anderem eine veranderte Transkription von DNA-Reparatur- und
Zellzykluskontroll-Genen (Amundson et al., 2001; Rieger und Chu, 2004; Shiloh, 2003;
Valerie und Povirk, 2003). Die Transkriptionsantwort von lymphoblastoiden Zelllinen nach
der Bestrahlung mit klinisch relevanten Dosen zeigte die Regulation verschiedener DNA-
Reparaturgene auf mRNA-Ebene (Tsai et al., 2006). Verminderung der mRNA-Expression
von Zellzykluskontroligenen in Mausmodellen erzeugten eine erhéhte Strahlen-
empfindlichkeit (Mendrysa et al., 2003). Die Regulation der mRNA-Expression und die DNA-
Reparatur sind durch erbliche Faktoren beeinflusst (Morley et al., 2004; Wu et al., 2006),
deshalb tragen sie zu den inter-individuellen Unterschied der Patienten in
Strahlenempfindlichkeit bei.

Da die Regulation der mRNA-Expression von DNA-Reparatur- und Zellzykluskontroll-Genen
wichtig fur eine korrekte Antwort der Zellen im menschlichen Korper auf eine Bestrahlung ist,
stellt eine Analyse der Genexpression von DNA-Reparaturgenen einen vielversprechenden
Ansatzpunkt zur Identifizierung strahlenidberempfindlicher Patienten dar. Die Analyse kdnnte
einerseits die konstitutive mRNA-Expression oder die Induktion der mRNA-Expression nach
einer in vitro Bestrahlung umfassen. Fur eine Untersuchung der konstitutive mRNA-
Expression sprechen Zellkulturexperimente, bei denen gezeigt wurde, dass sich
strahlenempfindliche und unempfindliche Zelllinien in der konstitutiven mRNA-Expression
unterscheiden (Zschenker et al., 2006). Bei Arrayuntersuchungen zum Vergleich der mRNA-
Expression von normal strahlenempfindlichen und strahleniberempfindlichen Patienten
zeigte sich, dass ein einzelnes Gen nicht ausreicht, um zwischen den Gruppen zu
unterscheiden, sondern dass dafiir mehrere Gene nétig sind (Rieger et al., 2004; Svensson
et al., 2006).
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1.4 Zielsetzung der Untersuchungen

Die Vorhersage der Strahlenempfindlichkeit des Normalgewebes eines Patienten ist eine der
Voraussetzungen fir eine optimal individualisierte Strahlentherapie (Lobrich und Kiefer,
2006). Resistentere Patienten koénnten mit hdheren Dosen oder angepassten
Fraktionierungen behandelt werden, um den Tumor effektiv abzutéten, wohingegen
strahleniuberempfindlichen Patienten zu einer alternativen Therapie geraten werden kdnnte.
Mit dieser Arbeit soll ein Beitrag zur Entwicklung eines klinisch einsetzbaren in vitro Tests zur
Erkennung einer Strahleniberempfindlichkeit geleistet werden. Sie ist Teil eines vom
Bundesamt flir Strahlenschutz geférderten Projekts mit dem Titel ,Entwicklung von Verfahren
zur Erkennung individueller Strahlenempfindlichkeit durch die Analyse der Expression
geeigneter Kandidatengene®. Das Projekt beinhaltet eine prospektive Studie an
Prostatakarzinompatienten, die eine Strahlentherapie erhielten und wurde als Kooperation
von 2 Arbeitsgruppen des DKFZ Heidelberg und einer Abteilung der Universitatsklinik
Heidelberg durchgefiihrt. Die Rekrutierung der Patienten sowie die Dokumentation der
klinischen Daten wurde von der Abteilung flr strahlentherapeutische Onkologie
(Universitatsklinik Heidelberg) unter der Leitung von Herrn Prof. J. Debus durchgefiihrt. Von
epidemiologischer Seite wurde die Studie von der Arbeitsgruppe ,Genetische Epidemiologie*
unter der Leitung von Frau Prof. J. Chang-Claude betreut. Die Koordination der gesamten
Studie Ubernahmen Herr Dr. P. Schmezer und Frau PD Dr. O. Popanda aus der
Arbeitsgruppe ,Genetische Toxikologie und DNA-Reparatur®. Das in dieser Studie
untersuchte Patientenkollektiv ist sehr homogen, da alle Patienten mannlich sind, in einem
engen Altersbereich liegen und eine ahnliche Diagnose haben. Zusatzlich ist durch die
Ausschlusskriterien der Studie gewahrleistet, dass die Patienten keine Chemotherapie
erhielten, die die Nebenwirkungen einer Strahlentherapie beeinflussen oder sich auf die
konstitutive mMRNA-Expression auswirken kénnte. Die ersten Untersuchungen im Rahmen
des Projekts wurden in einer Pilotstudie an 59 Prostatakarzinom-Patienten durchgefihrt. Es
konnte anhand von cDNA-Array-Untersuchungen zur konstitutiven mRNA-Expression eine
Gruppe von Genen identifiziert werden, die bei normal strahlenempfindlichen und
strahlentuberempfindlichen Patienten differentiell exprimiert war. Diese Gruppe von Genen,
die als mogliche Biomarker eingesetzt werden konnten, umfasste 20 Gene (Hummerich et

al., 2006). Die Zielsetzungen der Arbeit waren:
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e Anhand der Ergebnisse dieser Pilotstudie wurden folgende Markergene fir eine
Untersuchung der konstitutiven mRNA-Expression ausgewahlt: ATM, APEX1, BRCA1,
BRCA2, ERCC1, MDM2, TP53 und TOP3A (Tabelle 1.1). Zur Quantifizierung sollte die
relative Real-Time RT-PCR auf einem Roche LightCycler genutzt werden, wozu
zunachst die Versuchbedingungen fiir den Einsatz in der Studie optimiert werden
mussten. Die konstitutiven mRNA-Expressionswerte aus primaren Lymphozyten von
Patienten sollten zur Vorhersage der individuellen Strahlenempfindlichkeit genutzt

werden.

Tabelle 1.1: Markergene fiir die Untersuchung der Strahlenempfindlichkeit

Name Gen Funktion
ATM Ataxia telangiectasia mutated Schadenssignalgebung und
TP53 Tumor suppressor protein 53 Zellzykluskontrolle

MDM2  mouse double minute 2

BRCA1 Breast cancer type 1 susceptibility protein Doppelstrangbruch-
BRCA2 Breast cancer type 2 susceptibility protein reparatur
TOP3A DNA topoisomerase lll alpha

APEX1  Apurinic/apyrimidinic (abasic) endonuclease Basenexzisionsreparatur

excision repair cross-complementing ) .
ERCC1 ) o Nukleotidexzisionsreparatur
rodent repair deficiency

o Die konstitutive mRNA-Expression und die Strahlenempfindlichkeit kénnen durch
verschiedene Faktoren beeinflusst werden. Die Einflussfaktoren auf die konstitutive
MRNA-Expression sollten identifiziert und im Vorhersagemodell fir die
Strahlenempfindlichkeit berlicksichtigt werden. Deshalb wurden im Rahmen des
Projekts fir jeden Patienten anthropometrische, sowie Ilebensstil- und
behandlungsbezogene Daten erhoben. Da die im Koérper vorhandenen Antioxidantien
bestimmend fir die Reaktion auf ROS sind und damit auch fir die DNA-Reparatur,
wurden die Konzentrationen der folgenden Antioxidantien im Blutplasma durch den
Kooperationspartner gemessen: Ascorbinsdure, die Tocopherole a- und y-Tocopherol
und die Carotinoide a- und B-Carotin, Canthaxanthin, Cryptoxanthin und Lutein

e Eine Untersuchung der konstitutiven mRNA-Expression in einer Gruppe gesunder
Probanden sollte durchgeflihrt und die Ergebnisse mit denen der Patienten verglichen

werden, um etwaige Unterschiede zwischen tumorerkrankten und gesunden Patienten
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festzustellen. Mithilfe zusatzlicher Experimente an den Lymphozyten der Probanden
zur Protein-Expression der Proteine p53 und ERCC1 sollte geprift werden, ob sich die
moglichen Unterschiede in der mRNA-Expression auch auf der Proteinebene
wiederfinden.

Die  Auswirkungen verschiedener Polymorphismen auf die individuelle
Strahlenempfindlichkeit der Patienten sollte untersucht werden. Diese Arbeit
konzentrierte sich auf Polymorphismen in den Genen ERCC1, MDM2 und TP53, die
zusatzlich zu ihrer potentiellen Wirkung auf die Strahlenempfindlichkeit im Verdacht
stehen, die konstitutive mRNA-Expression zu beeinflussen. Deshalb sollte bei der
Auswertung auch die Auswirkung auf die konstitutive mMRNA-Expression untersucht
werden.

Im Rahmen des Projektes wurden fir jeden Patienten in den Lymphozyten die zellulare
Strahlenempfindlichkeit und die Fahigkeit, strahleninduzierte DNA-Schaden zu
reparieren, in vitro gemessen. Diese Daten sollten im Rahmen des Projekts ebenfalls
als Biomarker fir die Strahlenempfindlichkeit gepruft werden. Ein Teil dieser Arbeit
sollte in einer Auswertung eines moglichen Zusammenhangs zwischen den in vitro
DNA-Reparatur-Parametern eines Patienten und seiner konstitutiven mRNA-

Expression bestehen.

Eine Zusammenschau der Hauptziele der Arbeit ist in Abbildung 1.5 dargestellt.

DNA-Reparatur-
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Abbildung 1.5: Zielsetzungen der Arbeit; — :, Test als Biomarker fur;

= :,,Untersuchung der Zusammenhénge von*
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2. Material und Methoden

2.1 Gerate und Material

2.1.1 Gerate

Name

AcuBoy

Agagel Midi-Wide
Agagel Mini

Agilent 2100 Bioanalyzer
Analysenwaage A200S
Biophotometer
Centrifuge 5402
Centrifuge 5415C

DNA Engine PTC-200

Elektrophoresis Power Supply EPS 300
Elektrophoresis Power Supply EPS 3500

Entwicklermaschine Curix 60
Farbebricke mit Farbewanne
Horizontale Elektrophoresewanne
Hybridisierungsofen OV2
Hypercassette
Inversmikroskop Wilovert
Labormikroskop Loborlux S
LC Carousel Centrifuge
LightCycler 1.0

LightCycler 2.0

Mastercycler
Mikrowellengerat HMT 832C
Minifuge T

Minifuge Universal

pH-Meter pH 211

Pipetten
(0,1-2,5; 0,5-10; 2-20;
10-100; 20-200; 100-1000 pl)

Hersteller

TecNoMara, Ruhberg

Whatman Biometra GmbH, Géttingen
Whatman Biometra GmbH, Géttingen
Agilent Technologies, Inc., Palo Alto, USA
Sartorius AG Géttingen

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

MJ Research, Waltham, USA

Amersham Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg
Agfa, Kéln

Migge, Heidelberg

Renner GmbH, Dannstadt-Schauernheim
Whatman Biometra GmbH, Géttingen
Amersham GE Healthcare, Mlnchen
Leica Microsystems AG, Wetzlar

Leica Microsystems AG, Wetzlar

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Eppendorf AG, Hamburg

Robert Bosch GmbH, Stuttgart

Heraeus, Hanau

Hettich, Tuttlingen

Hanna Instruments Deutschland GmbH. Kehl am Rhein

Eppendorf AG, Hamburg
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Name Hersteller

Powerpack 25 Whatman Biometra GmbH, Géttingen

HP Scanjet 8290 Hewlett-Packard GmbH, Boblingen

Schiuttler Duomax 1030
Schittler Minishaker MS2

Sterile Werkbank Biogard Hood KL I

Thermomixer Comfort
UV-Densitometer
Vortex Genie 2
Waage Typ 1518
Wasserbad WG

X Cell Sure Lock

2.1.2 Materialien

Name

Cellstar Zellkulturflaschen

50 ml (T25), 250 ml (T75)
Cryo 1°C Freezing Container
Cryovials (2 ml, 5 ml)
Deckglaser (24 x 70 mM)

Einmal-Wageschalchen (7 ml, 100 ml)

Hyperfilm

Invitrolon PVDF Membrans

Leukosep-Rohrchen

LightCycler Kapillaren

Neubauer-Zahlkammer

NuPAGE Novex Bis-Tris Gele

Pipettenspitzen (unsteril, filterlos)

Pipettenspitzen (unsteril, filterlos),

Pipettenspitzen Filtertips, steril
(10, 20, 100, 200, 1000 pl)

Prospekthillen DIN A4

Reaktionsgefalie 0,2 ml

Reaktionsgefalie 0,2 ml

Heidolph Instruments GmbH, Schwabach
IKA GmbH, Staufen

Baker, Stanford, USA

Eppendorf AG, Hamburg

Herolab, Wiesloch

Bender & Hobein, Zurich, Schweiz
Sartorius AG, Géttingen

Neolab, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe

Hersteller

Greiner Bio.One GmbH, Frickenhausen

Nalge Europe Ltd., Neerijse, Belgien
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Menzel, Braunschweig

Neolab, Heidelberg

Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Migge, Heidelberg

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Nerbe Plus GmbH, Winsen/Luhe

Corporate Express, Stuttgart
Biozym Diagnostik, Oldendorf
Biozym Diagnostik, Oldendorf
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Name Hersteller

Reaktionsgefalie 0,5; 1,5; 2,0 ml Eppendorf AG, Hamburg
Reaktionsgefalie 0,5; 1,5; 2,0 ml Eppendorf AG, Hamburg

Rundbodenrdhrchen, 14 ml
Serologische Pipetten

(2, 5,10, 25, 50 ml)
Sterilfilter (0.2 uM, 0.45 pM)
UV-Kivette mikro
Wide bore Tips (200 pl)

2.1.3 Chemikalien, Losungen und Puffer

Name

6 x DNA Ladepuffer

Agarose, Low Melting

Agarose, PeqGold Universal Agarose
Chloroform

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail
Tablets

Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DL-Dithiothretiol (DTT)

dNTP Gemisch 10 mM

Ethanol absolut

Ethidiumbromid (1 mg/ml),

Ethylendiamintetraessigsaure-Dinatriumsalz-

Lésung (EDTA-Nay), 0,5 M

Glycogen

Isopropanol
Kalium-dihydrogen-phosphat (KH,PQO,)
Lymphoprep

Lysoformin

Becton Dickinson Labware, Heidelberg

Corning B.V. Life Sciences, Schiphol-Rijk, Niederlande

Millipore, Molsheim
Brand GmbH, Wertheim
Stratagene, La Jolla, USA

Hersteller

MBI Fermentas GmbH, St. Leon
Biozym Diagnostics, Hameln

PeqLab, Erlangen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Merck, Darmstadt

Axis-Shield, Oslo

Lysoform AG, Windisch/Brugg, Schweiz
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Name

Magic Mark XP, Western Protein Standard
Methanol

Methyl-p-Benzoesaure

Milchpulver

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumchlorid

Natriumhydroxid
N-Laurysarcosin-Natriumsalz
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
RNase Away,
Dekontaminationsreagenz fur RNase
3-Mercaptoethanol

SYBR-Green |

Trinatriumcitrat Dihydrat

Trishydroxymethylaminomethan (Trizma-Base)

Triton X-100

Trizol Reagent

Tween 20

Vectashield

ultraPURE™ Wasser, DNase, RNase frei

Hersteller

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Serva, Heidelberg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Baker

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Fluka, Buchs

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Moleculare Probes, Leiden
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Vector Laboratories, Burlingame, Kanada

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

2.1.4 Medien und Zusatze fiir die Zellkultur

Name

Antibiotikum-Antimykotikum (100x):
10.000 U/pl Penicillin G Na,
10.000 pg/ml Streptomycinsulfat

Hersteller

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

25 ug/ml Amphotericin B in 0,85% Kochsalzlésung

Foétales Kalberserum (FCS)

PAA, Pascjing Osterreich

Hepes-Puffer 1 M (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N"-2-Ethane Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Sulfonic Acid)
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Name

L-Glutamin 200 mM

Hersteller

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

modifiziertes Eagles Minimum Essential Medium (Opti-MEM) Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Penizillin-Streptomycin-Lésung:
10.000 U/ul Penzillin G Na,

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

10.000 pg/ml Streptomycinsulfat in 0,85% Kochsalzlésung
Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI) 1640 Invitrogen GmbH, Karlsruhe

(L-Glutamin frei)
Trypsin-EDTA (1x)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

2.1.5 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme und Lésungen

Name

Agilent 6000 Nano LabChip Kit
BioRad Protein Assay

Hersteller

Agilent Technologies, Inc., Palo Alto, USA

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | Kit Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

NuPAGE Antioxidant
NuPAGE LDS Probenpuffer (4 x)
NuPAGE MOPS SDS Puffer (20 x)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

NuPAGE Sample Reducing Agent (10 x) Invitrogen GmbH, Karlsruhe

NuPAGE Transfer Puffer (20 x)
QIAquick PCR Purification Kit
Qiagen QIAAmp DNA Blood Midi Kit

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden

Western Lightning Chemiluminescence Reagent Perkin Elmer, Life Sciences, Inc., Boston,
Plus USA

2.1.6 Enzyme

Name Hersteller

Benzonase Nuklease

HpyCH41v

Mboll

MspA1l

RNasin Ribonuklease Inhibitor 40 U/pl
Superscript I RNase H Reverse
Transscriptase 200 U/pl

Taq DNA Polymerase 5 U/pl

Taq DNA Polymerase 5 U/pl

Merck, Darmstadt

New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
Promega GmbH, Mannheim

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Qiagen GmbH, Hilden
Eppendorf AG, Hamburg
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2.1.7 Antikorper

Name Hersteller

Anti-TFIID (AB-3) Mouse mAB (SI 35-2556) Calbiochem, Darmstadt

ERCC1 (D-10) mouse monoclonal IgG antibody Santa Cruz Biotechnology, Inc.,Santa Cruz, USA
goat anti-mouse IgG-HRP (sc-2005) Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, USA
p53 (DO-1) mouse monoclonal antibody Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, USA
R-ACTIN (AC-15) mouse monoclonal antibody  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

2.1.8 Nukleinsauren

Name Hersteller

ATLTP6 mRNA aus SpotReport™ — Stratagene, La Jolla, USA

10 Array Validation Kit

57-Oligo(dT)1gVN-3" Primer Applied Biosystems, Darmstadt
Langenmarker GeneRuler 50 (plus), 100 (plus) MBI Fermentas, St. Leon
Langenmarker puC19 DNA/Mspl (Hpall), MBI Fermentas, St. Leon

RNA 6000 ladder Ambion, Inc. Austin, USA
Sequenzspezifische Oligonucleotide Wolfgang Weinig, DKFZ, Heidelberg

2.1.9 Computer-Software und Datenbanken

Name Hersteller / Quelle
Heidelberg Unix Sequence Analysis http://husar.dkfz-heidelberg.de
Resources

Ensembl Genome Browser http://www.ensembl.org

National Center for Biotechnology Information  http://www.ncbi.nlm.nih.gov

(NCBI)

HUSAR Bl2seq US amerikanisches National Center for
Biotechnology Information

Microsoft Office 2003 Microsoft Corporation

Primer Vers 0.5 Whitehead Institute for Biomedical Research,

Cambridge, U.K.
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Name

Adobe Photoshop 7.0
LightCycler Software 3.5.3
LightCycler Software 4.0
PHASE v2.1.1 Software

,Estimating Haplotypes EH®

Software Version 1.2

Hersteller / Quelle

Adobe Systems Inc., San Jose, USA
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Code by M Stephens,
http://www.stat.washington.edu/
stephens/phase/download.html

Rockefeller University, New York
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2.2 Beschreibung der Studie zur Bestimmung der Strahlenempfindlichkeit von

Prostatakarzinompatienten

Zur Untersuchung der Ursachen individueller Unterschiede in der Reaktion des
Normalgewebes auf eine Strahlentherapie bei Prostatakarzinompatienten wurde eine
klinische Studie als Kooperation von 2 Arbeitsgruppen des DKFZ Heidelberg und einer
Abteilung der Universitatsklinik Heidelberg durchgefiihrt. Die Rekrutierung der Patienten
sowie die Dokumentation der klinischen Daten wurde von der Abteilung fir
strahlentherapeutische Onkologie (Universitatsklinik Heidelberg) unter der Leitung von
Herrn Prof. J. Debus durchgeflihrt. Von epidemiologischer Seite wurde die Studie von der
Arbeitsgruppe ,Genetische Epidemiologie“ unter der Leitung von Frau Prof. J. Chang-
Claude betreut. Die Koordination der gesamten Studie Gbernahmen Herr Dr. P. Schmezer
und Frau PD Dr. O. Popanda aus der Arbeitsgruppe ,Genetische Toxikologie und DNA-
Reparatur®. Der molekularbiologische Teil der Studie wurde in dieser Arbeitsgruppe
bearbeitet. Fir die Untersuchungen wurden ab August 2001 Prostatakarzinompatienten
rekrutiert, fUr die eine Strahlentherapie indiziert war. Die Patienten wurden vor Beginn der
Therapie Uber die von der Ethikkommission des Deutschen Krebsforschungszentrums
und der Universitat Heidelberg (Nr.206/2000) genehmigten Studie unterrichtet. Gaben die
Patienten ihr Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie, wurden erste Daten anhand
eines Fragebogens erhoben. Neben allgemeinen Informationen und Fragen zur
Lebenssituation wurden anthropometrische und klinische Daten sowie moégliche Risiko-
und Einflussfaktoren fir die Entwicklung von unerwlinschten Strahlenreaktionen
abgefragt. Fur die Laboruntersuchungen wurde den Patienten vor Beginn der

Strahlentherapie etwa 50 ml venéses Blut abgenommen.

2.21 Bewertung der klinischen Strahlenempfindlichkeit der Prostata-

karzinompatienten

In der vorliegenden Studie erhielten alle Patienten eine perkutane Strahlentherapie der
Prostataloge. Es wurde mit einer Gesamtdosis von 60 Gy bis maximal 70 Gy bestrahit.
Die Tageseinzeldosis lag bei 2 Gy. Zur Erfassung der Nebenwirkungen im normalen
Gewebe wurden die Patienten wahrend der Strahlentherapie wochentlich durch erfahrene
Kliniker des Kooperationspartners untersucht. Es wurden verschiedene Organe und
Gewebe mit besonderem Gewicht auf Blut und Knochenmark sowie Gastrointestinal- und
Urogenitaltrakt untersucht. Damit eine einheitliche und objektive Bewertung einer
Strahleniberempfindlichkeit der Patienten gewahrleistet werden konnte, wurde die
Einteilung der Nebenwirkungen auf der Grundlage der common toxicity criteria (CTC
Version 2.0, veroffentlicht 30.4.2000, http://ctep.cancer.govdes) vom US amerikanischen

National Cancer Institute, modifiziert nach Seegenschmiedt (Seegenschmiedt et al.,
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1999), separat fur jeden Parameter (Gewebe, Organ) vorgenommen (Tabelle 2.1). Auf
einer Skala von 0 (kein Hinweis auf Nebenwirkungen) bis 4 (lebensbedrohliche
Nebenwirkungen) wurden die einzelnen Ergebnisse auf Evaluierungsbdogen festgehalten.
Fur die abschlieRende Bewertung eines Patienten wurde der héchste in einem Parameter
aufgetretene CTC-Wert innerhalb des gesamten Behandlungszeitraums von 7 Wochen
herangezogen. Da flr die spatere Auswertung eine Dichotomisierung der Patienten nétig
war, wurden die Patienten mit einer abschlielenden CTC-Bewertung von ,0% ,1“ und ,2“
zur Gruppe der normal strahlenempfindlichen Patienten zusammengefasst. Patienten mit
Wertungen von ,3“ und ,4“ wurden als klinisch strahleniberempfindlich eingestuft, da in
diesem Fall eine intensive medizinischen Bandlung nétig wurde und dieser Wert somit

klinisch relevant war.

Tabelle 2.1: Bewertungen der Strahlennebenwirkungen nach CTC des US amerikanischen

National Cancer Institute, modifiziert nach Seegenschmiedt (Seegenschmiedt et al., 1999).

CTC- Starke der Auswirkungen  der  Strahleneffekte und  dadurch
Wert Nebenwirkungen erforderliche BehandlungsmafRnahmen

0 keine keine

1 gering und leicht spontanes Abklingen, ohne spezielle Therapie; keine

Unterbrechung der Strahlentherapie notwendig

2 mafig und deutlich ambulante Behandlung mit einfachen Medikamenten;
keine wesentliche Verzdgerung, Dosismodifikation oder

Unterbrechung der Strahlentherapie

3 stark und ausgepragt oft Hospitalisierung und Einleitung intensiver
medikamentéser und supportiver MaRnahmen; deutliche
Verzégerung oder Unterbrechung der Strahlentherapie

und/ oder Dosismodifikation

4 lebensbedrohlich sofortige notfallmaRige Hospitalisierung und umgehende
intensivmedizinische = Malnahmen oder chirurgische

Interventionen; sofortiger Abbruch der Strahlentherapie
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2.3 Allgemeine Voraussetzung fiir die experimentellen Arbeiten

Zur Beibehaltung konstanter Versuchsbedingungen und zur Vermeidung von
Kontaminationen wurden die folgenden Malnahmen durchgefiihrt. Die Arbeiten mit
primaren Zellen wurden unter sterilen Bedingungen in einem Labor der Sicherheitsstufe
S1 durchgefiihrt. Alle verwendeten Zellen wurden in einer sterilen Werkbank, die vor und
nach der Arbeit dekontaminiert wurde, bearbeitet. Es wurde steril verpacktes
Einwegmaterial oder autoklavierte Materialien eingesetzt. Mikrobiell anfallige Losungen
wurden autoklaviert oder steril filtriert. Geratschaften und Gegenstande flr die Zellkultur
wurden durch Hitze sterilisiert oder mit 70% Ethanol desinfiziert. Bei der Arbeit mit DNA
und RNA wurden DNase und RNase-freie Labormaterialien verwendet und eine
dekontaminierte Umgebung geschaffen. Es wurden nur Einmalmaterialien und Lésungen
verwendet, die diesen Anforderungen entsprachen. Als Lésemittel wurde nur kommerziell
bezogenes Nuklease-freies Wasser verwendet. Alle anderen Ldsungen wurden mit
.Reinstwasser” angesetzt, welches Uber eine Millipore-Anlage (Milli-Q) aus deionisiertem
Wasser gewonnen wurde. Materialien wurden den Herstellerangaben entsprechend
gelagert und nur bis zur garantierten Haltbarkeitsgrenze eingesetzt. RNA, cDNA und
Proteine wurden generell bei -80°C gelagert und mdéglichst nicht wiederholt aufgetaut.
Lebende Zellen wurden fir Zeitrdume unter 3 Monaten bei -80°C und flr langere
Lagerung bei -196°C in flissigem Sticksstoff aufbewahrt. Arbeiten mit Nukleinsauren und

Proteinen wurden, wenn nicht anders angegeben, auf Eis durchgefiihrt.

2.4 Versuche an RNA, DNA und Proteinen von gesunden Spendern

Fur die Etablierung der Real-Time PCR und die Erstellung von Standard- und
Kontrollproben wurde RNA, DNA und Protein aus einem Lymphozyten-Konzentrat, dem
Buffy Coat, gesunder Blutspender verwendet. Diese Buffy Coats wurden von der
Blutspendezentrale des Universitatsklinikums Heidelberg bezogen. Die Proben waren
anonymisiert, von mannlichen Spendern, auf Infektionen getestet und fir die Verwendung
in wissenschaftlichen Versuchen per Einverstandniserklarung freigegeben. Mit Hilfe der
Blutbank Heidelberg wurde eine Probandengruppe von 20 mannlichen Spendern im
Altersbereich von 50-68 Jahren zusammengestellt, die als Kontrollgruppe fir die
konstitutiven mMRNA-Expressionsmessungen diente. Zusatzlich wurden an dieser

Probandengruppe Analysen der Proteinexpression vorgenommen.

2.5 Isolierung der Lymphozyten von gesunden Spendern

Die Lymphozyten wurden aus den Buffy Coats, einem Lymphozytenkonzentrat, durch die

modifizierte Einschritt-Zentrifugation nach Boyum in einem Ficoll-Gradienten gewonnen
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(Boyum, 1968) und in Portionen von 10’ Lymphozyten pro 1 ml Einfriermedium (Tabelle

6.32) kryokonserviert.

2.6 Patientenproben

Den Patienten wurde vor Radiotherapiebeginn eine 50 ml Blutprobe in EDTA-Monovetten
entnommen. Diese wurde innerhalb von 2 h aufgearbeitet. Flr die DNA-Extraktion wurden
2 ml Vollblut direkt bei —80°C gelagert. Aus dem verbleibenden Volumen Blut wurden
durch eine modifizierte Einschritt-Zentrifugation mit Ficoll-Gradienten nach Boyum
(Boyum, 1968) die Lymphozyten gewonnen und das Plasma abgetrennt. 13 ml Plasma
wurden flir die Bestimmung des Antioxidantienstatus bei —-80°C gelagert. Die
Lymphozyten wurden in PBS gewaschen und die Vitalitdt bestimmt. Ein Teil der
Lymphozyten wurde fiir die RNA-Extraktion in 1 ml Trizol je 107 Zellen aufgenommen, ein
anderer Teil wurde fiir die Untersuchung der Reparaturkapazitat in 10" Zellen pro 1 ml

Einfriermedium (Tabelle 6.32) kryokonserviert.

2.7 Analyse der konstitutiven mRNA-Expression

2.7.1 Extraktion der RNA

Die Extraktion der RNA erfolgte mit dem Trizol-Reagenz aus den Lymphozyten nach
Herstellerangaben. Die Methode ist eine modifizierte Einschrittmethode nach
Chomczynski und Sacci (Chomczynski und Sacchi, 1987). Sie bietet die Mdglichkeit, als
weitere Produkte DNA und Protein zu erhalten. Die gewonnene DNA wurde bei 4 °C
gelagert, die Proteine wurden bei —80°C gelagert. Die RNA wurde nach der Extraktion in
10 pl Rnase-freiem Wasser je 10’ Lymphozyten bei 55°C fiir 5 min geldst und bei —80°C
gelagert.

2.7.2 RNA Quantifizierung und Qualitatsbestimmung

Vor der weiteren Verwendung der RNA wurde eine Quantifizierung und
Qualitatsbestimmung mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer und dem RNA-Lab-Chip-Kit nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Auswertung wurde mit der Software 2700 Expert im
Eukaryote Total Nano RNA Assay Modus durchgefiihrt. Die Methode beruht auf der
laserinduzierten Fluoreszenz eines RNA bindenden Carbocyanin 3 (CY3)-Farbstoffs
(Mueller et al., 2000). Auf dem RNA-Chip wird eine Mikroelektrophorese durchgefuhrt und
wahrenddessen die Fluoreszenz gemessen (Abbildung 2.1). Man erhélt eine
Konzentrationsangabe relativ. zum eingesetzten RNA 6000 Marker und eine RNA
Integritdts-Nummer (RIN), die Uber ein Verhaltnis der 28-S-rRNA zur 18-S-rRNA der
Probe errechnet wird (Schroeder et al., 2006). Die RIN ist das Mal fur die RNA-Qualitat
und Integritat (10 = optimale Qualitat, 0 = total degradierte RNA).
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Abbildung 2.1: Beispiel fiir ein Messprotokoll der RNA Qualitat und Quantitidt mit dem
Agilent Bioanalyzer, a) Messung der Fluoreszenz (Y-Achse [FU]) liber die Zeit (X-Achse [s]),

b) Softwareauswertung der Elektrophorese mit Angabe der Konzentration und Qualitat

2.7.3 Erststrangsynthese aus Gesamt-RNA durch Reverse Transkription

Bei der Erststrangsynthese wir aus Gesamt-RNA durch eine Reverse-Transkriptions-
Reaktion eine Erststrang-cDNA erzeugt. Im folgenden Text wird diese Erststrang-cDNA
immer als cDNA bezeichnet. Durch einen Oligo(dT18VN)-Primer wird eine mRNA
spezifische cDNA erzeugt, die eine verkurzte Abfolge von Adenin Nukleotiden (Poly-A-
Schwanz) im Vergleich zur mRNA tragt. Dazu wurde ein RNA-Teilreaktionsgemisch aus
RNA, Oligo(dT18VN)-Primer, dNTP und exogener ATLTP6 mRNA (fir eine spatere
Umschreibungskontrolle) hergestellt und 5 min bei 70°C denaturiert. Die Denaturierung
wurde durch Abschrecken auf Eis erhalten. Dem Teilreaktionsgemisch wurde ein Puffer-
Enzym-Gemisch zugesetzt, gemischt und fur 2 min bei 42°C inkubiert. Es wurde zu jeder

Reaktion Reverse-Transkriptase Superscript || RNase H zugegeben und fir weitere
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50 min bei 42°C inkubiert (Tabelle 6.14). Die Reaktion fand in einem Gesamtvolumen von
20yl statt und wurde durch einen 15 minatigen Schritt bei 70°C gestoppt. Danach wurden
2 ul cDNA fir die Qualitatsbestimmung entnommen und der Rest als Stamm-L&sung und

in 1:10 und 1:20 Verdinnungen bei —80°C gelagert.

2.7.4 PCR zur Uberpriifung der Reversen Transkription

Zur Kontrolle der Reversen Transkription wurde eine PCR durchgefiihrt. Als Testgen
diente das Clathrin-Gen mit einer mRNA Lange von utber 6000 bp. In 2 getrennten PCR-
Reaktionen (Tabelle 6.15 und Tabelle 6.25) wurde von jeder cDNA ein 550 bp langes
Fragment am 3’-Ende und ein 570 bp langes Fragment am 5°-Ende des Clathringens
(Tabelle 6.1) amplifiziert. Nur bei vollstandiger Umschreibung der mRNA in cDNA konnten
gleiche Mengen von PCR-Produkten an beiden Enden der cDNA entstehen. Die
Amplifikate wurden in einem 1,5% Agarosegel bei 300 mA und 90V fir 30 min
aufgetrennt. Das Gel wurde in einem Ethidiumbromidbad gefarbt und anschlieRend mit

einem UV-Densitometer digital dokumentiert.

2.7.5 Allgemeine Grundlagen zur Real-Time PCR mit dem LightCycler

Zur Quantifizierung der Zielgene und des Referenzgens aus der cDNA wurde die
Methode der quantitativen Real-Time PCR mit dem LightCycler 1.0 (Ririe et al., 1997)
verwendet. Die Methode ist eine fluoreszenz-basierte PCR Methode (Higuchi et al., 1993).
Der PCR-Reaktion ist der Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green beigefugt. Er lagert sich
wahrend der Synthesephase der PCR an die doppelstrangige DNA an und wird durch ein
Lasersignal angeregt. Die abgegebene Fluoreszenz des SYBR-Green ist proportional zur
Menge der doppelstrangigen DNA und wird flr jede Probe wahrend der Reaktion in
Echtzeit (real time) gemessen. Aus der Fluoreszenzmessung aufgetragen gegen die
Zyklen der PCR-Reaktion erstellt die LightCycler 3.5.3 Software eine flir PCR-Reaktionen
typische sigmoide Wachstumskurve (Abbildung 2.2). Die automatisierte und damit
objektive Auswertung der Kurven fir jede untersuchte Probe nach der Second Derivative
Maximum Method ergab einen Crossing Point (Cp)-Wert. Dieser Cp-Wert bestimmt den
PCR-Zyklus in der PCR-Reaktion an dem die Fluoreszenz in der Probe Uber die
Hintergrundfluoreszenz tritt und ist abhangig von der eingesetzten Menge Ziel-cDNA. Die
Cp-Werte wurden aus der LightCycler 3.5.3 Software exportiert, in Microsoft Excel

importiert und ausgewertet.
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Abbildung 2.2: Beispiel der Messung der Fluoreszenzzunahme bei der Real-Time PCR,
Messung der Fluoreszenz (Y-Achse) aufgetragen gegen den PCR-Zyklus (X-Achse, Cycle
Number)

2.7.6 Auswahl der Oligonukleotide fiir die Real-Time PCR

Fir die Ziel- und Referenzgene wurden die Oligonukleotide (Primer) auf der DKFZ
HUSAR Internetseite mit dem Programm Primer berechnet. Die verwendeten mRNA und
genomischen DNA-Sequenzen (Tabelle 6.2) wurden mit der HUSAR Bl/2seq Software
verglichen, um die Position der Intron-Exongrenzen zu identifizieren. Die
Primersequenzen wurden so gewahlt, dass sie eine Exongrenze Uberspannen, damit sie
spezifisch fir die cDNA-Sequenz sind (Hurteau und Spivack, 2002). Die Synthese erfolgte
durch W. Weinig (Abteilung Oligonucleotidsynthese / DNA-Sequenzierung, DKFZ
Heidelberg).
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2.7.7 Etablierung und Optimierung der PCR-Bedingungen fiir die Real-Time PCR

Die PCR Reaktionen wurden mit dem Roche LightCycler FastStart DNA Master SYBR
Green | Kit fir den LightCycler 1.0 etabliert. Das Reaktionsvolumen betrug abweichend
von den Herstellerangaben 10 pl. Das Reaktionsgemisch und das PCR-Programm
wurden fir jedes Gen einzeln optimiert. Die Effizienz der PCR-Reaktion wurde mit der

Gleichung 2.1 (Rasmussen, 2001) berechnet.

Gleichung 2.1: Berechnung der PCR-Reaktionseffizienz

-1

E — 1 Oslope

E: PCR-Reaktionseffizienz

Slope ist die Steigung einer Regressionsgeraden, die man bei der Untersuchung einer
Verdinnungsreihe einer cDNA-Probe (1:10-1:200) aus einem Graphen erhalt, in welchem
die Zyklusnummer gegen den Logarithmus der cDNA Konzentration aufgetragen wurde.
Slope wird von der LightCycler 3.5.3 Software berechnet. Eine theoretisch optimale PCR-
Effizienz entsprache dem Wert 2, also einer Verdopplung der DNA-Molekile in jedem
Zyklus. Die Effizienz der Reaktionen wurde durch Variation der MgCl,-Konzentration, der
Primerbindungstemperatur (Annealing), der Verdinnung der eingesetzten Test-cDNA und
der Elongationszeit auf Werte nahe 2 optimiert. Die PCR-Programme und
Reaktionsbedingungen sind im Anhang in Tabelle 6.9 bis 6.13 aufgefiihrt. Jede Probe
wurde in einer Doppelbestimmung gemessen, und flr die Auswertung wurde ein
Mittelwert des Cp-Wertes gebildet. Es wurde in jedem PCR Experiment eine
Negativkontrolle, die das vollstandige Reaktionsgemisch ohne cDNA aber dafiir die
entprechende Menge Wasser enthielt, mitgefiihrt. Die entstandenen PCR-Amplicons
wurden immer anhand einer Schmelzkurve (Abbildung 2.3) und einmalig durch eine
Sequenzierung (A. Hunziker, Abteilung Oligonukleotidsynthese und DNA-Sequenzierung)
Uberprift. Nur Proben mit einer 100% Ubereinstimmung wurden in die Auswertung mit

einbezogen.
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Abbildung 2.3: Beispiel der Schmelzpunktanalysen von Real-Time PCR Produkten, 1.
Ableitung der Fluoreszenz nach der Zeit (Y-Achse) aufgetragen gegen die Temperatur (X-
Achse)

2.7.8 Das Referenzgen TATA-Box-binding-Protein-Gen

Fir eine relative Quantifizierung wird ein geeignetes Referenzgen bendtigt (de Kok et al.,
2004), das in den Zielzellen (in diesem Fall primare Lymphozyten) auf gleich bleibendem
Niveau exprimiert wird und ein Expressionsniveau vergleichbar zu den gemessen Genen
hat. Als Referenzgen wurde das TATA-Box-binding-Protein-Gen (TBP) (Almeida et al.,
2004; Launay et al., 2004; Radonic et al., 2005) gewahlt.

2.7.9 Calibrator-Probe fiir die relative Quantifizierung durch Real-Time PCR

Eine Calibrator-Probe (Roche Applied Science, Technical Note No. LC13/2001) ist eine
Probanden cDNA, die als Kalibrierungsfixpunkt in jedem Real-Time PCR Experiment mit
vermessen wurde. Von der Calibrator-Probe wurde zunachst eine flir moglichst alle
Experimente ausreichende Menge erzeugt. Im Falle eines Wechsels der Calibrator-
Charge musste ein Korrekturfaktor bestimmt werden, mit dem die neue Charge auf die
vorherige umgerechnet werden konnte. Dazu wurde fir jedes Zielgen und fir das
Referenzgen ein Real-Time PCR Experiment durchgefuhrt, in dem 5 Replikate der alten
und der neuen Charge gemessen wurden. Die erhaltenen Werte ermdglichten eine direkte

Umrechnung der beiden Chargen aufeinander.
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2.7.10 Auswertung der Quantifizierungsmesswerte der Real-Time PCR

Die Auswertung der Quantifizierungsmesswerte, der Cp-Werte, der Real-Time PCR
erfolgte nach der Calibrator-normalisierten relativen Quantifizierungsmethode mit
Effizienzkorrektur (Roche Applied Science, 2001). Um aus Cp-Werten eine Aussage Uber
die cDNA-Menge des untersuchten Gens machen zu kdnnen, bedient man sich einer
Wachstumsfunktion (Gleichung 2.2), die die Vermehrung der DNA-Molekiile in einer PCR-

Reaktion beschreibt.

Gleichung 2.2: Berechnung der cDNA-Molekiilzahl
N=N,x E

N = Kopienzahl der cDNA-Molekule in der Probe zu einem bestimmten (,Cp-ten®) Zyklus der PCR,
No = Ausgangskopienzahl der cDNA, E = Reaktionseffizienz der PCR Reaktionen, Cp = Cp-Wert

Im ersten Schritt wurde ein Verhaltnis aus den gemessenen Werten der Zielgene zu dem
des Referenzgens gebildet (Pfaffl, 2001). Dieser Schritt Kkorrigierte das
Quantifizierungsergebnis flr Unterschiede, die sich aus RNA-, cDNA-Menge und RNA-
Qualitat ergaben. Der zweite Schritt korrigierte fur die Unterschiede zwischen den
LightCycler Experimenten, die durch mogliche leichte Ungenauigkeiten in der
Zusammensetzung der Reaktionsgemische zustande kamen. Dabei wurde die Calibrator-
Probe verwendet. Fur die Berechnung (Gleichung 2.3) wird ein Faktor
.Zielgen/Referenzgen® in der Patienten-Probe mit einem Faktor ,Zielgen/Referenzgen® in
der Calibrator-Probe ins Verhaltnis gesetzt. Dieser Faktor wird als Normalized Ratio

bezeichnet.

Gleichung 2.3: Berechnung des Normalized Ratio

Cpz(P
NZ(P) NOZ(P) Ezp( )
_ N N ESPR®)
Normalized Ratio = —~2) — _9R®) ez = 1, daraus folgt:
Nz(c) NOZ(C) XEZ
CpR(C)
NR(C) NOR(C) ER
NOZ(P E(z:pz(c)
NOR(F’) ECPR(C) Eng(C) Eng(P) CpZ(C)-CpZ(P) CpR(P)-CpR(C)
i in _ _ R _ _ ECpZ(C)-Cp pR(P)-Cp
Normalized Ratio = N = oz =~ EOR©) ooz, — Ez X Eg
0Z(C) Ez ER Ez
CpR(P
NOR(C) ERp (P)

Cp = Cp-Wert, N = cDNA Molekulzahl zum Zeitpunkt Cp, No = cDNA Molekdilzahl zum Zeitpunkt O,

E = Reaktionseffizienz, Z = Zielgen, R = Referenzgen, P = Patientenprobe, C = Calibrator-Probe

Ein Normalized Ratio von ,1“ bedeutet, dass das Verhaltnis aus Ziel zu Referenzgen dem

der mitgeflhrten Calibrator-Probe entspricht. Ein Wert grofRer als ,1“ entspricht einem in
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der Patientenprobe verstarkt exprimierten Zielgen, ein Wert kleiner als ,1“ einem weniger
exprimierten Zielgen. Fiur jeden Patienten, bei dem die Vermessung erfolgreich war,

konnte fir jedes Zielgen ein Normalized Ratio angegeben werden.

2.8 Analyse der Genotypen

2.8.1 DNA-Isolierung aus Patientenblut

Die Patienten-DNA wurde mit dem Qiagen QIAAmp DNA Blood Midi Kit isoliert. 1 ml
Vollblut wurde Uber Qiagen-Affinitatssdulen aufgereinigt. Die Konzentration und Reinheit
der Patienten-DNA wurde am UV-Spektrometer durch optische Dichtemessung bestimmt
und eine 50 ng/pl Stammldésung hergestellt. Aus dieser Stammldésung wurden 10 ng/ul
Aliquots fir die Untersuchungen vorbereitet. Stammlésung und Aliquots wurden bis zur

Verwendung bei 4°C gelagert.

2.8.2 Verwendente Methoden der Genotypisierung

Fir die Untersuchung der Single-Nucleotide-Polymorphismen (SNP) wurden 2 PCR
basierende Methoden angewandt, die Genotypisierung mittels Hybridisierungssonden und
die Genotypisierung durch Restriktionsfragment-Langenanalyse (RFLP). Zur ldentifikation
der SNPs wurden die US amerikanischen National Center for Biotechnology Information

Reference Cluster ID (rs) SNP Nummern verwendet.

2.8.3 Genotypisierung mittels Hybridisierungssonden

Die genomische Ziel-DNA-Sequenz, in der der SNP liegt, wurde durch eine PCR-Reaktion
im Roche LightCycler 1.0 oder LightCycler 2.0 in einem Volumen von 10 pl amplifiziert.
Der Reaktion wurden 2 ziel-sequenzspezifische Oligonukleotide zugeflgt, die
Hybridisierungssonden, welche im Bereich des SNP im Abstand von einem Nukleotid an
das Amplicon binden. An die Sensor-Hybridisierungssonde, in ihnrem Sequenzbereich liegt
der SNP, wurde Fluorescein gekoppelt, an die Anchor-Hybridisierungssonde der
Fluoreszenzfarbstoff LC Red 640. Binden die Hybridisierungssonden wahrend des
Annealings in der PCR an die Zielsequenz, sendet der LightCycler ein Lasersignal und es
kommt zu Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) zwischen den beiden
sondengebunden Farbstoffen. Ungebundene Sonden senden kein Signal. Fir eine
Analyse des Genotyps wurde nach der PCR-Reaktion ein Aufschmelzen des DNA-
Sondengemisches im LightCycler durchgefiihrt (Ririe et al., 1997). Die Messung der
Fluoreszenzabnahme wahrend des Schmelzens ergab eine Schmelzkurve. Bei optimaler
Sequenzubereinstimmung zwischen Sonde und DNA ergibt sich ein hoherer
Schmelzpunkt als bei einer Fehlpaarung. Homozygote Patienten mit optimal zur

Sensorsonde passender Gensequenz zeigen den hohen Schmelzpunkt. Homozygote
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Patienten mit einer Variation der Gensequenz im Vergleich zur Sensorsonde zeigen den
niedrigen Schmelzpunkt. Heterozygote Patienten mit beiden Allelen zeigen beide
Schmelzpunkte. Zur Verifizierung der Resultate wurden 10% der Proben zuféllig
ausgewahlt und der Genotyp ein zweites Mal im LightCycler untersucht. Abweichend von
den Angaben des Herstellers wurden alle Reaktionen in einem Volumen von 10 pl
durchgefuhrt. In einem PCR-Experiment wurden maximal 31 Patienten genotypisiert. Es
wurde immer eine Negativkontrolle, bestehend aus dem PCR-Reaktionsgemisch ohne
DNA, eingeschlossen. Die Auswertung aller Schmelzkurven erfolgte mit der LightCycler
Software 4.0. Nach erfolgter Auswertung wurden die Ergebnisse zusatzlich von einer
unabhangigen Person Uberprift. Die Hybridiserungssonden lieferte die Firma TIB
MOLBIOL, Berlin.

2.8.4 Genotypisierung mittels RFLP

Die jeweiligen Primersequenzen wurden auf der DKFZ HUSAR Internetseite mit dem
Programm Primer erstellt. Die genomische Ziel-DNA-Sequenz wurde durch eine PCR
Reaktion in einem Volumen von 20 pl amplifiziert. Der anschlie®ende Restriktionsverdau
des Amplicons in einem Volumen von 10 ul, bei dem das Enzym die SNP-spezifischen
Sequenzbereiche je nach Genotyp schneidet oder nicht schneidet, lieferte die
Restriktionsverdauprodukte. Die Kontrolle des PCR-Amplicons erfolgte durch Agarose-
Gelelektrophorese mit anschlieRender Farbung durch Ethidiumbromid und digitaler
Dokumentation auf einem UV-Densitometer. Die Verdauprodukte wurden durch Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt und der Genotyp durch Langenanalyse der
Restriktionsfragmente bestimmt. Als GroRenstandard wurde dabei der pUC19-DNA-
Marker verwendet. Das Gel wurde in einem Ethidiumbromidbad gefarbt und anschliefsend

mit einem UV-Densitometer digital aufgenommen und dokumentiert.

2.8.5 Genotypisierung des SNP Asn118Asn im Gen ERCC1 mittels Hybridisierungs-

sonden

Der SNP Asn118Asn (rs11615) ist ein Basenaustausch zwischen T und C im Codon 118
des Gens ERCC1. Die Hybridisierungssonden und PCR-Primer (Tabelle 6.3) wurden
nach dem Protokoll von Yin (Yin et al., 2002) anhand der Genbank Accession Nummer
M63796 fir ERCC1 erstellt (Martin-Gallardo et al., 1992). Die Primer und Sonden binden
wie in Abbildung 2.4 gezeigt an die Gensequenz. Der SNP liegt an der mit dem roten Pfeil
markierten Stelle. Das PCR-Reaktionsgemisch (Tabelle 6.16) und das PCR Programm
(Tabelle 6.26) wurden flir das abgeanderte Volumen und die verwendeten Reagenzien

angepasst.
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2.8.6 Genotypisierung des SNP Asn118Asn im Gen ERCC1 mittels RFLP

Die Genotypisierung des SNP Asn118Asn im Gen ERCCT1 mittels RFLP wurde in
Anlehnung an das Protokoll von Zhou (Zhou et al., 2004) durchgeflhrt. Die Primer wurden
anhand der Genbank Sequenz AF512555 erstellt. Das PCR-Reaktionsgemisch (Tabelle
6.17) und das PCR Programm (Tabelle 6.27) wurden fiir die verwendeten Reagenzien
angepasst. Mit den 379 bp langen PCR-Produkten wurde ein 16 h Restriktionsverdau
(Tabelle 6.18) mit dem Enzym HpyCH41V bei 37°C durchgefiihrt. Fir den homozygoten C
Allel-Trager gibt es 2 Enzymschnittsstellen mit der Sequenz A’'CG_T in Bereich des
Amplicons. Daraus ergab sich ein Restriktionsschnittmuster von 216 bp, 142 bp und
20 bp. Fur den Homozygoten T Allel-Trager entfiel eine Schnittstelle und es wurden
Fragmente von 236 bp und 142 bp erzeugt. Beim Heterozygoten CT Trager zeigten sich
alle 4 Fragmentlangen. Fur die Langenanalyse der Fragmente wurden die PCR-Produkte
mit Ladepuffer versetzt und auf ein 3% TAE-Agarosegel (40 mM Tris, pH = 8,3, 20 mM
Essigsaure, 1 mM EDTA) aufgetragen. Die Trennung erfolgte bei 90 V und 300 mA fir
45 min.
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2.8.7 Genotypisierung des SNP C8092A im Gen ERCC1 mittels Hybridisierungs-

sonden

Der SNP C8092A (rs3212986) ist ein Basenaustausch zwischen C und A an der Position
8092. Die Sequenzen flr Primer und Sonden (Tabelle 6.5) wurden anhand der Genbank
Accession Nummer M63796 fliir ERCC1 erstellt (Martin-Gallardo et al., 1992). Die Primer
und Sonden binden wie in Abbildung 2.5 gezeigt an die DNA-Sequenz. Der SNP liegt ab
der mit dem roten Pfeil markierten Stelle. Das PCR-Reaktionsgemisch (Tabelle 6.19) und

das PCR Programm (Tabelle 6.28) wurden fiir die verwendeten Reagenzien angepasst.

2.8.8 Genotypisierung des SNP C8092A im Gen ERCC1 mittels RFLP

Die Genotypisierung der SNP C8092A im Gen ERCC1 mittels RFLP wurde in Anlehnung
an das Protokoll von Zhou (Zhou et al., 2004) durchgefiihrt. Die Primersequenzen wurden
anhand der Sequenz Genbank M63796 erstellt. Das PCR-Reaktionsgemisch (Tabelle
6.20) und das PCR Programm (Tabelle 6.29) wurden fiir die verwendeten Reagenzien
angepasst. Mit den 400 bp langen PCR-Produkten wurde ein 16 h Restriktionsverdau
(Tabelle 6.21) mit dem Enzym Mboll bei 37°C durchgefiihrt. Fir den Homozygoten C
Allel-Trager gibt es 2 Enzymschnittsstellen mit der Sequenz GAAGAnnnnnnn_n’ im
Bereich des Amplicons. Es ergab sich daraus ein Restriktionsschnittmuster von 278 bp,
116 bp und 6 bp. Fir den Homozygoten A Allel-Trager entstand eine zusatzliche
Schnittstelle und es wurden Fragmente von 161 bp, 117 bp, 116 bp und 6 bp erzeugt. Fir
den Heterozygoten CT Trager erschienen alle 5 Fragmentlangen. Fir die Langenanalyse
der Fragmente wurden die PCR-Produkte mit Ladepuffer versetzt und auf ein 3% TAE-
Agarosegel (40mM Tris, pH = 8,3, 20 mM Essigsaure, 1 mM EDTA) aufgetragen. Die
Trennung erfolgte bei 90 V und 300 mA fir 45 min.

2.8.9 Genotypisierung des SNP309 im Gen MDM2 mittels RFLP

Die Genotypisierung des SNP309 (rs2279744) im Gen MDM2 mittels RFLP wurde in
Anlehnung an das Protokoll von Sotamaa (Sotamaa et al., 2005) durchgefiihrt. Die
Primersequenzen wurden anhand der Sequenz Genbank AF527840 erstellt. Das PCR-
Reaktionsgemisch (Tabelle 6.22) und das PCR Programm (Tabelle 6.30) wurden fur die
verwendeten Reagenzien angepasst. Mit den 312 bp langen PCR-Produkten wurde ein
16 h Restriktionsverdau (Tabelle 6.23) mit dem Enzym MspA 1/ bei 37°C durchgefuhrt. Fur
den homozygoten G Allel-TrAdger gab es 2 Enzymschnittsstellen mit der Sequenz
CmG'CkG im Bereich des Amplicons. Daraus ergab sich ein Restriktionsschnittmuster von
163 bp, 103 bp und 46 bp. Fir den homozygoten T Allel-Trager entfiel eine Schnittstelle
und es wurden Fragmente von 209 bp und 103 bp erzeugt. Fur den heterozygoten GT
Allel-Trager erschienen alle 4 Fragmentlangen. Fir die Langenanalyse der Fragmente

wurden die PCR-Produkte mit Ladepuffer versetzt und auf ein 3,5% TAE-Agarosegel
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(40 mM Tris, pH=8,3, 20 mM Essigsaure, 1 mM EDTA) aufgetragen. Die Trennung
erfolgte bei 90 V und 300 mA fir 1 h und 10 min.

2.8.10 Genotypisierung der 16-Basenpaar-Iinsertion PIN3 im Gen TP53 mittels PCR

Die Genotypisierung der 16-Basenpaar-Insertion PIN3 (rs17878362) im Gen TP53 mittels
PCR wurde nach Tan (Tan et al., 2006) durchgefiihrt. Die PCR-Bedingungen sind in
Tabelle 6.8, Tabelle 6.24 und Tabelle 6.31 aufgefiihrt. Die Reaktion wurde in einem
Volumen von 20 ul durchgefiihrt. Die PCR ergab je nach Polymorphismusstatus ein 135
Basenpaarprodukt beim homozygoten Trager der Insertion und eine 119
Basenpaarprodukt beim homozygoten Patienten ohne Insertion. Der heterozygote Trager
zeigte beide Produkte. Fir die Langenanalyse der Amplicons wurden die PCR-Produkte
mit Ladepuffer versetzt und auf ein 3,5% TAE-Agarosegel (40 mM Tris, pH = 8,3, 2 mM
Essigsaure, 1 mM EDTA) aufgetragen. Die Trennung erfolgte bei 90 V und 300 mA fir 1 h

und 10 min.

2.9 Analyse der Proteinexpression

2.9.1 Extraktion von Proteinen

Die Extraktion der Proteine aus den Lymphozyten erfolgte mit dem Trizol-Reagenz
(107 Zellen / ml Trizol). Abweichend von den Herstellerangaben wurde ein 1:2 Verhéltnis
fur die Fallung der Proteine mit Isopropanol verwendet, sowie die folgenden
Waschschritte von 20 min auf 10 min verkurzt und auf Eis durchgefuhrt. Nach dem finalen
Waschschritt wurde das Pellet in Lysepuffer (Tabelle 6.33) resuspendiert und zentrifugiert
(5 min, 15700 g, 4°C). Es folgte eine Benzonase Behandlung (1 ul / 100 pl Lysepuffer) fur
30 min bei 37°C, die die DNA und RNA abbaute und daran gebundene Proteine freisetzte.
Zelldebris wurde durch anschlieliendes Zentrifugieren (5 min, 15700 g, 4°C) pelletiert, der
Uberstand enthielt die nukledren und cytoplasmatischen Proteine. Die Konzentration der
Protein-Lésung wurde mittels BioRad Protein Micro Assay nach Angaben des Herstellers
durchgeflhrt.

2.9.2 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine kénnen unter denaturierenden Bedingungen in Polyacrylamidgelen ihrer Grélze
nach aufgetrennt werden (Laemmli, 1970). Die eigene Polaritdt der Proteine durch
geladene Aminosaurereste ist unerheblich, da sich sowohl im Probenpuffer als auch im
Gel Natriumdodecylsulfat (SDS) befindet, das sich unabhangig von der
Aminosauresequenz an Proteine anlagert. Aufgrund der negativen Ladung des SDS
wandern alle Proteine zur Anode. 40 ug Proteinextrakt wurden mit SDS-Probenpuffer

(Invitrogen) und reduzierendem Agens (Sample reducing Agent, Invitrogen) versetzt und
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fur 10 min bei 70°C denaturiert und anschlieRend auf Eis abgeklhlt. Die Taschen des
NuPAGE-Minigels wurden mit Laufpuffer (Tabelle 6.34) gespllt und zusatzlich zu den
Proben wurde der MagicMark XP GroRenstandard geladen. Die Elektrophorese wurde bei
konstanter Spannung von 200 V fir 50-60 min im X Cell Sure Lock System in Laufpuffer
durchgefiihrt.

2.9.3 Western Blot

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden durch Elektroblot aus dem Gel auf
eine PVDF-Membran (0,45 uM, Invitrolon) Uberfuhrt. Dazu wurden eine PVDF-Membran,
2 Filterpapiere und 4 Blotschwamme fir 1 min in Transferpuffer (Tabelle 6.37) auqilibriert.
Fur den Blot wurden von der Kathode aus 2 Blotschwamme, ein Filterpapier, das Gel, die
PVDF-Membran, ein Filterpapier sowie 2 weitere Blotschwamme Iuftblasenfrei
zusammengelegt und in die Apparatur eingebaut. Der Transfer fand bei konstanter
Spannung von 30V fir 70 min statt. Die Zusammensetzung von Block-, Wasch- und
Antikorperverdinnungslésung ist in Tabelle 6.35 aufgefiihrt. Nach der Transferzeit wurde
die Membran fir 1 h bei Raumtemperatur in Blockldsung geblockt. Die Membran wurde
dreimal fir 5 min gewaschen, bevor die Lésung mit dem primaren Antikorper auf die
Membran gegeben wurde. Der primare Antikérper wurde ja nach Zielprotein in
unterschiedlicher Verdiinnung (Tabelle 6.36) eingesetzt und die Inkubation erfolgte fir 1 h
bei Raumtemperatur oder tUber Nacht bei 4 °C.

Nach erneutem Waschen (4 x 10 min) wurde die Membran fur 1 h bei Raumtemperatur
mit dem 2. Antikérper (1:5000 / fr B-ACTIN 1:10000) inkubiert. Anschlie®end folgten
weitere Waschschritte (3 x 15 min) und die Detektion mit dem Western Lightning
Chemiluminescense Reagent Plus nach Angaben des Herstellers. Die Membran wurde
luftblasenfrei unter Klarsichtfolie gelegt und die Exposition von Hyperfilm (Amersham)
Filmen erfolgte fir 15 s bis zu 10 min in einer Filmkassette. Die Filme wurden in der
Entwicklermaschine Curix 60 entwickelt und anschlieRend mit dem HP Scanjet 8290
digitalisiert. Die Bilddateien wurden mit der Adobe Photoshop Software 7.0 quantifiziert.
Dabei wurde die Intensitat der Zielproteinbande ins Verhaltnis zur Intensitat der Bande
des Referenzproteins TBP gesetzt. Als weitere Kontrolle gegen ungleiche Beladung der

Gele wurden auf den Membranen das Protein B-ACTIN nachgewiesen.

2.9.4 Entfernen der Antikérper von der Invitrolon-Membran

Um mehrere Proteine nacheinander auf einer Membran nachweisen zu kénnen, wurden
die Membranen von Antikérpern befreit (,gestrippt’). Dazu wurden die Membranen in
einem vollen 50 ml Bluecap-Rdhrchen fir 30 min bei 50°C mit Strip-Puffer (Tabelle 6.39)

behandelt, danach 3 x 5 min gewaschen und erneut fur 1 h geblockt.
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2.10 Bestimmung der DNA-Reparatur mittels Einzelzell-Mikrogelelektrophorese

Die Einzelzell-Mikrogelelektrophorese (Comet-Assay) wurde erstmals von Singh (Singh et
al., 1988) beschrieben und hier nach der von Popanda et al. modifizierten Variante
durchgefihrt (Popanda et al., 2003). Mit dem Comet-Assay kénnen genotoxische Effekte
detektiert werden, die von DNA schadigenden Substanzen oder physikalischen
Einflissen, wie z.B. ionisierender Strahlung, ausgehen. Zur Ermittlung der zellularen
Strahlensensitivitdt sowie der Fahigkeit, strahleninduzierte DNA-Schaden zu reparieren,
wurden die aus der Blutprobe isolierten Lymphozyten im Comet-Assay untersucht. Die
Exprimente an den Lymphozyten der Patienten wurden von Herrn O. Zelezny
(Arbeitsgruppe genetische Toxikologie und DNA-Reparatur, DKFZ Heidelberg)
durchgefiihrt und die Daten fir die Auswertung im Rahmen des Projekts zur Verfligung
gestellt. Der Comet-Assay wurde eingesetzt, um den Hintergrundschaden, die
strahleninduzierten DNA-Schaden sowie die DNA-Reparaturkapazitat nach Bestrahlung
zu den Zeitpunkten 15 und 60 min zu bestimmen. Die Zellen wurden auf Objekttragern in
0,7%iger Agarose eingebettet und nach dem Erstarren der Agaroseschicht bestrahilt. Zur
Ermittlung des Hintergrundschadens blieben die Objekttrager mit den Kontroll-Zellen
unbehandelt, wahrend die anderen Objekttrager mit einer Dosis von 5 Gray bestrahlt
wurden. Nach der Bestrahlung wurden die Kontrollzellen sowie die Objekttrager zur
Bestimmung des induzierten Schadens (0 min) direkt lysiert. Die Ubrigen Objekttrager
wurden flr 15 bzw. 60 min bei 37°C in RPMI inkubiert, um den Zellen Zeit zur Reparatur
der gesetzten DNA-Schaden zu geben. Membranstrukturen und Zytoskelett wurden
anschlieend durch Inkubation der Zellpraparation in Lysepuffer (NaCl 2,5 M, Trizma
Base 10 mM, EDTA-Na, 0,1 M, N-Laurylsarcosin Na-Salz 1%, Triton X-100 1%, DMSO
10%; pH 10,0) aufgelést. Die DNA der Zellen wurde in einer nachfolgenden
Elektrophorese im stark alkalischen Milieu aufgetrennt (NaOH 0,3 M, EDTA -Na, 1,0 M;
pH 13,1). Fragmentiete DNA wandert dabei zur Anode und setzt sich von der
hochmolekularen ungeschadigten DNA des Zellkerns ab. Je starker die DNA der Zellen
geschadigt ist, desto ausgepragtere kometenartige Strukturen bilden sich wahrend der
Elektrophorese aus.

Die Auswertung des Comet-Assay wurde mit einer automatischen Auswertanlage
(Metasystems, AltluBheim) vorgenommen. Nach Anfarbung der Praparation mit dem
Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green wurde die DNA der Zellkerne unter dem Mikroskop
sichtbar (SYBR Green 10000-fach Stammlésung in DMSO, verwendete Konzentration
0,1 yl / ml TE-Puffer). Beim automatischen Scannen der Objekttrager wurden einzelne
Kerne automatisch in einem Bildfenster positioniert, fokussiert und ausgelesen. Das
Fluoreszenzsignal eines Zellkerns wurde durch einen implementierten Algorithmus in
einen Kopf- und einen Schweifteil unterteilt. Aufgrund der Signalintensitaten wurden die

DNA-Anteile in Kopf und Schweif sowie die Schweifliange berechnet. Das
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Verteilungsverhaltnis der DNA-Mengen in Kopf und Schweif (Tail-Moment) ist ein
reprasentativer Wert fiir die Schadigung des genetischen Materials der Zellen. Fir jede
Versuchsbedingung wurden mindestens 3 x 100 Zellen (aus 3 Agarosefeldern)
ausgewertet.

Das Olive-Tail-Moment ist keine normalverteilte Grolie, sondern folgt einer rechtsschiefen
Verteilung. Aus diesem Grund wurde zur Mittelung einer Messung der Median aus den
vermessenen Zellen berechnet. Von den 3 Medianen einer Behandlung wurde
anschlieltend der Mittelwert (arithmetisches Mittel) gebildet. Aus den Daten wurden die 4
Parameter Hintergrundschaden, induzierter Schaden und Restschaden nach 15 bzw.
60 min Reparatur fur jeden Patienten bestimmt. Der Hintergrundschaden ergab sich aus
dem Wert der unbestrahlten Kontrolle, der induzierte Schaden aus dem Wert fUr die

bestrahlten Zellen, die keine Zeit zur DNA-Reparatur hatten.

2.11 Bestimmung der Antioxidantien im Blutplasma

Ein wichtiger Einflussfaktor auf den Strahlenempfindlichkeitsstatus kann die Erndhrung
sein, und hier speziell die Aufnahme von Antioxidantien. Um mogliche Zusammenhange
zu untersuchen, wurden deshalb die Konzentration von 9 Antioxidantien im Blutplasma
der Patienten durch unserem Kooperationspartner gemessen (Kooperation mit PD Dr. J.
Linseisen, DKFZ, Heidelberg). Die Karotine und Tocopherole wurden durch HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) getrennt und anschlieBend photometrisch
nachgewiesen (Hess et al., 1991). Ascorbinsaure wurde im Plasma photometrisch mit der

von Speitling beschriebenen Methode nachgewiesen (Speitling et al., 1992).

Tabelle 2.2: Untersuchte Antioxidantien im Blutplasma der Patienten

Carotinoide Tocopherole Andere
a-Carotin a-Tocopherol Ascorbinsaure
B-Carotin y-Tocopherol

Canthaxanthin

Cryptoxanthin

Lutein

Lycopin
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2.12 Statistische Berechnungen

2.12.1 Mittelwerte, Variationskoeffizienten und Median

Sofern nicht anders angegeben handelt es sich bei Mittelwerten um das arithmetische
Mittel. Als Streuungsmald wird der Variationskoeffizient (VK) als Quotient aus
Standardabweichung (SA) und Mittelwert (MW) verwendet (Ramm und Hofmann, 1976).
Der VK berechnet sich nach der Gleichung VK = SA/ MW. Der Median einer geordneten

Stichprobe (1, 29, .. ., Iﬂj von n Messwerten berechnet sich als:
. T(ny1)/2 n ungerade
T=4 M

% \L(n/2) + T(n/2 +1)) n gerade

2.12.2 Der Wilcoxon-Test

Der Wilcoxon-Test priift, ob sich 2 Gruppen signifikant unterscheiden. Der Test ist nicht
parametrisch (Buning, 1999), d.h. es wird keine Normalverteilung der Variablen der
Gruppen vorausgesetzt. Die Daten werden in eine Rangfolge gebracht und firi=1, . ..

bis I die Rangsummen Riin den einzelnen Gruppen bestimmt:

H = iﬂn;
j=1

Die Teststatistik pruft, ob sich die Rangsummen signifikant unterscheiden.

2.12.3 Der Kruskal-Wallis-Test

Der Kruskal-Wallis-Test (Kruskal und Wallis, 1952) ist eine Varianzanalyse flir Rangdaten.
Er prift, ob sich mehr als 2 Gruppen hinsichtlich ihrer Verteilung unterscheiden. Er ist
nicht parametrisch. Er verwendet ebenfalls Rangsummen. Die Teststatistik H des Kruskal-

Wallis-Tests vergleicht die Rangsummen Rimitihren Erwartungswerten E(R)). Sie lautet:

I

12 1 ni(n + 1)\ 2
H=— S e R S
n[n-l—l]zm;( ) 2 )

i=1
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Fur grofde Stichprobenumfange ist H approximativ chiquadrat-verteilt und ein p-Wert kann

anhand eines theoretischen Chiquadrat-Werts angegeben werden.

2.12.4 Der Spearman-Korrelationskoeffizient

Um Korrelationen fur nicht parametrische Variablen zu beschreiben, eignet sich der
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman. Jedem Wert wird seine Rangzahl
zugewiesen. Es entstehen so n Paare mit Rangzahlen rg(x;) und rg(,). Aus diesen
Réngen wird der Korrelationskoeffizient nach Bravais-Pearson errechnet. Man erhalt so

den Korrelationskoeffizienten nach Spearman:

2.i(rglx:) —rg(z))(rgly:) —rg(y))
VEi(rg(z:) —rg(2))2/Li(rg(y:) —rg(y))?

rsp =

Der Spearman-Korrelationskoeffizient kann Werte von ,-1“ bis ,+1“ annehmen. Das
bedeutet im Einzelnen:
o rgp > ,0% gleichsinniger monotoner Zusammenhang (Tendenz: wenn x grof} wird,
wird auch y grofd bzw. wenn x klein wird, wird auch y klein);
e rsp < ,0% gegensinniger monotoner Zusammenhang (Tendenz: wenn x grof} wird,
wird y klein bzw. wenn x klein wird, wird y groR3);

e rgp = “0“ kein monotoner Zusammenhang

2.12.5 Hierarchische Clusteranalyse

Die hierarchische Clusteranalyse verwendet multivariate statistische Verfahren. Die Daten
werden in einem iterativen Prozess so angeordnet, das ahnliche Daten nah beieinander

angeordnet werden (Eisen et al., 1998).

2.12.6 Der Biplot

Vor der Darstellung von Daten in einem Biplot muss eine Hauptkomponentenanalyse
(principal components analysis) durchgefiihrt werden. Die Hauptkomponentenanalyse ist
eine Methode der multivariaten Verfahren in der Statistik (Pearson, 1901). Die
Hauptkomponentenanalyse besteht darin, eine orthogonale Transformation der
urspringlichen Variablen in eine neue Menge unkorrelierter Variablen, die
Hauptkomponenten (principal components) genannt werden, durchzufihren. Die
Hauptkomponenten werden nacheinander in absteigender Bedeutung konstruiert. Die
Hauptkomponenten sind Linearkombinationen der urspriinglichen Variablen. Man hofft,
dass wenige der ersten Variablen flr den gréf3ten Teil der Variation in den Originaldaten

verantwortlich sind, so dass die effektive Dimension der Daten reduziert werden kann. Die
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erste Hauptkomponente wird so konstruiert, dass sie flir den gréRten Teil der Variation
verantwortlich ist. Die ersten beiden Hauptkomponenten kénnen dann in einem Biplot
graphisch dargestellt werden (Gabriel und Odoroff, 1990). Je naher sich zwei Punkte in
einem Biplot liegen, desto dhnlicher sind sie sich in ihren Ausgangsmerkmalen. Die Lange
der Pfeile ist proportional zur Standardabweichung der dargestellten Variablen. Der
Kosinus des Winkels zwischen zwei Variablen (Pfeilen) approximiert den
Korrelationskoeffizienten dieser beiden Variablen. Ein Winkel von 90° oder 270° bedeutet
Unkorreliertheit, einer von 0° oder 360° bedeutet perfekte positive Korrelation, einer von

180° perfekte negative Korrelation.

2.12.7 Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG) wird zur Kontrolle auf Genotypisierungsfehler
oder einer Anreicherung der Studienpopulation im Bezug auf einen Genotyp eingesetzt.
Laut dem HWG ist der Wahrscheinlichkeitsschatzer der Allelfrequenz f des varianten
Allels f= (2n41+ noq)/ 2n. n ist die Anzahl der Patienten mit dem Genotyp n; (i = variantes
Allel, j = wildtyp Allel) und berechnet sich nach n = 2n41+ ngitng. f hat den
asymptotischen Standardfehler SF = [(f[1-f])/2n)"2. Als Qualititskontrolle wurde bei jedem
untersuchten Polymorphismus die Abweichung der erwarteten Allelfrequenz von der
beobachteten Allelfrequenz mit Hilfe des CHI-Quadrat Tests mit einem Freiheitsgrad

verglichen.

2.12.8 Software zur Berechnung der Haplotypen und des Kopplungs-

ungleichgewichts

Zu Berechnung der Haplotypen fir die SNPs im Gen ERCC1 wurde die PHASE v2.1.1
Software (Stephens et al., 2001; Stephens und Donnelly, 2003) verwendet. Sie gibt die
wahrscheinlichsten Haplotypenpaare fir jeden Patienten an. Fur die Abschatzung des
Kopplungsgleichgewicht (,Linkage Equilibiriums®) wurde die Estimating Haplotypes (EH)
Software Version 1.2 (Terwilliger und Ott, 1994; Xie und Ott, 1993) verwendet.

2.12.9 Berechnung der logistischen Regressionen

Odds ratios und 95% Konfidenzintervalle wurden mit dem Statistik Software Paket, SAS
release 9.1 (SAS Institute, Inc., Cary, North Carolina) von der Gruppe Arbeitsgruppe
.Genetische Epidemiologie* berechnet. Dazu wurde die multivariate unkonditionale
logistische Regressionsanalyse verwendet. Abschatzungen der Konfidenzintervalle
wurden mit der PHREG Prozedur durchgefuhrt. Das 95%-Konfidenzintervall ist derjenige
Bereich in dem der wahre Messwert mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% liegt.

Ergebnisse mit einem p-Wert kleiner als 0.05 wurden als statistisch signifikant gewertet,
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Die statistische Signifikanz (p-Wert) sagt aus, wie gross die Wahrscheinlichkeit ist, dass

der gemessene Unterschied dem Zufall entspringt.
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3. Ergebnisse

3.1 Epidemiologische Auswertung der Studie in Bezug auf die klinische

Strahleniiberempfindlichkeit

Die Auswertung der klinisch-epidemiologischen Daten erfolgte durch den Kooperations-
partner, die Arbeitsgruppe flir genetische Epidemiologie unter der Leitung von Frau Prof.
J. Chang-Claude. Fir 405 der 406 in die Studie aufgenommenen Patienten konnten
klinisch-epidemiologische Datensatze komplettiert werden und standen somit fir die
statistische Auswertung zur Verfigung. Insgesamt wurden 61.560 Einzelwerte zur
klinischen Radiosensitivitat erhoben, d.h. es wurden fir jeden Patienten 152 Datenpunkte
(CTC Werte) fur 19 verschiedene Kriterien zu jeweils 8 Zeitpunkten erfasst. Auf Grund
dieser Werte wurden 54 von 405 (13.3%) der Patienten als strahleniberempfindlich und
351 von 405 (86.7%) als normal strahlenempfindlich eingestuft. Mit Hilfe der Datensatze
konnten Einflussfaktoren auf die Strahlenempfindlichkeit, die bei einer spateren
Auswertung berlcksichtigt werden mussten, identifiziert werden. Die Analyse der
demographischen und anthropometrischen Daten (Tabelle 3.1 und Tabelle 3.2) zeigte
keinen Einfluss z.B. von Alter oder Body Mass Index (BMI) auf die Radiosensitivitat,
Patienten mit einer Korpergréfle Uber 180 cm waren jedoch signifikant haufiger
strahlentberempfindlich. Die Auswertung der Erkrankungscharakteristika (Tabelle 3.3 und
Tabelle 3.4) der Patienten wies vor allem auf den statistisch signifikanten Einfluss einer
adjuvanten Hormontherapie hin. Bei den untersuchten Lebensstilfaktoren (Tabelle 3.5)
war kein Effekt des Rauchverhaltens, jedoch ein statistisch signifikanter Einfluss des
Alkoholkonsums auf die Strahlentberempfindlichkeit zu erkennen. Bei der Auswertung
der Antioxidantien im Blutplasma der Patienten konnte kein Zusammenhang zur

Strahlenliiberempfindlichkeit festgestellt werden (Daten nicht aufgefihrt).
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Tabelle 3.1: Verteilung demographischer und anthropometrischer Faktoren in der
Studienpopulation, Teil 1
normal strahlen- ¥2 Test Gesamt-
strahlen- Uberempfindlich population

empfindlich

N=351 % N=54 % p-Wert N=405 %
Gewicht [kg]
<70 47 134 6 111 53 13.1
71-80 119 33.9 18 33.3 137 33.8
81-90 115 32.8 16 27.8 130 32.1
91-100 47 134 11 204 58 14.3
2100 23 6.6 4 74 0.70 27 6.7
BMI [kg/m?]
normalgewichtig (18.5-24.9) 103 29.3 18 33.3 121 30.0
Ubergewichtig (25-29.9) 191 54.4 26 48.2 217 53.6
adip6s (30+) 56 16.0 10 18.5 0.68 66 16.3
Mittelwert + SA 27.0 +34 274 +£3.9 27 =35
GroRe [cm]
<170 93 26.5 15 27.8 108 26.7
171-175 97 276 12 222 109 26.9
176-180 114 325 11 204 125 30.9
=181 46 13.1 16 29.6 0.01 62 15.3
Hauttyp
sehr hell 9 26 1 19 10 25
hell 65 18.5 13 241 78 19.3
mittel 189 53.9 30 55.6 219 541
dunkel 76 217 10 185 0.80 86 21.2
Haarfarbe
rotblond 9 26 1 1.9 10 25
hellblond 45 128 7 130 52 12.8
dunkelblond/braun 240 684 42 77.8 282 69.6
schwarz 48 137 4 74 0.56 52 12.8

N = Anzahl der Patienten; wegen fehlender Angaben wurde nicht fir alle Variablen die gesamte

Fallzahl erreicht, deshalb beruht das Ergebnis des Chiquadrat-Tests auf den vorhandenen Daten
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Tabelle 3.2: Verteilung demographischer und anthropometrischer Faktoren in der
Studienpopulation, Teil 2
normal strahlen- strahlen- ¥ Test Gesamt-

empfindlich Uberempfindlich population

N=351 % N=54 % p-Wert N=405 %
Alter zum Zeitpunkt
der Radiotherapie
48-59 35 10.0 4 7.4 39 96
60-64 61 174 12 22.2 73 18
65-69 106 30.2 16 29.6 122 30.1
70-74 88 25.1 17 31.5 105 25.9
275 61 174 5 9.3 0.47 66 16.3
Mittelwert £ SA 68.0 +6.8 67.8 6.1 68.0 *6.7
Nationalitat
deutsch 345 98.3 54 100.0 399 98.5
andere 5 14 0 0 1.00* 5 12
Familienstand
verheiratet/Lebensgem. 321 915 50 92.6 371 91.6
getrennt/ledig/verwitwet 25 741 4 7.4 1.00* 29 7.2
Schulabschluss
kein/Hauptschule 172 49.0 22 40.7 194 47.9
Realschule 57 16.2 9 16.7 66 16.3
Fachhochschule 30 8.6 11.1 36 8.9
Abitur 87 248 17 31.5 0.61 104 257

N = Anzahl der Patienten; wegen fehlender Angaben wurde nicht fur alle Variablen die gesamte

Fallzahl erreicht, deshalb beruht das Ergebnis des Chiquadrat-Tests auf den vorhandenen Daten;

* Fishers exakter Test
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Tabelle 3.3: Erkrankungscharakteristika im Zusammenhang mit der
Strahleniiberempfindlichkeit, Teil 1

normal strahlen- strahlen- x2 Test Gesamt-
empfindlich Uberempfindlich population
N=351 % N=54 % p-Wert N=405 %

Tumorstadium

GroRe

T1 83 237 14 259 97 24

T2 150 427 26 482 176 43.5
T3 98 27.9 13 241 111 274
T4 13 3.7 0 0 0.46 13 3.2

Lymphknoten

NoO 283 80.6 47 87 330 81.5
No1 13 3.1 3 56 0.71* 16 4.0

Metastasen

MeO 300 85.5 45 83.3 345 85.2
Me1 1 03 0 0 0.68* 1 03

Gleason Score

3-5 49 14 10 18.5 59 14.6
6 109 3141 20 37 129 31.9
7 93 26.5 13 241 106 26.2
8-10 64 18.2 4 74 0.20 68 16.8

Differenzierung *
wenig differenziert 165 47.0 18 33.3 183 45.2
gut differenziert 180 51.3 35 64.8 0.06 215 5341

N = Anzahl der Patienten; wegen fehlender Angaben wurde nicht fir alle Variablen die gesamte
Fallzahl erreicht, deshalb beruht das Ergebnis des Chiquadrat-Tests auf den vorhandenen Daten;
* Fishers exakter Test; * gut differenziert: Gleason <7 oder Tumorstadium < 3; wenig differenziert:

Gleason 2 7 oder Tumorstadium = 3
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Tabelle 3.4 Erkrankungscharakteristika im Zusammenhang mit der

Strahleniiberempfindlichkeit, Teil 2

normal strahlen-  strahlentberempfindlich X2 Gesamt-

empfindlich Test population

N=351 % N=54 % p-Wert N=405 %
Alter bei
Erstdiagnose
48-59 58 16.5 6 11.1 64 15.8
60-64 66 18.8 12 222 78 193
65-69 105 29.9 17 315 122 30.1
70-74 76 21.7 16 29.6 92 227
=75 46 13.1 3 5.6 0.32 49 121
Mittelwert £ SA 66.6 +7.0 66.7 6.5 66.6 +6.9
Jemals
Chemotherapie
nein 345 98.3 53 98.2 398 98.3
ja 3 0.9 1 1.9 0.44 4 1.0
Prostatektomie
nein 209 59.5 37 68.5 246  60.7
ja 141 40.2 17 31.5 0.22 158  39.0
Hormontherapie
nein 210 59.8 41 75.9 251 620
ja 141 40.2 13 24 1 0.02 154  38.0
friihere
Krebserkrankung
nein 317 90.3 50 92.6 367 90.6
ja 21 6.0 4 74  0.76% 25 6.2
Krebs in der
Familie
nein 163 46.4 26 48.2 189 46.7
ja 181 51.6 25 46.3 0.63 206 50.9

N = Anzahl der Patienten; wegen fehlender Angaben wurde nicht fir alle Variablen die gesamte
Fallzahl erreicht, deshalb beruht das Ergebnis des Chiquadrat-Tests auf den vorhandenen Daten;

* Fishers exakter Test



52 Ergebnisse

Tabelle 3.5: Lebensstilfaktoren im Zusammenhang mit der Strahleniiberempfindlichkeit

normal strahlen- strahleniiberempfindlich  x? Test Gesamt-
empfindlich population
N=351 % N=54 % p-Wert N=405 %
Rauchen
nie geraucht 163 46.4 29 53.7 192 47.4
friiher geraucht 152 43.3 22 40.7 174 43.0
raucht zur Zeit 32 9.1 3 5.6 0.53 35 86
Gerauchte Menge
[packyears™
0 163 46.4 29 53.7 192 474
1-19 80 22.8 10 18.5 90 222
220 80 22.8 11 20.4 0.60 91 225
Dauer des
Rauchens
0 163 46.4 29 53.7 192 474
1-29 Jahre 86 245 12 22.2 98 24.2
2 30 Jahre 74 21.1 9 16.7 0.59 83 20.5
Alkohol
nein 53 15.1 17 31.5 70 17.3
ja 295 84.1 36 66.7 <0.01 331 817
Tagliche Menge
Alkohol ing
kein Alkohol 53 15.1 17 31.5 70 17.3
>0-17 133 37.9 17 315 150 37.0
=18 159 45.3 18 33.3 0.01 177 43.7

N = Anzahl der Patienten; * packyear = Eine Schachtel / Tag liber ein Jahr; wegen fehlender
Angaben wurde nicht fir alle Variablen die gesamte Fallzahl erreicht, deshalb beruht das Ergebnis

des Chiquadrat-Tests auf den vorhandenen Daten
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3.2 Konstitutive mRNA-Expression der Markergene in der Studienkohorte

Im Rahmen der Studie wurde den Patienten eine 50 ml Blutprobe vor der Radiotherapie
entnommen. Aus den Blutproben wurden die Lymphozyten isoliert. Aus deren RNA wurde
nach der Reversen Transkription mit der Methode der relativen Real-Time PCR die
konstitutive mRNA-Expression bestimmt. Es wurde RNA der Markergene ATM, APEX1,
BRCA1, BRCA2, ERCC1, MDM2, TP53 und TOP3A quantifiziert. Das Gen TBP wurde als

Referenzgen vermessen.

3.2.1 Qualitat der RNA aus den Lymphozyten der Patienten

Die Vermessung der RNA mit dem Agilent Bioanalyzer ergab eine Konzentrationsangabe
relativ zum eingesetzten RNA-Marker und eine RNA Integritdts-Nummer (RIN). Die RIN
war das Mal fir die RNA-Qualitdt und Integritdt. Die Reproduzierbarkeit der
Konzentrationsbestimmung zeigte laut Herstellerangaben einen Variationskoeffizient von
10%. Bei 80% der Patienten konnte die RNA mit einer sehr guten RIN zwischen 9 und 10
isoliert werden, bei weiteren 16.3% war die Qualitat fur die Erststrangsynthese akzeptabel
(RIN > 6.5, Tabelle 3.6).

Die Erststrangsynthese wurde jeweils durch eine PCR des 3’- und 5-Ende des Clathrin-
Gens auf Vollstandigkeit der Umschreibung Uberprift. Nur bei vollstandiger Umschreibung
der mRNA in cDNA konnten gleiche Mengen von PCR-Produkten an beiden Enden der
cDNA entstehen (Abbildung 3.1). Es konnten nach der Qualitatskontrolle 96.3% der

Patienten cDNAs fir die Quantifizierung verwendet werden.

a ¥ 5 M b) 3 5 M

e

--..__1 B -

i

Abbildung 3.1: PCR des 3’- und 5’-Ende des Clathringens; 3’ = 550 bp Produkt aus dem 3’-
Ende des Clathrin-Gens; 5 = 570 bp Produkt aus dem 5-Ende des Clathrin-Gens;
M = Molekulargewichtsmarker; a) vollstaindige Umschreibung; b) unvolistandige

Umschreibung
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Tabelle 3.6: RNA-Qualitat der gesamten Studienkohorte

RIN* N Prozent
9-10 324 80.0%
8-99 45 11.1%
6.5-8.9 21 5.2%
<6.5 15 3.7%

Summe der Patienten 405

N = Anzahl der Patienten; *:RIN 10 = optimale Qualitat; RIN O = total degradierte RNA

3.2.2 Optimierte Rektionseffizienzen fiir die relative Real-Time PCR

Fur die relative Quantifizierung mittels Real-Time PCR ist es essentiell, dass die

Reaktionen von Experiment zu Experiment mit einer gleich bleibenden Reaktionseffizienz

ablaufen. Die Reaktionseffizienzen wurden durch Variation des Magnesiumgehaltes des

Reaktionsgemisches, der Annealing-Temperatur und der Elongationszeit auf einen Wert

nahe des theoretischen Maximums von 2 optimiert. Die Real-Time Reaktionseffizienzen

sind in Tabelle 3.7 angegeben.

Tabelle 3.7: Real-Time PCR-Reaktionseffizienzen der Markergene

Gen Reaktionseffizienz
APEX1 1.82
ATM 1.85
ATLTP6 2.00
BRCA1 1.99
BRCA2 2.03
ERCC1 1.97
MDM?2 1.94
TBP 1.96
TOP3A 1.90
TP53 1.94
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3.2.3 Einfluss der methodischen Schwankungen bei der Erststrangsynthese und

bei der Real-Time PCR auf das Messergebnis

Um die mdglicherweise kleinen interindividuellen Unterschiede in der konstitutiven mRNA-
Expression bestimmen zu konnen, wurde der Einfluss der angewendeten Methoden
analysiert und eine entsprechende Quantifizierungsstrategie gewahlt. Durch eine Reihe
von MalRnahmen, vor allem aber durch die Verwendung einer Calibrator-Probe, wurde fir
methodischen, nicht auf biologischen Ursachen beruhenden Schwankungen in der
mRNA-Expression korrigiert. Bei der Erststrangsynthese der cDNA war zu jeder Patienten
RNA eine identische Menge exogener Arabidopsis thaliana LTP6 RNA (ATLTP6)
gegeben worden. Die Quantifizierung dieser ATLTP6 mRNA mit dem LightCycler lieferte
eine Kontrolle fur das Ausmal der methodischen Schwankung bei der Erststrang-
Synthese. Der Variationskoeffizient fir das Gen ATLTP6 lag bei 17.4% und konnte als
reprasentativ fur die methodische Schwankung der Erststrangsynthese angenommen
werden. Dieser Variationskoeffizient war fir die methodischen Schwankungen der Real-
Time PCR durch den Einsatz des Calibrators korrigiert. Die methodischen Unterschiede
der Real-Time PCR lagen fir das Gen ATLTP6 bei 8.5%, wurden aber durch die
Verwendung der Calibrator-Normalisierung ausgeglichen.

Fir jedes Zielgen wurde ein Cp-Wert gemessen. Mit der Methode der Calibrator-
normalisierten relativen Quantifizierung mit Effizienzkorrektur (siehe Kap. 2.7.10) wurde
aus den gemessenen Cp-Werten ein relatives, auf das Referenzgen TBP bezogenes,
Normalized Ratio errechnet. Dieses Normalized Ratio war fur die methodischen
Schwankungen der RNA-Vermessung, der Erst-Strangsynthese und der Real-Time PCR
korrigiert. Die Variationskoeffizienten der Normalized Ratios fir die Markergene im
gesamten Patientenkollektiv waren am geringsten fiur das Gen TP53 (35%) und am
hochsten fur das Gen BRCA1 (66%).

Die Qualitdt der Produkte der Real-Time PCR wurde durch eine Schmelzpunktanalyse
kontrolliert. Die quantitative PCR lieferte flr die Gene TP53, TOP3A, MDM2, ERCC1 und
APEX1 fir 96.4 % der Patienten qualitativ einwandfreie Messergebnisse. Fir ATM lag der
Wert bei 94.8%, fur BRCAZ2 bei 94.4% und fir BRCA1 bei 91.6% einwandfreier PCR-

Produkte der Quantifizierung.



56 Ergebnisse

3.2.4 Ergebnisse der relativen Quantifizierung der Markergene

Die Messwerte in Tabelle 3.8 sind als Normalized Ratio angegeben. Ein Wert > 1
entspricht einem in der Patientenprobe verstarkt exprimierten Markergen, ein Wert <1
einem weniger exprimierten Markergen im Vergleich zur Calibrator-Probe. Die
Auswertung ergab, dass die Patienten messbare interindividuelle Unterschiede der
konstitutiven mRNA-Expression aufzeigten. Diese Unterschiede waren am starksten flr
das Gen MDM?2 ausgepragt. Hier zeigte sich ein bis zu 37-facher Unterschied zwischen
den Patienten. Am schwachsten waren die interindividuellen Unterschiede mit einem 12-
fachen Unterschied beim Gen ERCC1.

Es wurde analysiert, ob eine Korrelation der Expressionswerte der Markergene
untereinander vorlag. Dazu wurde der Spearman-Korrelationskoeffizient verwendet
(Tabelle 3.9). Er diente zur Analyse von Korrelationen bei nicht normal verteilten
Variablen. Es zeigte sich, dass alle Gene statistisch signifikant positiv miteinander in
Korrelation standen. Die Korrelationswerte reichten von der schwachsten Korrelation mit
r =0.13 zwischen MDM2 und APEX1 bis hin zur starksten Korrelation r = 0.69 zwischen
ERCC1 und APEX1.

Tabelle 3.8: Konstitutive Expression der Patienten in der Kohorte

Gen N Mittelwert der Median der Minimum Maximum

mMmRNA-Expression mRNA-Expression

TP53 376 0.93 0.89 0.11 2.74
TOP3A 376 1.30 1.13 0.19 6.06
MDM2 376 1.31 1.19 0.12 4.44
ERCC1 376 0.69 0.65 0.23 2.75
BRCA2 368 0.96 0.87 0.15 3.67
BRCA1 362 1.38 1.12 0.33 8.31
ATM 370 1.02 0.93 0.10 3.04
APEX1 376 0.79 0.73 0.27 297

N = Anzahl der Patienten
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Tabelle 3.9: Spearman-Korrelationskoeffizienten der Markergene untereinander
Gen TOP3A MDM2 ERCC1 BRCA2 BRCA1 ATM APEX1
r 0.394  0.49 0.43 0.37 0.39 0.36 0.30
TP53  pwert <0001 <.0001 <0001 <.0001 <0001 <.0001  <.0001
N 376 376 376 368 362 370 376
r 0.53 0.44 0.49 0.52 0.41 0.25
TOP3A  pwert <0001 <0001 <0001 <.0001 <.0001  <.0001
N 376 376 368 362 370 376
r 0.32 0.45 0.42 0.61 0.13
MDMZ2 o wert <0001 <0001 <0001 <0001  0.0093
N 376 368 362 370 376
r 0.49 0.31 0.20 0.69
ERCCT p.wert <0001  <.0001 <0001  <.0001
N 368 362 370 376
; 0.47 0.45 0.47
BRCA2  p.wert <0001  <.0001  <.0001
N 361 367 368
r 0.36 0.23
BRCAT  p.wert <0001  <.0001
N 362 362
r 0.20
ATM  p-Wert <.0001
N 370

N = Anzahl der Patienten, r = Spearman-Korrelationskoeffizient
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APEX1
ERCC1
BRCA2
BRCA1
TOP3A
ATM
MDM2
TP53

APEX1

ERCC1

BRCAZ

BRCA1

TOP3A

ATM

MDM2

TP53

Abbildung 3.2: Hierarchisches Clustering der Korrelationswerte; rot: starke Korrelation;

blau: schwache Korrelation; @hnlich korrelierte Gene wurden benachbart angeordnet

Auf Basis der Korrelationskoeffizienten wurde ein hierarchisches Clustering durchgefiihrt,
bei dem ahnlich korrelierte Gene nah zusammen angeordnet wurden (Abbildung 3.2).
Eine Analyse des Clusterings ergab: Die Paare APEX1 und ERCC1, TOP3A und BRCA1
und ATM und MDM?2 waren bei den Patienten stark positiv korreliert.
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3.3 Auswertung des Effekts der konstitutiven mRNA-Expression in der

Studienkohorte auf die Strahleniiberempfindlichkeit

3.3.1 Auswertung des Effekts einzelner Markergene

In Tabelle 3.10 wurde der Zusammenhang zwischen der mRNA-Expression eines jeden
Markergens und der klinischen Strahleniberempfindlichkeit dargestellt. Die Patienten
wurden anhand ihrer mRNA-Expression in Tertile eingeteilt. Das 1.Tertil enthielt die
Gruppe der Patienten mit niedriger Expression, das 2.Tertil die mit mittlerer Expression
und das 3.Tertil die mit hoher Expression des betrachteten Gens. Mit dem niedrigen Tertil
(1.Tertil) als Referenzgruppe wurde eine multivariate logistische Regression berechnet.
Fur das 2. und 3. Tertil konnte dadurch ein Odds Ratio (OR) fur das Auftreten der
Strahleniberempfindlichkeit mit dem zugehoérigen Konfidenzintervall (Cl) angegeben
werden. Das OR wurde fur die in dieser Studie ermittelten Einflussfaktoren adjustiert.
Diese Faktoren waren die Hormontherapie, der Alkoholkonsum und die KorpergréfRe.
Zusatzlich wurde fiir weitere Faktoren, die aus anderen Studien bekannt waren, adjustiert.
Dazu zahlten das Diagnosejahr, die Zeit bis zur Radiotherapie, die gesamte
Strahlendosis, das Alter und das Rauchen. Fir keines der Markergene konnte ein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen MRNA-Expression und Strahlen-
Uberempfindlichkeit gezeigt werden. Das grofite OR von 2.8 (95% CI: 0.90-4.78) zeigte

sich fur das Tertil der Patienten mit einer hohen Expression von MDM2 (Tabelle 3.10).
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Tabelle 3.10: mRNA-Expression der Markergene im Zusammenhang mit der

Strahleniiberempfindlichkeit

Gen MRNA- normal strahlen- OR* 95% ClI p-Wert

Expression strahlenempfindlich tGberempfindlich

N=327 % N=49 % fur Trend

TP53 1. Tertil 111 33.9 14 28.6 1 Ref

2. Tertil 110 33.6 16 327 116  0.50-2.65

3. Tertil 106 324 19 388 141 0.63-3.16 0.39
TOP3A 1. Tertil 112  34.3 13 26.5 1 Ref

2. Tertil 110 33.6 16 327 1.05 0.45-2.45

3. Tertil 105 32.1 20 40.8 1.25 0.54-2.87 0.68
MDM2 1. Tertil 113 346 12 245 1 Ref

2. Tertil 112 343 14 286 1.34 0.55-3.23

3. Tertil 102  31.2 23 469 2.08 0.90-4.78 0.23
ERCC1 1. Tertil 111 33.9 14 28.6 1 Ref

2. Tertil 110 33.6 16 327 1.07 0.47-2.45

3. Tertil 106 324 19 388 117 0.52-2.62 0.44
BRCA2 1. Tertil 109 333 13  26.5 1 Ref

2. Tertil 109 333 14 286 0.73 0.30-1.74

3. Tertil 102 31.2 21 429 110 0.48-2.48 0.89
BRCA1 1. Tertil 107 327 13  26.5 1 Ref

2. Tertil 105 32.1 16 327 1.00 0.43-2.36

3. Tertil 102 31.2 19 388 1.14 0.49-2.64 0.59
ATM 1. Tertil 110 33.6 13 26.5 1 Ref

2. Tertil 106 324 18 36.7 132 0.58-2.99

3. Tertil 105 32.1 18 36.7 122 0.54-2.78 0.17
APEX1 1. Tertil 110 33.6 15 30.6 1 Ref

2. Tertil 110 33.6 16 327 082 0.36-1.88

3. Tertil 107 327 18 36.7 1.03 0.47-2.26 0.74

N = Anzahl der Patienten; *Odds Ratios adjustiert fir Alter, GréRe, Diagnosejahr, Zeit zwischen
Diagnose und Beginn der Radiotherapie, Gesamtdosis, Hormontherapie, Rauchen und

Alkoholkonsum
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3.3.2 Auswertung des Effekts einer Kombination der Markergene

Da die Markergene bei einer friheren Auswertung von Array-Experimenten (Hummerich
et al., 2006) als Gengruppe identifiziert wurden, sollte hier ein Effekt der Kombination der
einzelnen Gene auf die Strahlentiberempfindlichkeit ausgewertet werden. Dazu wurden 3
Auswertungsvarianten gewahlt:
1. Ein klassifizierender Expressionswert wurde aus der unterschiedlichen Verteilung
der mRNA-Expression der Patienten errechnet.
2. Eine logistische Regression wurde mit der Strahlentberempfindlichkeit als
abhangige Variable aller mMRNA-Expressionswerte berechnet.
3. Die Expressionswerte wurden einer Hauptkomponentenanalyse unterzogen und
die Strahlentberempfindlichkeit wurde als abhangige Variable aller 8 Markergene

in einem Biplot dargestellt.

3.3.2.1 Klassifizierender Expressionswert
Um das Zusammenspiel der Wirkung der Expression der Markergene auszuwerten,
wurde der klassifizierende Expressionswert wie folgt errechnet. Die Patienten wurden
anhand ihrer mMRNA-Expression fiir jedes Markergen in ein Tertil mit niedriger, eines mit
mittlerer und eines mit hoher Expression eingeteilt. Das Tertil mit niedriger Expression
erhielt einen Zahlwert von ,0%, das mit mittlerer Expression einen Zahlwert von ,1“ und das
mit hoher einen Zahlwert von ,2“. Aus der Summe der Zahlwerte fir alle Markergene
ergab sich ein klassifizierender Expressionswert fur jeden Patienten. Der minimale
klassifizierende Expressionswert lag bei ,0 (8X Zahlwert ,0“ bei allen Genen im niedrigen
Tertil). Der maximale Zahlwert lag bei ,16% (8X Zahlwert ,2“ bei allen Genen im Tertil mit
hoher Expression). Anhand der klassifizierenden Expressionswerte konnten 3 Gruppen
von Patienten gebildet werden. Eine mit einer vorwiegend niedrigen Expression der
Markergene, eine mit einer mittleren und eine mit einer hohen Expression. Mit diesem
Auswertungsverfahren wurden die Markergene entweder alle zusammen oder zusatzlich
zu funktionellen Gruppen zusammengefasst und ausgewertet. Es wurden 3
Auswertungen vorgenommen:

e Alle 8 Gene zusammen

e Doppelstrangbruchreparatur-Gene BRCA1, BRCA2 und TOP3a

e Schadenssignalgebung- und Zellzykluskontroll-Gene ATM, MDM2 und TP53
Fur die Auswertungen wurden multivariate logistische Regressionen mit der Gruppe der
Patienten niedriger Expression als Referenzgruppe berechnet. Die Berechnungen wurden
adjustiert fur Alter, Diagnosejahr, Zeit bis zur Radiotherapie, Hormontherapie, gesamte
Strahlendosis, Alkoholkonsum und Rauchen. Keine der Auswertungen mit dem
klassifizierenden Expressionswert (Tabelle 3.11 - Tabelle 3.13) zeigte einen statistisch

signifikanten Zusammenhang zwischen mRNA-Expression und Strahlenempfindlichkeit.
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Das hochste OR von 1.58 (95% CI: 0.71-3.48) hatten die Patienten mit einer mittleren

Expression der Doppelstrangbruchreparatur-Gene.

Tabelle 3.11: Auswertung des klassifizierenden mRNA-Expressionswertes aller 8 Gene

Patientengruppe Klassifizierender

Expressionswert (0-16)

N Alle 8 Gene
OR* (95% CI)

niedrige Expression 0-5
6-9
10-16

mittlere Expression

hohe Expression

108 1 (Ref)
121 1.42 (0.57-3.38)
132 1.39 (0.57-3.38)

N = Anzahl der Patienten; *adjustiert fir Alter,

Diagnosejahr, Zeit bis zur Radiotherapie,

Hormontherapie, gesamte Strahlendosis, Alkoholkonsum und Rauchen

Tabelle 3.12: Auswertung des

klassifizierenden

mRNA-Expressionswertes der

Doppelstrangbruchreparatur-Gene (BRCA1, BRCA2, TOP3a)

Patientengruppe Klassifizierender

Expressionswert (0-6)

N Doppelstrangbruchreparatur
OR* (95% CI)

niedrige Expression 0-2
3-4
5-6

mittlere Expression

hohe Expression

151 1 (Ref)
122 1.58 (0.71-3.48)
88  1.18 (0.48-2.87)

N = Anzahl der Patienten; *adjustiert fir Alter,

Diagnosejahr, Zeit bis zur Radiotherapie,

Hormontherapie, gesamte Strahlendosis, Alkoholkonsum und Rauchen

Tabelle 3.13: Auswertung des

klassifizierenden

mRNA-Expressionswertes der

Schadenssignalgebungs-Gene (ATM, MDM2, TP53)

Patientengruppe Klassifizierender

Expressionswert (0-6)

N Schadenssignalgebung
OR* (95% ClI)

niedrige Expression 0-2
3-4
5-6

mittlere Expression

hohe Expression

155 1 (Ref)
120 1.0 (0.44-2.25)
95  1.54 (0.70-3.35)

N = Anzahl der Patienten; *adjustiert fir Alter,

Diagnosejahr, Zeit bis zur Radiotherapie,

Hormontherapie, gesamte Strahlendosis, Alkoholkonsum und Rauchen
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3.3.3 Logistische Regression

Die logistische Regression der Strahlenuberempfindlichkeit als abhéangige binare Variable
der mRNA-Expression aller 8 Markergene ergab kein statistisch signifikantes Ergebnis.
Die Gene ERCC1 (p = 0.12) und ATM (p = 0.23) waren die beiden besten prognostischen

Faktoren fir die Strahlentberempfindlichkeit.

3.3.3.1 Graphische Darstellung der Abhédngigkeit der Strahleniiberempfindlichkeit
von den Expressionsdaten der Markergene

Die Abhangigkeit der Strahlentberempfindlichkeit von den 8 Markergenen wurde in einem
Biplot (Abbildung 3.3) dargestellt. Der Biplot ermdglichte es, mehrdimensionale Daten in
einem zweidimensionalen Graphen abzubilden. Die mehrdimensionalen Daten waren in
diesem Fall die mRNA-Expressionswerte der 8 Markergene und der
Strahlenempfindlichkeitsstatus. Mit den 8 mMRNA-Expressionswerten der Markergene aller
Patienten wurde eine Hauptkomponentenanalyse durchgefihrt. Die
Hauptkomponentenanalyse errechnete durch eine orthogonale Transformation der 8
mRNA-Expressionswerte eine neue Menge weniger Kkorrelierter Hauptkomponenten
(principal components). Die Hauptkomponenten wurden in absteigender Reihenfolge
gemal ihres Informationsgehaltes zur Unterscheidung des Strahlenempfindlichkeitsstatus
angeordnet. Mathematisch betrachtet sind die Hauptkomponenten Linearkombinationen
(Vektoren) der Ausgangsdaten der 8 Markergene. Die informationstrachtigsten
Hauptkomponenten, Comp.1 und Comp.2, wurden in einem Biplot dargestellt. In
Abbildung 3.3 stellen leere Punkte normal strahlenempfindliche und volle Punkte
strahleniuberempfindliche  Patienten dar. Die Lange der Pfeile stellt die
Standardabweichung der Ausgangsvariablen dar. Die Winkel der Pfeile untereinander
geben ein Mal fir die Korrelation der mRNA-Expressionsdaten an. Pfeile in die gleiche
Richtung zeigen eine hohe Korrelation der Ausgangsvariablen an, ein 90° Winkel zeigt

keine Korrelation.
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Abbildung 3.3: Biplot der Abhédngigkeit der Strahleniiberempfindlichkeit von den
Expressionsdaten; volle Punkte: Strahleniiberempfindliche Patienten; leere Punkte: Normal
stahlenempf. Patienten; Pfeillinge: Standardabweichung der Expressionsdaten;

Pfeilrichtung: Korrelation der Expressionsdaten

Ein Ergebnis der graphischen Analyse der Hauptkomponenten war, dass sich die
Information  zur  Trennung der normal strahlenempfindlichen von  den
strahlentiberempfindlichen Patienten auf 3 Gruppen von Genen reduziert. Eine Gruppe
bildete das Paar APEX1 und ERCCT1, eine das Paar ATM und MDM?2. Die dritte etwas
heterogenere Gruppe bestand aus BRCA1, BRCA2, TOP3A und TP53. Zusatzlich wurde
klar, dass die normal strahlenempfindlichen und strahlentiberempfindlichen Patienten sich
in der Expression der Markergene nicht stark unterschieden, da sich beide Punktwolken

im Graphen stark tberlagern.

3.4 Gesunde Probanden als Vergleichsgruppe

Die konstitutive mRNA-Expression der Prostatakarzinom-Patienten sollte mit der mRNA-
Expression in einer Gruppe gesunder Personen verglichen werden. Dazu wurde mit Hilfe
der Blutbank Heidelberg eine Probandengruppe aus 20 gesunden mannlichen Spendern
im Alter von 50-68 zusammengestellt, von denen Lymphozyten isoliert wurden. Diese
Altersgrenzen wurden gewahlt, um eine gute Vergleichbarkeit mit den Patienten zu

erhalten. Die Untergrenze von 50 Jahren entspricht in etwa dem Alter der jlingsten
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Patienten. 68 Jahre ist die gesetzliche Obergrenze fur Blutspenden. Die Proben waren
anonymisiert und es waren nur das Geschlecht und der Altersbereich (50-68) bekannt. Mit
den Zellen der Probanden sollte zusatzlich zur mRNA-Expression eine Analyse der
Proteinexpression fir ausgewahlte Proteine durchgefliihrt werden, da dies bei den

Patienten aus Materialmangel nicht moglich war.

3.4.1 Vergleich der konstitutiven mRNA-Expression bei Patienten und Probanden

Fur einen Vergleich der mRNA-Expression zwischen der Probanden- und der
Patientengruppe wurde der Median der mRNA-Expression errechnet und die Gruppen mit
dem Wilcoxon-Test verglichen. Die Daten und p-Werte sind in Tabelle 3.14 dargestellt.
Die beiden Gruppen unterschieden sich signifikant in der Expression von TP53, TOP3A,
ERCC1, ATM und APEX1. TOP3A war in den Lymphozyten der Patienten erhoht
exprimiert. ATM, APEX1 und ERCC1 waren dagegen stark vermindert exprimiert.

Tabelle 3.14: Vergleich der mRNA-Expression zwischen Patienten und Probanden

Gen Patienten Probanden

N M* N M p-Wert*
TP53 192 0.90 20 0.98 0.049
TOP3A 192 1.09 20 0.88 0.007
MDM?2 192 1.19 20 1.07 0.18
ERCC1 192 0.65 20 1.29 <.0001
BRCA2 189 0.87 20 1.08 0.07
BRCA1 183 1.13 20 1.08 0.61
ATM 189 0.92 20 1.95 <.0001
APEX1 192 0.75 20 1.30 <.0001

N = Anzahl der Patienten; M = Median der mRNA-Expression; *: Wilcoxon Test
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3.4.2 Vergleich von Protein- und mRNA-Expression der Probanden

Das Protein p53 wurde fir eine Analyse der Proteinexpression ausgewahlt und lies sich in
den primaren Lymphozyten der Probanden nachweisen (Abbildung 3.4). Bei der
Untersuchung der Proteinexpression konnten pro Experiment 8 Probanden und eine
Standardprobe analysiert werden. Fir eine vollstandige Untersuchung der 20 Patienten
waren daher mindestens 3 Experimente durchzufuhren. Bei der quantitativen Auswertung
der Proteinexpression flr p53 zeigte sich, dass der Variationskoeffizient einer als
Standardprobe in allen Experimenten mitgefihrten Proteinprobe (Proband NR.4,
Abbildung 3.4) bei 48% lag. Der Variationskoeffizient von Proteinproben, die in einem
Experiment doppelt untersucht wurden, lag zwischen 3.5% und 9.3%. Um die Exprimente
untereinander vergleichbar zu machen, wurden die Daten mit Hilfe der Standardprobe
normalisiert. Es ergab sich ein Mittelwert der Proteinexpression aus allen 20
Probandenproben von 2.2 mit einem Minimalwert von 0.9 und einen Maximalwert von 7.8.
Daraus ergab sich ein maximal 8.6-facher Unterschied in der relativen Proteinexpression
fur p53 zwischen den Probanden. In Abbildung 3.5 sind die normalisierten relativen p53
Proteinexpressionswerte gegen die relativen TP53 mRNA-Expressionswerte aufgetragen.
In den Graphen wurde eine Trendlinie eingezeichnet. Bei einer statistischen Auswertung
der Daten zeigte sich keine statistisch signifikante Korrelation der p53 Protein-Expression

mit der TP53 mRNA-Expression in der Probandengruppe.

2 3 4 12 M 14 15 17 18 20 Proband-Nr.
p53 e ey e ot WD - g Q) Gy P G *

TBP S emstmbes e —— — —

B-ACTIN L e e— o — . oo <

Abbildung 3.4: Western Blot Analyse der Proteinexpression von p53 bei einer Auswahl von
Kontrollprobanden; als Ladekontrolle diente TBP, als weitere Kontrolle B-ACTIN; M =

Protein Molekulargewichtsmarker
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Abbildung

Relative p53 Proteinexpression

3.5: X-Y Plot der relativen Proteinexpression und der relativen mRNA-Expression

von TP53 in der Probandengruppe, normalisiert auf Probandenprobe Nr.4; rote

Linie = Trendlinie

5 6 4 14 17 19 3 13 1 Proband-Nr.

Abbildung 3.6: Western Blot Analyse der Proteinexpression von ERCC1 bei einer Auswabhl

von Kontrollprobanden; als Ladekontrolle diente TBP, als weitere Kontrolle -ACTIN




68 Ergebnisse

Als ein weiteres Protein zur Untersuchung des mRNA-Protein-Expressionsverhaltnis
wurde ERCC1 ausgewahlt (Abbildung 3.6). Bei der quantitativen Auswertung der
Proteinexpression fir ERCC1 im Probandenkollektiv zeigte sich, dass der
Variationskoeffizient, der als Standardprobe in allen Experimenten mitgefliihrten Probe
Probanden-Nr. 4 (Abbildung 3.6), bei 46% lag. Nach der Normalisierung lag der Mittelwert
der relativen ERCC1 Proteinexpression bei 1.1 (Minimum 0.45 — Maximum 2.41). Daraus
ergab sich ein 5.3-facher Unterschied in der relativen Proteinexpression flir ERCC1
zwischen den Probanden. In Abbildung 3.7 sind die normalisierten relativen ERCC1
Proteinexpressionswerte gegen die relativen ERCC1 mRNA-Expressionswerte
aufgetragen und es wurde eine Trendlinie eingezeichnet. Es zeigte sich keine statistisch
signifikante Korrelation der ERCC1 Proteinexpression mit der ERCC7 mRNA-Expression

in der Probandengruppe.

R b S CoTTTorTTrmrrmremd
< : : :
Z ' ' '
E d ° . .

2
- . .
8 0 0
: . | |

b °

o) :

= ' :

© : :
(O] )
0's .
® ® ') ° .
. o

i i i

1 2 3

Relative ERCC1 Proteinexpression

Abbildung 3.7: X-Y Plot der relativen Proteinexpression und der relativen mRNA-Expression
von ERCC1 in der Probandengruppe, normalisiert auf Probandenprobe Nr.4; rote

Linie = Trendlinie
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3.5 Zusammenhang zwischen klinisch-epidemiologischen Daten und der

konstitutiven mRNA-Expression in der Studienkohorte

Fir eine Auswertung der mRNA-Expressionsdaten im Bezug auf die Kklinische
Strahlentiberempfindlichkeit war es notig, Einflussfaktoren auf die konstitutive mRNA-
Expression zu erkennen. Dazu wurde ein mdglicher Zusammenhang zwischen den

klinisch-epidemiologischen Daten der Patienten und der mRNA-Expression untersucht.

3.5.1 Auswirkung des Alters auf die mMRNA-Expression

Fur die Untersuchung des Alters als moéglicher Einflussfaktor wurden die Patienten in 5
Gruppen eingeteilt (<60; 60-64; 65-69; 70-74; 275). Es wurde der Median der mRNA-
Expression fur jede Gruppe errechnet und die Gruppen wurden mit dem Kruskal-Wallis-
Test verglichen (Tabelle 3.15). Es konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen Alter und mRNA-Expression gefunden werden. Die Auswertung mit einer
Spearman-Korrelation der Alters- und mRNA-Expressionsdaten zeigte ebenfalls keinen

Zusammenhang (Daten nicht aufgefihrt).

Tabelle 3.15: Zusammenhang von Alter und mRNA-Expression

Gen Alter [Jahre] p-
<60 60 - 64 65 - 69 70-74 275 Wert*
N M N M N M N M N M
TP53 36 0.90 70 091 113 0.87 95 0.89 62 0.87 0.54
TOP3A 36 1.02 70 1.08 113 1.12 95 1.14 62 1.18 0.63
MDM?2 36 1.12 70 115 113 1.19 95 1.30 62 1.24 0.28
ERCC1 36 0.64 70 0.64 113 0.69 95 0.65 62 0.59 0.76
BRCA2 36 0.88 69 0.86 110 0.88 94 0.88 59 0.90 0.88
BRCA1 35 1.27 67 113 107 1.12 94 1.05 59 1.16 0.72
ATM 36 0.89 68 0.92 112 0.90 95 0.99 59 0.94 0.61
APEX1 36 0.75 70 0.69 113 0.76 95 0.73 62 0.71 0.53

N = Anzahl der Patienten; M = Median der mRNA-Expression; *: Kruskal-Wallis-Test
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3.5.2 Auswirkung des BMI auf die mRNA-Expression

Fur die Untersuchung des BMiIs als mdoglicher Einflussfaktor wurden die Patienten in 3
Gruppen eingeteilt (0 - 24.9 = normalgewichtig, 25 - 29.9 = Ubergewichtig, = 30 = adipds).
Fir jede Gruppe wurde der Median der mRNA-Expression errechnet und die Gruppen
wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test verglichen (Tabelle 3.16). Es konnte kein statistisch

signifikanter Zusammenhang zwischen BMI und mRNA-Expression gefunden werden.

Tabelle 3.16: Zusammenhang von BMI und mRNA-Expression

Gen BMI [kg/m?] p-Wert*
0-24.9 25-29.9 > 30
N M N M N M
TP53 116 0.90 202 0.89 57 0.86 0.98
TOP3A 116 1.09 202 1.16 57 1.14 0.36
MDM?2 116 1.11 202 1.25 57 1.22 0.31
ERCC1 116 0.66 202 0.64 57 0.66 0.81
BRCA2 112 0.88 198 0.87 57 0.88 0.75
BRCA1 110 1.10 195 1.17 56 1.12 0.70
ATM 113 0.92 199 0.97 57 0.89 0.37
APEX1 116 0.72 202 0.73 57 0.75 0.65

N = Anzahl der Patienten; M = Median der mRNA-Expression; *: Kruskal-Wallis-Test

3.5.3 Auswirkung des Rauchens auf die mRNA-Expression

Fur die Untersuchung des Rauchens als méglicher Einflussfaktor wurden 2 Varianten der
Auswertung durchgeflihrt. Bei der einen Auswertung, dargestellt in Tabelle 3.17, wurden
die Patienten in 3 Kategorien entsprechend ihrem Rauchstatus (nie geraucht; fruher
geraucht; raucht zurzeit) eingeteilt. Bei der anderen Auswertung, dargestellt in Tabelle
3.18, wurden die Patienten in 3 Kategorien bezlglich der gerauchten Menge (packyears;
1 packyear = Eine Schachtel / Tag Uber ein Jahr) geteilt. Fir jede Gruppe wurde der
Median der mRNA-Expression errechnet und die Gruppen wurden mit dem Kruskal-
Walllis-Test verglichen. Es konnte fir keine Auswertungsvariante ein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen Rauchverhalten und mRNA-Expression gezeigt

werden.
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Tabelle 3.17: Rauchen (Rauchstatus) und mRNA-Expression

Gen Rauchstatus p-Wert*
nie friher zurzeit
N M N M N M
TP53 176 0.90 163 0.87 33 0.82 0.34
TOP3A 176 1.08 163 1.15 33 117 0.93
MDM2 176 1.16 163 1.29 33 1.00 0.10
ERCC1 176 0.65 163 0.66 33 0.60 0.77
BRCA2 173 0.86 159 0.89 32 0.82 0.83
BRCA1 169 1.13 156 1.12 33 1.02 0.56
ATM 172 0.92 161 1.00 33 0.81 0.30
APEX1 176 0.74 163 0.72 33 0.71 0.38

N = Anzahl der Patienten; M = Median der mMRNA-Expression; *: Kruskal-Wallis-Test

Tabelle 3.18: Gerauchte Menge und mRNA-Expression

Gen Gerauchte Menge” p-Wert*
0 1-19 =20
N M N M N M
TP53 176 0.90 85 0.9 84 0.82 0.15
TOP3A 176 1.08 85 1.14 84 1.14 0.97
MDM?2 176 1.16 85 1.26 84 1.29 0.48
ERCC1 176 0.65 85 0.66 84 0.63 0.67
BRCA2 173 0.86 84 0.89 81 0.87 0.96
BRCA1 169 1.13 84 1.09 78 1.07 0.84
ATM 172 0.92 85 0.91 82 0.98 0.63
APEX1 176 0.74 85 0.75 84 0.66 0.22

N = Anzahl der Patienten; M= Median der mRNA-Expression; *: Kruskal-Wallis-Test; *in

packyears = Eine Schachtel / Tag uber ein Jahr; *: Kruskal-Wallis-Test
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3.5.4 Unterschiede in der Therapie der Patienten vor der Blutannahme

Die Patienten unterschieden sich in ihren Therapien, die sie zusatzlich vor der
Radiotherapie erhalten hatten. Um einen moglichen Einfluss dieser Behandlungen zu
erkennen, wurden die Parameter Hormontherapie und Prostatektomie und deren Einfluss

auf die mMRNA-Expression analysiert.

3.5.41 Auswirkung der Hormontherapie auf die mRNA-Expression

Die Patienten wurden nach ihrem Hormontherapiestatus in 2 Gruppen eingeteilt, der
Median berechnet und die Gruppen mit dem Wilcoxon-Test verglichen. Es ergab sich kein
statistisch signifikanter Unterschied der mRNA-Expression zwischen Patienten mit oder

ohne Hormontherapie.

Tabelle 3.19: Hormontherapie und mRNA-Expression

Gen Behandlung p-Wert*
Keine Hormontherapie Hormontherapie
N M N M
TP53 226 0.88 131 0.89 0.41
TOP3A 226 1.13 131 1.1 0.40
MDM?2 226 1.18 131 1.23 0.65
ERCC1 226 0.65 131 0.63 0.32
BRCA2 219 0.89 131 0.82 0.26
BRCA1 216 1.09 127 113 0.96
ATM 221 091 130 0.98 0.1
APEX1 226 0.73 131 0.72 0.15

N = Anzahl der Patienten; M = Median der mRNA-Expression; *: Wilcoxon-Test
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3.5.4.2 Zusammenhang zwischen der Prostatektomie und der mRNA-Expression
Bezuglich einer Prostatektomie konnten die Patienten in 4 Gruppen unterteilt werden. Wie
in Tabelle 3.20 zu erkennen ist, hatten Patienten der Gruppe 1 vor der Radiotherapie
keine Prostatektomie erhalten, d.h. sie trugen einen primaren Prostatatumor. Gruppe 2
zeigte ein Tumorrezidiv nach einer Prostatektomie. In dieser Gruppe lag die
Prostatektomie 33 Monate (Median der Zeit seit der Operation) zuriick und die
zugehdrigen Patienten waren wegen veranderter PSA-Werte zur Bestrahlung eingeteilt.
Gruppe 3 wurde als ,postoperativ nach einer Prostatektomie eingestuft. Die
Prostatektomie lag im Median 3 Monate zurick, d.h. der Tumor war kirzlich entfernt
worden. Die Gruppe 4 bestand aus 2 Patienten, bei denen in den Fragebdgen keine
Angaben zur Prostatektomie vorhanden waren, und 12 Patienten, die ohne Angabe des
Prostatektomie-Status als rezidiv eingestuft wurden. Diese insgesamt 14 Patienten der
Gruppe 4 wurden deshalb von der weiteren statistischen Betrachtung ausgeschlossen.
Die verbleibenden 362 von 376 (96.3%) Patienten konnte eindeutig den 3 Gruppen
zugeordnet werden.

Der Vergleich der mRNA-Expression Gruppen 1 bis 3 ist in Tabelle 3.21 dargestellt. Es
zeigte sich, dass die mRNA-Expression bei allen Genen in der Gruppe mit dem primaren
Tumor immer den hdchsten Median aufwies. Die Unterschiede zwischen den 3 Gruppen
(priméarer Tumor, rezidiver Tumor und kirzlich entfernter Tumor) waren fur die Gene ATM
(p =0.047), MDM2 (p = 0.001) und TOP3A (p < 0.001) statistisch signifikant.

Tabelle 3.20: Unterschiedlicher Prostatektomie-Status der Patientengruppen

Gruppe Prostatektomie Status N Median der Zeit seit der

(N gesamt =376) Prostatektomie [Monate]

1 Primar 214 -
(keine Prostatektomie)

2 Rezidiv 102 33
(nach Prostatektomie)

3 Postoperativ 46 3

(direkt nach Prostatektomie)
4 Keine Angaben oder rezidiv 14 -

(keine Prostatektomie Angaben)

N = Anzahl der Patienten
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Tabelle 3.21: Vergleich mRNA-Expression in den Prostatektomie-Gruppen

Gen Ohne chirurgische Prostatektomie erhalten p-

Behandlung Wert*

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
N M (Spanne) N M (Spanne) N M (Spanne)

TP53 214 0.90 (0.39-2.75) 102 0.86 (0.12-1.67) 46 0.88 (0.25-1.93) 0.36
TOP3A 214 1.16 (0.44-6.06) 102 1.10 (0.51-5.85) 46 0.90 (0.20-2.56) <0.001
MDM2 214 1.28 (0.30-4.44) 102 1.15(0.32-2.86) 46 1.07 (0.12-2.08) 0.002
ERCC1 214 0.66 (0.23-2.76) 102 0.65 (0.24-1.62) 46 0.58 (0.25-1.50) 0.07
BRCA2 210 0.91(0.15-3.68) 98 0.87 (0.32-2.19) 46 0.78 (0.32-1.80) 0.09
BRCA1 207 1.14(0.36-8.32) 96 1.13(0.41-5.01) 45 1.03 (0.34-3.48) 0.57
ATM 212 0.97 (0.30-3.05) 98 0.89(0.21-2.12) 46 0.90 (0.10-1.95) 0.047
APEX1 214 0.74 (0.28-2.98) 102 0.72(0.27-1.82) 46 0.69 (0.31-1.55) 0.35

N = Anzahl der Patienten; M = Median der mRNA-Expression; *: Kruskal-Wallis-Test

3.5.5 Auswirkung der Antioxidantienkonzentration im Blutplasma auf die mRNA-

Expression

Im Rahmen der Studie wurden im Blutplasma der Patienten Antioxidantenkonzentrationen
fur Ascorbinsaure, a- und y-Tocopherol, a- und B-Carotin, Canthaxanthin, Cryptoxanthin,
Lutein und Lycopin bestimmt. Die Messungen waren bei 353 von 405 (87%) der Patienten
erfolgreich. Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der antioxidativen Kapazitat
des Blutplasmas und der konstitutiven mMRNA-Expression der Lymphozyten aufzudecken,
mRNA-

Expressionswerte durchgefuhrt. Die Korrelationskoeffizienten ,r*, welche ein Mal} fur die

wurde eine Spearman-Korrelation der Antioxidantienwerte und der
Starke und Richtung der Korrelation sind, und die zugehérigen p-Werte sind in Tabelle
3.22 dargestellt. Flir TOP3A ergab sich eine schwach negative Korrelation mit a- und y-
Tocopherol (p = 0.048 und 0.03) sowie mit Canthaxanthin (p = 0.005), Lutein (p = 0.009)
und Lycopin (p = 0.045). Das Gen ERCC1 zeigte eine schwache positive Korrelation mit
B-Carotin (p = 0.03). Fur Canthaxanthin (p = 0.02) und Lutein (p = 0.02) ergab sich eine
schwach negative Korrelation mit ERCC1. Fur BRCA1 zeigte sich eine schwach negative
Korrelation mit Canthaxanthin, Cryptoxanthin und Lutein (p = 0.0001; 0.005 und 0.01).
BRCA2 korrelierte schwach negativ mit a-Tocopherol (p =0.025) und Canthaxanthin
(p =0.004). Fir ATM und Canthaxanthin (p = 0.04) zeigte sich eine schwach negative
Korrelation. Das Gen APEX1 zeigte eine schwache positive Korrelation mit B-Carotin

(p = 0.01) und eine negative mit Canthaxanthin (p = 0.01).
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Tabelle 3.22: Spearman-Korrelation von Ascorbinsdure, Tocopherolen und Carotinoiden

und der mRNA-Expression

Gen Ascor a-Toco y-Toco a-Car B-Car Cantha Crypto Lutein Lycopin

TP53 r 0.06 0.06 -0.03 0.06 0.06 -0.08 0.01 -0.04 -0.01
N =353 p-Wert 0.26 0.30 057 023 0.28 0.12 0.90 0.51 0.83

TOP3A r -0.01 -0.11 -0.12 0.07 0.04 -0.15 -0.09 -0.14 -0.11
N=353 p-Wert 080 0.048 0.03 0.19 049 0.005 0.09 0.009 0.045

MDM2 r -0.01 0.03 0.04 -0.01 -0.03 0.00 -0.04 -0.03 -0.06
N =353 p-Wert 0.78 0.52 049 0.87 0.58 0.96 047 0.52 0.26

ERCC1 r 0.07 -0.04 0.00 0.10 0.1 -0.13 -0.05 -0.12 0.00
N =353 p-Wert 0.16 0.46 0.95 0.07 0.03 0.02 0.34  0.02 0.97

BRCA2 r -0.05 -0.03 -0.01 0.04 0.07 -0.21 -0.15  -0.13 -0.01
N =346 p-Wert 0.38 0.54 0.89 050 0.21 0.0001 0.005 0.01 0.92

BRCA1 r -0.10 -0.12 -0.08 0.03 0.00 -0.16  -0.09 -0.06 -0.06
N=2342 p-Wert 0.06 0.025 0.12 059 099 0.004 0.12 0.30 0.28

ATM r -0.05 0.06 0.05 0.07 0.06 -0.11 -0.04 -0.01 0.08
N =348 p-Wert 0.36 0.26 036 022 0.28 0.04 0.50 0.85 0.15

APEX1 r 0.08 0.04 0.04 0.08 0.13 -0.13 0.01 -0.02 0.07
N =353 p-Wert 0.13 0.50 0.44 0.13 0.01 0.01 0.85 0.66 0.22

N = Anzahl der Patienten; r = Spearman-Korrelationskoeffizient; Ascor = Ascorbinsaure;

Toco = Tocopherol; Car = Carotin; Cantha = Canthaxanthin; Crypto = Cryptoxanthin

Um die bei der Spearman-Korrelation aufgefallenen Zusammenhange zwischen den
Antioxidantien und der mRNA-Expression mit einer zweiten statistischen Auswertung zu
untermauern, wurden die Patienten anhand ihrer Antioxidantienwerte in Tertile geteilt. Die
Grenzen der Tertile wurden auf Basis aller vorliegenden Antioxidantien-Daten gebildet.
Die Patienten im 1. Tertil hatten niedrige Antioxidantienwerte, die im 2. Tertil mittlere und
die im 3. Tertil hohe Werte. Fur jedes Tertil wurde der Median der mRNA-Expression
errechnet und die Gruppen mit dem Kruskal-Wallis-Test verglichen. Fir Ascorbinsdure
(Tabelle 3.23) und y-Tocopherol (Tabelle 3.25) konnte kein statistisch signifikanter
Zusammenhang zur mRNA-Expression gezeigt werden. Fur a-Tocopherol zeigte sich eine
erhdhte TOP3A Expression in der Gruppe mit einem niedrigen Plasmawert (p = 0.02,
Tabelle 3.24). Das Gen APEX1 zeigte in der Gruppe mit erhéhten o— und B-Carotin-
Plasmawerten eine erhdhte mRNA-Expression (p =0.03 und 0.001; Tabelle 3.26 und

Tabelle 3.27). Fur Canthaxanthin zeigten sich statistisch signifikante Unterschiede der
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MRNA-Expression bei den Genen TOP3A, BRCA2 und BRCA1. Alle Gene wiesen in der
Patientengruppe mit den hohen Canthaxanthin-Plasmawerten den niedrigsten Median der
mRNA-Expression auf (Tabelle 3.28). Fir Cryptoxanthin zeigten sich statistisch
signifikante Unterschiede der Expression bei den Genen ERCC1 und BRCA2 (Tabelle
3.29). Fur Lutein waren statistisch signifikante Unterschiede der Expression bei den
Genen TOP3A, BRCA2 und ATM (Tabelle 3.30) erkennbar. Bei den Lycopin-
Plasmawerten zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied der ATM Expression
(Tabelle 3.31).

Tabelle 3.23: Zusammenhang von Ascorbinsaure-Plasmawerten und mRNA-Expression

Gen 1.Tertil 2. Tertil 3.Tertil p-Wert*
N M N M N M

TP53 122 0.87 124 0.89 123 0.90 0.27
TOP3A 122 116 124 111 123 1.14 0.86
MDM2 122 117 124 1.20 123 1.19 0.96
ERCC1 122 0.61 124 0.66 123 0.66 0.30
BRCA2 120 0.91 120 0.89 121 0.84 0.65
BRCA1 118 1.15 117 111 120 1.09 0.31
ATM 120 0.97 122 0.94 121 0.91 0.57
APEX1 122 069 124 0.75 123 0.74 0.43

N = Anzahl der Patienten; M = Median der mMRNA-Expression; *: Kruskal-Wallis-Test

Tabelle 3.24: Zusammenhang von a-Tocopherol-Plasmawerten und mRNA-Expression

Gen 1.Tertil 2. Tertil 3.Tertil p-Wert*
N M N M N M

TP53 115 0.87 117 0.88 121 0.93 0.34
TOP3A 115 122 117 1.01 121 1.08 0.02
MDM2 115 119 117 113 121 1.27 0.49
ERCC1 115 0.65 117 0.62 121 0.66 0.88
BRCA2 114 0.93 115 0.84 117 0.88 0.25
BRCA1 112 1.14 113 1.07 117 1.11 0.16
ATM 115 0.97 116 0.89 117 1.00 0.11
APEX1 115 0.70 117 0.75 121 0.75 0.42

N = Anzahl der Patienten; M = Median der mRNA-Expression; *: Kruskal-Wallis-Test
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Tabelle 3.25: Zusammenhang von y-Tocopherol-Plasmawerten und mRNA-Expression

Gen 1.Tertil 2. Tertil 3.Tertil p-Wert*
N M N M N M

TP53 118 0.90 120 0.88 115 0.88 0.64
TOP3A 118 1.22 120 113 115 1.06 0.07
MDM2 118 1.19 120 1.19 115 1.23 0.67
ERCC1 118 0.65 120 0.67 115 0.62 0.60
BRCA2 118 0.90 117 0.87 111 0.87 0.80
BRCA1 116 1.20 118 1.11 108 1.09 0.26
ATM 118 0.98 119 0.91 111 0.96 0.43
APEX1 118 0.73 120 0.74 115 0.73 0.89

N = Anzahl der Patienten; M = Median der mMRNA-Expression; *: Kruskal-Wallis-Test

Tabelle 3.26: Zusammenhang von a-Carotin-Plasmawerten und mRNA-Expression

Gen 1.Tertil 2. Tertil 3.Tertil p-Wert*
N M N M N M

TP53 119 0.88 124 0.87 110 0.92 0.34
TOP3A 119 1.07 124 116 110 1.14 0.37
MDM2 119 129 124 1.18 110 1.19 0.46
ERCC1 119 0.62 124 0.63 110 0.69 0.07
BRCA2 117 0.89 121 0.84 108 0.89 0.21
BRCA1 116 1.07 119 1.09 107 1.13 0.74
ATM 119 0.90 121 0.91 108 1.02 0.12
APEX1 119 0.71 124 0.70 110 0.80 0.03

N = Anzahl der Patienten; M = Median der mRNA-Expression; *: Kruskal-Wallis-Test
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Tabelle 3.27: Zusammenhang von f-Carotin-Plasmawerten und mRNA-Expression

Gen 1.Tertil 2. Tertil 3.Tertil p-Wert*
N M N M N M

TP53 122 0.89 112 0.86 119 0.92 0.52
TOP3A 122 114 112 111 119 113 0.71
MDM2 122 128 112 1.18 119 1.18 0.34
ERCC1 122 0.61 112 0.63 119 0.70 0.07
BRCA2 120 0.86 110 0.82 116 0.90 0.21
BRCA1 118 1.13 110 1.07 114 1.14 0.75
ATM 122 091 110 0.92 116 0.99 0.27
APEX1 122 069 112 0.69 119 0.80 0.001

N = Anzahl der Patienten; M = Median der mRNA-Expression; *: Kruskal-Wallis-Test

Tabelle 3.28: Zusammenhang von Canthaxanthin-Plasmawerten und mRNA-Expression

Gen 1.Tertil 2. Tertil 3.Tertil p-Wert*
N M N M N M

TP53 95 091 148 0.89 110 0.88 0.45
TOP3A 95 1.21 148 1.14 110 1.02 0.03
MDM2 95 1.19 148 1.26 110 1.18 0.68
ERCC1 95 069 148 0.64 110 0.63 0.12
BRCA2 95 098 145 0.86 106 0.80 0.0005
BRCA1 94 121 144 110 104 1.02 0.01
ATM 95 1.01 147 0.94 106 0.91 0.18
APEX1 95 0.75 148 0.74 110 0.70 0.09

N = Anzahl der Patienten; M = Median der mRNA-Expression; *: Kruskal-Wallis-Test
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Tabelle 3.29: Zusammenhang von Cryptoxanthin-Plasmawerten und mRNA-Expression

Gen 1.Tertil 2. Tertil 3.Tertil p-Wert*
N M N M N M

TP53 116 0.90 115 0.84 122 0.91 0.08
TOP3A 116 1.20 115 1.08 122 1.08 0.48
MDM2 116 1.29 115 1.18 122 1.19 0.51
ERCC1 116 0.68 115 0.58 122 0.66 0.01
BRCA2 115 0.95 113 0.80 118 0.87 0.01
BRCA1 115 119 111 1.01 116 1.14 0.09
ATM 116 0.99 113 0.96 119 0.91 0.93
APEX1 116 0.75 115 0.69 122 0.78 0.10

N = Anzahl der Patienten; M = Median der mMRNA-Expression; *: Kruskal-Wallis-Test

Tabelle 3.30: Zusammenhang von Lutein-Plasmawerten und mRNA-Expression

Gen 1.Tertil 2. Tertil 3.Tertil p-Wert*
N M N M N M

TP53 100 0.92 130 0.88 123 0.88 0.47
TOP3A 100 1.24 130 1.11 123 1.07 0.04
MDM2 100 1.30 130 1.19 123 1.18 0.21
ERCC1 100 0.68 130 0.64 123 0.61 0.06
BRCA2 98 0.94 128 0.86 120 0.83 0.02
BRCA1 98 111 126 1.13 118 1.08 0.56
ATM 99 1.00 130 0.88 119 1.00 0.04
APEX1 100 0.72 130 0.74 123 0.71 0.91

N = Anzahl der Patienten; M = Median der mRNA-Expression; *: Kruskal-Wallis-Test
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Tabelle 3.31: Zusammenhang von Lycopin-Plasmawerten und mRNA-Expression

Gen 1.Tertil 2. Tertil 3.Tertil p-Wert*
N M N M N M

TP53 118 0.89 122 0.87 113 0.91 0.98
TOP3A 118 117 122 1.08 113 1.07 0.31
MDM2 118 1.34 122 1.16 113 1.19 0.66
ERCC1 118 0.66 122 0.63 113 0.64 0.54
BRCA2 116 0.92 119 0.81 111 0.88 0.44
BRCA1 114 1.09 119 1.13 109 1.09 0.59
ATM 117 0.86 120 1.00 111 0.94  0.046
APEX1 118 0.71 122 0.72 113 0.77 0.63

N = Anzahl der Patienten; M = Median der mRNA-Expression; *: Kruskal-Wallis-Test

Als zusammenfassendes Ergebnis der Auswertung des Zusammenhangs von
Antioxidantienkonzentration im Blutplasma und mRNA-Expression konnte festgestellt
werden: Fur die Tocopherole a- und y-Tocopherol und die Carotinoide Canthaxanthin,
Cryptoxanthin und Lutein zeigte sich im Falle einer statistisch signifikanten Spearman-
Korrelation immer ein negativer Korrelationskoeffizient, d.h. Patienten mit einem niedrigen
Antioxidantienspiegel hatten eine erhéhte mRNA-Expression. Als Ausnahme wurde bei [3-
Carotin im Falle einer statistisch signifikanten Spearman-Korrelation (ERCC1 und APEXT)
jedoch immer ein positiver Korrelationskoeffizient festgestellt. In diesem Fall ging ein
erhdhter Antioxidantienwert mit einer erhdéhten mRNA-Expression einher. Der
Ascorbinsaureplasmaspiegel schien keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die
mRNA-Expression zu haben.

Die mRNA-Expression in primaren Lymphozyten stand im Zusammenhang mit dem
Antioxidantienspiegel im Blutplasma. Einen starken Einfluss zeigten die Carotinoide
Canthaxanthin und Lutein. Die mRNA-Expression der Gene TOP3A und BRCAZ2 waren

am starksten vom Antioxidantienspiegel beeinflusst.
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3.6 Zusammenhang zwischen der zellularen DNA-Reparatur und der mRNA-

Expression

Zur Ermittlung der zelluldren Strahlensensitivitat sowie der Fahigkeit, strahleninduzierte
DNA-Schaden zu reparieren, wurden die aus den Blutproben der Patienten isolierten
Lymphozyten im Comet-Assay untersucht. Die erhaltenen Daten wurden mit der mRNA-
Expression verglichen. Es wurden 4 Endpunkte im Comet-Assay ermittelt, die aus der
Messung des sogenannte Olive Tail Moment abgeleitet wurden:
1. Der Hintergrundschaden gibt an, ob die Zellen auch ohne in vitro Bestrahlung
bereits DNA Schaden enthalten.
2. Der induzierte Schaden zeigt das Ausmalfl der DNA-Schadigung nach Bestrahlung
der Zellen mit 5 Gy an.
3. Die DNA-Reparaturkapazitat nach 15 min (DRC;s5) gibt an, wie viel der induzierten
DNA-Schaden innerhalb der ersten 15 min nach Bestrahlung repariert werden.
4. Die DRC nach 60 min (DRCg) gibt an, wie viel der induzierten DNA-Schaden
innerhalb von 60 min nach Bestrahlung repariert werden.
Fir eine erste Analyse der Zusammenhdnge wurde eine Spearman-Korrelation der
Comet-Daten mit den mRNA-Expressionswerten durchgefiihrt (Tabelle 3.32). Es zeigte
sich eine statistisch signifikante positive Korrelation des Hintergrundschadens fiir das Gen
APEX1. Die DRC4s war signifikant positiv mit den Genen TOP3A, MDM2, ERCC1 und
BRCAZ2 korreliert. Die Gene ERCC1 und APEX1 zeigten eine signifikant positive
Korrelation mit der DRCg. Um die bei der Spearman-Korrelation gefundenen
Zusammenhange mit einer weiteren statistischen Methode zu prifen, wurden die
Patienten fir jeden Comet-Assay Parameter (Hintergrundschaden, induzierter Schaden,
DRCis und DRCg) in Tertile eingeteilt. Fir die Parameter Hintergrundschaden und
induzierter Schaden enthielt das 1.Tertil die Patienten mit niedrigen Werten, also geringen
Hintergrund- oder induziertem Schaden. Fir die DRC45 und DRCg enthielt das 1.Tertil die
Patienten mit hohen Werten, also Patienten, die einen hohen Prozentsatz der induzierten
Schaden repariert hatten. Die Grenzen der Tertile wurden anhand der fiir das ganze
Kollektiv vorliegenden Datensatze der DNA-Schadens- und Reparaturparameter gebildet.
Fur jedes Tertil wurde der Median der mRNA-Expression aus den vorhandenen mRNA-
Expressionsdaten berechnet. Die Tertile der Patienten wurden mittels Kruskal-Wallis-Test

miteinander verglichen (Tabelle 3.33 bis Tabelle 3.36).
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Tabelle 3.32: Spearman-Korrelation zwischen Comet-Assay Daten und mRNA-Expression

Gen Hintergrund- Induzierter DRC;5 DRCygo
schaden Schaden
TP53 r -0.07 -0.03 0.03 -0.05
N =373 p-Wert 0.20 0.61 0.53 0.38
TOP3A r -0.09 0.03 0.14 0.06
N =373 p-Wert 0.07 0.56 0.01 0.21
MDM2 r 0.00 0.08 0.13 -0.03
N =373 p-Wert 0.96 0.12 0.01 0.58
ERCC1 r 0.07 0.08 0.11 0.15
N =373 p-Wert 0.21 0.13 0.04 0.005
BRCA2 r -0.02 0.01 0.07 -0.02
N =365 p-Wert 0.73 0.89 0.19 0.70
BRCA1 r -0.04 0.01 0.13 -0.01
N =359 p-Wert 0.41 0.85 0.01 0.90
ATM r -0.05 0.10 0.08 -0.06
N =367 p-Wert 0.30 0.06 0.12 0.28
APEX1 r 0.16 0.00 0.08 0.12
N =376 p-Wert 0.001 0.93 0.13 0.02

N = Anzahl der Patienten; r = Spearman-Korrelationskoeffizient

Tabelle 3.33: Zusammenhang zwischen Hintergrundschaden und mRNA-Expression

Gen Hintergrundschaden p-Wert*

1. Tertil 2.Tertil 3.Tertil

niedriger Schaden mittlerer Schaden hoher Schaden

N M N M N M
TP53 124 0.90 127 0.88 122 0.86 0.55
TOP3A 124 1.20 127 1.08 122 1.09 0.17
MDM2 124 1.25 127 1.18 122 1.19 0.53
ERCC1 124 0.59 127 0.67 122 0.65 0.26
BRCA2 122 0.89 127 0.86 116 0.87 0.88
BRCA1 121 1.13 125 1.13 113 1.10 0.93
ATM 122 0.97 127 0.92 118 0.91 0.44
APEX1 124 0.66 127 0.74 122 0.80 0.02

N = Anzahl der Patienten; M = Median der mMRNA-Expression; *: Kruskal-Wallis-Test
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Tabelle 3.34: Zusammenhang zwischen induziertem Schaden und mRNA-Expression

Gen Induzierter Schaden p-Wert*

1.Tertil 2.Tertil 3.Tertil

niedriger Schaden mittlere Schaden hoher Schaden

N M N M N M
TP53 128 0.90 120 0.89 125 0.86 0.71
TOP3A 128 1.11 120 1.08 125 1.16 0.58
MDM2 128 1.17 120 1.17 125 1.32 0.32
ERCC1 128 0.64 120 0.63 125 0.69 0.17
BRCA2 124 0.88 118 0.85 123 0.89 0.57
BRCA1 121 1.06 118 1.17 120 1.14 0.66
ATM 126 0.91 119 0.92 122 0.98 0.26
APEX1 128 0.73 120 0.73 125 0.74 0.79

N = Anzahl der Patienten; M = Median der mMRNA-Expression; *: Kruskal-Wallis-Test

Tabelle 3.35: Zusammenhang zwischen DRC15 und mRNA-Expression

Gen DRC;s p-Wert*

1. Tertil 2.Tertil 3.Tertil

erhohte Reparatur durchschnittliche Reparatur verminderte Reparatur

N M N M N M
TP53 125 0.87 123 0.90 125 0.88 0.92
TOP3A 125 1.15 123 1.19 125 1.02 0.006
MDM2 125 1.30 123 1.22 125 1.13 0.08
ERCC1 125 0.66 123 0.64 125 0.65 0.23
BRCAZ2 122 0.89 121 0.94 122 0.82 0.13
BRCA1 117 1.16 119 1.18 123 1.02 0.10
ATM 122 0.92 121 0.98 124 0.91 0.35
APEX1 125 0.72 123 0.74 125 0.72 0.49

N = Anzahl der Patienten; M = Median der mMRNA-Expression; *: Kruskal-Wallis-Test
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Tabelle 3.36: Zusammenhang zwischen DRCg, und mRNA-Expression

Gen DRCgo p-Wert*

1. Tertil 2.Tertil 3.Tertil

erhdhte Reparatur  durchschnittliche Reparatur  verminderte Reparatur

N M N M N M
TP53 139 0.86 114 0.85 120 0.92 0.43
TOP3A 139 1.17 114 1.09 120 1.09 0.48
MDM2 139 1.25 114 1.16 120 1.19 0.76
ERCC1 139 0.69 114 0.61 120 0.61 0.003
BRCA2 135 0.87 114 0.89 116 0.87 0.92
BRCA1 130 1.13 112 117 117 1.10 0.84
ATM 135 0.92 114 0.91 118 0.97 0.80
APEX1 139 0.79 114 0.71 120 0.71 0.04

N = Anzahl der Patienten; M = Median der mRNA-Expression; *: Kruskal-Wallis-Test

Die Patienten mit einer erhéhten Hintergrundschadigung der DNA hatten eine signifikant
erhohte APEX1 mRNA-Expression (p=0.02; Tabelle 3.33). Es zeigte sich kein
Zusammenhang zwischen mRNA-Expression und induziertem DNA-Schaden (Tabelle
3.34). Die Patienten mit einer erhdhten DRC;5 zeigten eine erhdhte mRNA-Expression
des Gens TOP3A (Tabelle 3.35). Die Patienten mit einer erhdhten DRCgq zeigten eine
erhdhte mRNA-Expression des Gens ERCC1 und APEXT (Tabelle 3.35).

Zusammenfassend lasst sich feststellen: Die mRNA-Expression, gemessen in primaren
Lymphozyten, steht im Zusammenhang mit der in vitro DNA-Reparatur, die in diesen
Zellen mit dem Comet-Assay gemessen wurde. Das Gen TOP3A hat dabei statistisch
signifikanten Einfluss auf die DRC;s, und die Gene ERCC1 und APEX1 auf die DRCg.
Der DNA-Hintergrundschaden und die mRNA-Expression von APEX1 stehen ebenfalls in

statistisch signifikantem Zusammenhang.
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3.7 Auswertung der Genotypisierungsergebnisse in der Studienkohorte

Die Auspragung von 4 Polymorphismen wurde an den 405 in die Studie aufgenommenen
Patienten untersucht. 2 davon lagen im NER-Gen ERCC1 (C8092A, Asn118Asn), einer
im Zellzykluskontroll-Gen MDM2 (SNP309) und einer im Zellzykluskontroll-Gen TP53
(PIN3).

3.7.1 Genotypisierungsergebnisse der Schmelzkurvenanalyse mit Hybridisierungs-
sonden und RFLP-Experimente fir ERCC1

Die Genotypen der Polymorphismen im Gen ERCC1 wurden anhand einer
Schmelzkurvenanalyse mit Hilfe von Hybridisierungssonden im LightCycler festgestellt.
Beispiele fur Schmelzkurven fur die Genotypvarianten und die Negativkontrolle sind in
Abbildung 3.8 (Asn118Asn) und Abbildung 3.9 (C8092A) dargestellt. Als Qualitatskontrolle
wurden 45 von 405 (11%) zuféllig ausgewahlte Patienten zusatzlich mit der RFLP-
Methode untersucht. Die Ergebnisse der Restriktionsverdaue sind in Abbildung 3.10 a+b

zu sehen. Die Ubereinstimmung lag fiir beide Methoden bei 100%.
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Abbildung 3.8: Schmelzpunktbestimmung der Sonden fiir ERCC7 Asn118Asn
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Abbildung 3.9: Schmelzpunktbestimmung der Sonden fiir ERCC7 C8092A
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Abbildung 3.10, a) RFLP-Analyse des ERCC1 Asn118Asn, CC (Homozygot, Bande bei
216 bp), TT (Homozygot, Bande bei 236 bp), CT (Heterozygot, Bande bei 266 bp und 216 bp),
HypChlV-Kontrollschnitt (Bande bei 142 bp), M = pUC19 Molekulargewichtsmarker

b) RFLP-Analyse des ERCC1 C8092A, AA (Homozygot, Bande bei 161 bp), CA (Heterozygot,
Bande bei 278 bp und 161 bp), CC (Homozygot, Bande bei 278 bp), Mboll-Kontrollschnitt

(Bande bei 116 bp), M = pUC19 Molekulargewichtsmarker

3.7.2 Ergebnisse der RFLP-Experimente fiir MDM2

Die Genotypen flir den SNP309 Polymorphismus im Gen MDM2 wurden mit der RFLP-

Methode bestimmt. Abbildung 3.11 zeigt die unterschiedlichen Bandenmuster der

Genotypen nach dem Restriktionsverdau der PCR-Amplicons des MDM2-Gens. 10%
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zufallig ausgewahlte Proben wurden mit derselben Methode wiederholt analysiert. Die

Ubereinstimmung lag bei 100%.

TT GT GG M
[ <]
—
209 bp —

! 163bp p—

— ——
— - -
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Abbildung 3.11: RFLP Analyse des MDM2 SNP309. TT (Homozygot, Bande bei 209 bp), GT
(Heterozygot, Bande bei 209 bp und 163 bp), GG (Homozygot, Bande bei 163 bp), MspA1I-
Kontrollschnitt Bande bei 103 bp, M = pUC19 Molekulargewichtsmarker

3.7.3 Ergebnisse der Experimente fiir TP53

Die Genotypen fiir den PIN3 Polymorphismus, eine 16 bp-Insertion im Gen TP53, wurden
mittels PCR bestimmt. Abbildung 3.12 zeigt die unterschiedlichen Genotypen nach der
Auftrennung im Agarosegel. 10% zufallig ausgewahlte Proben wurden mit derselben

Methode wiederholt analysiert. Die Ubereinstimmung lag bei 100%.
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Abbildung 3.12: Analyse des TP53 PIN3; M=pUC19 Molekulargewichtsmarker; A1/A2
(Heterozygot, Bande bei 119 bp und 136 bp); A1/A1 (homozygot ohne 16 bp Insertion, Bande
bei 119 bp); A2/A2 (Homozygot mit 16 bp Insertion, Bande bei 136 bp)
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3.7.4 Verteilung der Genotypen

Fir die 4 untersuchten Polymorphismen konnten fir alle 405 Patienten vollstandige
Genotypen bestimmt werden. Die Verteilung der Genotypen und Allelfrequenzen sind in
Tabelle 3.37 dargestellt. Alle Genotypverteilungen waren im Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht.

Tabelle 3.37: Verteilung der Genotypen

Polymorphismus Homozygot Heterozygot Homozygot seltene
haufiges Allel seltenes Allel Allelfrequenz
N N (%) N (%) N (%) (Base)
ERCC1 C8092A 405 228 (56.3) 145 (35.8) 33 (8.1) 0.26 (A)

ERCC1Asn118Asn 405 152(37.5) 193 (47.7) 61 (15.1) 0.39 (C)

MDM2 SNP309 405 166 (41) 194 (47.9) 45 (11.1) 0.35 (G)

TP53 PIN3 405 291(71.9) 104 (25.7) 10 (2.5) 0.15 (A2*)

N = Anzahl der Patienten; *: 16 bp Insertion
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3.8 Zusammenhang von Genotyp und klinischer Strahleniiberempfindlichkeit

Ein Hauptziel der Studie war es, einen mdglichen Zusammenhang zwischen dem
Auftreten Klinischer Strahlenuberempfindlichkeit und der Auspragung eines Genotyps in
den untersuchten Genen zu finden. In Tabelle 3.38 wurde der Zusammenhang zwischen
dem Genotyp jeweils eines Markergens und der klinische Strahlenliberempfindlichkeit
dargestellt. Mit den homozygot-haufigen Allel-Tragern als Referenzgruppe wurde eine
multivariate logistische Regression durchgefiihrt. Es wurde ein Odds Ratio (OR) fir die
heterozygoten und seltenen Genotypvarianten errechnet. Die OR wurden flr die
folgenden Einflussfaktoren adjustiert: Alter, Diagnosejahr, Zeit bis zur Radiotherapie,
Hormontherapie, gesamte Strahlendosis, Alkoholkonsum, Rauchen und
Antioxidantienstatus. Fir keinen der untersuchten Polymorphismen konnte ein statistisch
signifikanter Zusammenhang mit der klinischen Strahleniiberempfindlichkeit gefunden
werden. Das grofite OR von 1.64 (95% Cl: 0.63-4.27) fur das Auftreten der akuten
Nebenwirkungen zeigten die homozygoten GG-Alleltrager des MDM2 SNP309.

Tabelle 3.38: Zusammenhang von Genotyp und Strahleniiberempfindlichkeit

Gen Polymorphismus normal strahlen- OR*  95% CI

strahlenempfindlich  Gberempfindlich

N=351 % N=54 %
ERCC1 C8092A CcC 194 553 33 611 1 Ref
CA 129 36.8 16 29.6 0.68 0.34-1.37
AA 28 8.0 5 93 0.88 0.29-2.69
ERCC1 Asn118Asn TT 132 37.6 19 35.2 1 Ref
TC 166 47.3 28 519 1.21  0.61-2.39
CC 53 15.1 7 13.0 1.01 0.37-2.72
MDM2  SNP309 T 143 40.7 23 426 1 Ref
TG 171 487 23 426 0.77  0.39-1.51
GG 37 10.5 8 14.8 1.64 0.63-4.27
TP53 PIN3 A1/A1 251 715 40 740 1 Ref
A1/A2 91 25.9 13 240 0.82 0.39-1.71
A2/A2 9 26 1 2 0.68 0.08-5.95

N = Anzahl der Patienten; * adjustiert fir Alter, Diagnosejahr, Zeit bis zur Radiotherapie,

Hormontherapie, gesamte Strahlendosis, Alkoholkonsum, Rauchen und Antioxidantienstatus
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3.9 Zusammenhang von Genotypen und der konstitutiven mRNA-Expression

Um mogliche Zusammenhange eines bestimmten Genotyps mit der konstitutiven mRNA-
Expression zu untersuchen, wurden die 376 mRNA-Expressionswerte und die Genotyp-
daten der Patienten verwendet. Mit dem Kruskal-Wallis-Test wurde getestet, ob sich die
mRNA-Expression in Abhangigkeit vom Auftreten der verschiedenen Genotypen
signifikant unterscheidet. Die Zusammensetzung der Gruppen, die Mediane der mRNA-
Expression sowie die zugehorigen p-Werte sind in Tabelle 3.39 dargestellt. Fir keines der
untersuchten Gene gab es einen statistisch signifikanten Unterschied in der mRNA-

Expression in Abhangigkeit vom Genotyp.

Tabelle 3.39: Zusammenhang zwischen einzelnen Genotypen und der mRNA-Expression

des entsprechenden Gens

Gen Polymorphismus N M (Spanne) p-Wert*
ERCC1 Asn118Asn TT 138 0.66 (0.24-2.75) 0.46
rs11615 TC 180 0.63 (0.23-2.01)

CC 58 0.60 (0.23-2.00)

ERCC1 C8092A CcC 212 0.64 (0.23-2.75) 0.59
rs3212986 CA 132 0.65 (0.23-1.72)
AA 32 0.67 (0.33-2.00)

MDM2 SNP309 TT 153 1.19 (0.12-3.21) 0.93
rs2279744 TG 179 1.19 (0.29-4.44)
GG 44 1.32 (0.33-2.21)

TP53 PIN3 A1/A1 269 0.88 (0.11-2.74) 0.50
rs17878362 A1/A2 98 0.91 (0.43-1.78)
A2/A2 9 0.83 (0.39-1.41)

N = Anzahl der Patienten; M = Median der mRNA-Expression; *: Kruskal-Wallis-Test
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3.9.1 Auswertung fiir die ERCC1 Diplotypen und mRNA Expression

Fir die beiden Polymorphismen im Gen ERCC1 (Asn118Asn und C8092) war es mdglich
einen Diplotyp fiir jeden Patienten zu rekonstruieren, d.h. es wurden fir jeden Patienten
die wahrscheinlichsten Haplotypenpaare mittels der PHASE v2.1.1 Software berechnet.
Der Haplotyp gibt die Kombination des Genotyps fliir ERCC1 Asn118Asn und C8092 auf
einem Allel an. In Tabelle 3.40 sind die Diplotypen und ihre Verteilung in der
Patientenkohorte dargestellt. Es wurde mit Hilfe der Estimating Haplotypes Software ein
starkes Kopplungsungleichgewicht (Linkage disequilibrium; p < 0.0001) der beiden

Polymorphismen festgestellt.

Tabelle 3.40: ERCC1 Asn118Asn und C8092 Diplotypen Paare

N N mit
Diplot Expressionswerten M (Spanne .
plotyp Gesamt = 405 P Sp ) p-Wert
Gesamt = 376 (%)
8092C+118T:8092C+118T 146 134 (35.6) 0.66 (0.24—2.75)\
8092C+118T:8092A+118C 118 107 (28.5) 0.66 (0.31-1.72)
8092A+118C:8092A+118C 32 31(8.2) 0.66 (0.33-2.00) » 0.03
8092C+118C:8092C+118T 74 71 (18.9) 0.57 (0.23-2.01)
8092C+118C:8092A+118C 21 20 (5.3) 0.54 (0.23-1 .22))
8092C+118C:8092C+118C 7 7(1.9) 0.55 (0.27-1.64)
8092C+118T:8092A+118T 6 5(1.3) 0.64 (0.50-1.05)
8092A+118C:8092A+118T 1 1(0.3) 0.79 (-)
Nicht-CC-Trager 303 278 0.66 (0.24-2.75) 01
CC-Haplotyp-Trager 102 98 0.56 (0.23-2.01)

N = Anzahl der Patienten; M = Median der mRNA-Expression; fett gedruckt 8092C+118C-Trager;
‘Kruskal-Wallis-Test

3.9.1.1 Zusammenhang zwischen ERCC1 Diplotyp und mRNA-Expression

Der Zusammenhang der ERCC1 Diplotypen und der ERCC71 mRNA-Expression wurde
untersucht, indem fir die Gruppen der Patienten mit gleichem Diplotyp der Median der
mRNA-Expression gebildet wurde. Von der statistischen Auswertung wurden die
Patienten ausgeschlossen, deren Diplotyp-Gruppe eine Anzahl geringer als 2% des
Gesamtkollektives hatte. Die restlichen Gruppen unterschieden sich statistisch signifikant
in ihrer mRNA-Expression (Kruskal-Wallis-Test, p = 0.03). In Tabelle 3.39 fiel auf, dass

Trager mindestens eines 8092C+118C-Haplotyps eine verminderte mRNA-Expression
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hatten. Deshalb wurden in einer weiteren Auswertung die 98 8092C+118C-Haplotypen
zur Gruppe der CC-Haplotyp-Trager zusammengefasst und mit den dbrigen 278
Patienten verglichen. Die Gruppe der CC-Haplotyp-Trager hatte einen statistisch
signifikant verminderten Median von 0.56 der ERCC1 mRNA-Expression im Vergleich zur
restlichen Population, deren Median bei 0.66 lag (Wilcoxon-Test; p = 0.001,Tabelle 3.39).
Um eine Aussage Uber das Risiko einer verminderten mRNA-Expression in der Gruppe
der CC-Haplotyp-Trager machen zu koénnen, wurde ein OR errechnet. Als
Referenzgruppe wurden alle Nicht-CC-Trager verwendet. Das OR fur eine verminderte
Expression lag bei 1.69 (95% CI: 1.06-2.71). Da in dieser Studie die Antioxidantien
Plasmawerte die ERCCT1 mRNA-Expression beeinflussten, wurde ein logistisches
Regressionsmodell erstellt, in welchem fur die Antioxidantien Plasmawerte adjustiert
wurde. Da Tabakkonsum, Alkoholkonsum und das Alter der Patienten ebenfalls mdgliche
Einflussfaktoren sind, wurde auch fir diese adjustiert. Das adjustierte OR lag bei 1.76
(95% CI: 1.07-2.93) fur eine verminderte mMRNA-Expression bei den CC-Haplotyp-Tragern
im Vergleich mit den Nicht-CC-Tragern.
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4. Diskussion

4.1 Bewertung von Studienpopulation und klinisch-epidemiologischen Einfliissen

auf die Strahlenempfindlichkeit

Diese klinische Studie wurde zur Untersuchung der Ursachen individueller Unterschiede
in der Reaktion des Normalgewebes auf eine  Strahlentherapie bei
Prostatakarzinompatienten durchgefiihrt. Es konnten 405 Patienten mit einem
durchschnittlichen Alter von 68 Jahren untersucht werden. Der Altersdurchschnitt liegt in
sehr guter Ubereinstimmung mit Werten anderer europaischen Studien an
Prostatakarzinompatienten von 67 und 68.6 Jahren (De Meerleer et al., 2004;
Heemsbergen et al., 2006).

In der vorliegenden Studie wurden 13% der Patienten als klinisch strahlentiberempfindlich
eingestuft. Sie zeigten akute Nebenwirkungen im mitbestrahlten Normalgewebe, vor allem
im Bereich des Rektums und des Urogenitaltrakts. Die Bewertung der Nebenwirkungen
erfolgte auf der Basis von CTC-Werten (Seegenschmiedt et al., 1999). In anderen
Studien, die dieses Bewertungssystem zur Klassifizierung der akuten Nebenwirkungen
verwenden, liegt der Prozentsatz der betroffenen Patienten zwischen 7 und 14% (De
Meerleer et al., 2004; Peeters et al., 2005b). Die vorliegende Studienpopulation ist also in
ihrer Zusammensetzung und dem Auftreten von Nebenwirkungen bei der Strahlentherapie
vergleichbar mit anderen Studien.

In unserer Studie zeigt eine adjuvante Hormontherapie der Patienten einen Einfluss auf
die klinische Strahlenliberempfindlichkeit. Ein Einfluss der Hormontherapie wurde auch in
anderen Studien beobachtet. Wahrscheinlich fihrt die Hormontherapie zur Verkleinerung
der Prostata. Dadurch kann ein verkleinertes Bestrahlungsvolumen gewahlt werden, was
sich positiv auf das Auftreten von akuten Nebenwirkungen auswirkt (Peeters et al., 2005a;
Tsai et al., 2005; Yoshimura et al., 2006).

Als weiterer Faktor mit statistisch signifikantem Zusammenhang zur Strahlen-
Uberempfindlichkeit wurde in der vorliegenden Studie der Alkoholkonsum erkannt. In
Tierversuchen und in Experimenten an humanen Lymphozyten wurde ebenfalls ein radio-
protektiver Effekt von alkoholischen Getranken, z.B. Bier, nachgewiesen. Dieser Effekt ist
nicht nur auf die radikal-abfangende Wirkung der OH-Gruppe des Ethanols
zurtckzufiihren, sondern ist potentiell protektiven Stoffen in den Getranken zuzuschreiben
(Monobe et al., 2004; Monobe und Ando, 2002). Diese Stoffe kdnnten von der Aufnahme
in den Korper bis zur Radiotherapie Uberdauern und so flr die positive Wirkung
verantwortlich sein.

In unserer Studie traten bei Patienten mit einer KérpergréRe Uber 181 cm signifikant
haufiger Nebenwirkungen auf. Die KoérpergroRe kann aus mehreren Grinden einen

Einfluss ausiiben. GroRe Manner haben in der Regel auch eine grolie Prostata, die ein
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grolieres Bestrahlungsvolumen erfordert. Ein groRes Bestrahlungsvolumen erhéht das
Risiko fiir ein Auftreten der Nebenwirkungen. Darlber hinaus wurde in einer finnischen
Studie gezeigt, dass gro’e Manner auch ein erhéhtes Prostatakrebsrisiko haben, was auf
eine verschlechterte DNA-Reparatur hindeuteten kann, die wiederum mit einer erhdhten
Strahlenempfindlichkeit einhergehen kénnte (Sequoia et al., 2006).

In der Zusammenschau lasst sich feststellen, dass in dieser Studie ein mit anderen
Studien vergleichbares Prostatakrebspatientenkollektiv  analysiert wird. In der
vorliegenden Studie deckt sich die protektive Wirkung der Hormontherapie gegen die
akuten Nebenwirkungen der Strahlentherapie mit den Befunden aus der Literatur. Der
negative Einfluss der grofReren KorpergroBe und der protektive Einfluss des

Alkoholkonsums auf die Nebenwirkungen wurde in dieser Studie erstmals beobachtet.

4.2 Die relative Real-Time RT-PCR Quantifizierung als Messmethode der

konstitutiven mRNA-Expression der Patienten

In der vorliegenden Studie wurde die konstitutive mRNA-Expression von
Prostatakrebspatienten als potentieller prognostischer Biomarker flr das Auftreten von
akuten Nebenwirkungen im normalen Gewebe bei der Strahlentherapie gemessen. Als
Messmethode diente die relative Real-Time RT-PCR Quantifizierung. Der Arbeitsablauf
begann mit einer zeitnahen Extraktion der Gesamt-RNA nach der Blutabnahme. Darauf
folgten eine Qualitdts- und Konzentrationsprifung der RNA, eine Erststrang-cDNA-
Synthese und die Real-Time PCR. Der gesamte methodische Arbeitsablauf war auf ein
reproduzierbares und qualitativ hochwertiges Quantifizierungsergebnis ausgerichtet.

Fir die RNA-Vermessung wurde der von Bustin empfohlene Agilent Bioanalyzer
verwendet (Bustin und Nolan, 2004), der durch die RNA-Integritats-Nummer eine optimale
Konzentrations- und Qualitatsbestimmung der RNA ermdglicht (Schroeder et al., 2006).
Bei der Erststrang-cDNA-Synthese wurde immer die gleiche Priming-Strategie und RNA-
Menge verwendet (Stahlberg et al., 2004). In der vorliegenden Studie zeigt die Erststrang-
cDNA-Synthese einen Variationskoeffizienten von 17%. Er liegt damit in einem Bereich,
wie er entsprechend publizierter Werte, die bei 20% lagen, zu erwarten ist (Ovstebo et al.,
2003).

Die darauf folgenden Real-Time PCR Messungen im LightCycler wurden mit cDNA-
spezifischen Primern durchgefihrt (Hurteau und Spivack, 2002). Eine eventuelle
Verunreinigung mit genomischer DNA in der RT-Praparation hatte somit nicht amplifiziert
werden kénnen. Es war mdglich, von 89% der Patienten vollstindige mMRNA-
Expressionswerte fir alle 8 Markergene zu messen. Damit ist die Ausfallquote um 10%
geringer als bei einer Studie, in der eine vergleichbare Anzahl von Patienten untersucht
wurde (Vogel et al., 2006).
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In der vorliegenden Studie wurde die relative Quantifizierung mit Hilfe des Referenzgens
TBP durchgefuhrt, da das Gen TBP in mehreren Studien erfolgreich als Referenzgen
verwendet wurde (Almeida et al., 2004; Lapillonne et al., 2006; Radonic et al., 2005). Es
eignete sich darlber hinaus als Referenzgen, da es auf ahnlichem Niveau wie die
Markergene exprimiert wird.

Die PCR-Reaktionseffizienz wurde fur jedes Gen optimiert und floss in die mathematische
Auswertung der relativen Quantifizierung mit ein. Die Auswertung wurde in Anlehnung an
die Methode von Pfaffl durchgefihrt (Pfaffl, 2001; Pfaffl et al., 2002). Zusatzlich wurden
die Quantifizierungsergebnisse, die sogenannten Normalized Ratios, durch die Messung
und Auswertung der Calibrator-Probe fur Unterschiede zwischen den PCR-Experimenten
korrigiert.

Die relative Real-Time RT-PCR Quantifizierung ist momentan die genaueste Methode zur
Quantifizierung der mRNA-Expression (Bustin und Mueller, 2005), insofern der Einfluss
moglicher Fehlerquellen bericksichtigt wird. Daher wurde in der vorliegenden Studie
durch die diskutierten Mallnahmen eine sehr hohe Quantifizierungsqualitat gewahrleistet,
was die Real-Time RT-PCR Quantifizierung in dieser Konfiguration zur Messmethode der
Wahl fur eine hochwertige Bestimmung der konstitutiven mRNA-Expression in primaren

Lymphozyten von Uber 400 Prostatakrebspatienten macht.

4.3 Interindividuelle Unterschiede in der konstitutiven mMRNA-Expression

4.3.1 Unterschiede in der konstitutiven mRNA-Expression bei den Patienten

Die konstitutive Expression der Markergene ATM, APEX1, BRCA1, BRCA2, ERCC1,
MDM?2, TP53 und TOP3A wurde als Normalized Ratio fir jeden Patienten angegeben. Es
zeigten sich dabei deutliche interindividuelle Unterschiede in der mRNA-Expression.
Vergleichbare Werte fiir die konstitutive mRNA-Expression von ATM und TP53 wurden in
einer Studie an 190 Blasenkrebspatienten in primaren Lymphozyten gemessen (Gu et al.,
2005). Es wurde ein 17-facher Unterschied flir TP53 und ein 20-facher Unterschied flr
ATM zwischen den Patienten beschrieben. Im Vergleich dazu liegt der Unterschied in der
vorliegenden Studie fur TP53 bei 24-fach und fur ATM bei 30-fach. Bei Untersuchungen
an primaren Lymphozyten von Patienten mit Lungenkrebs sowie Kopf- und Halstumoren
zeigten sich ebenfalls Unterschiede in der ERCC1 Expression (Vogel et al., 2006; Yang et
al., 2006). Interindividuelle Unterschiede in der ERCC1 mRNA-Menge wurde auch in einer
Studie mit 36 Speiserdhrenkrebspatienten in normalem Gewebe gefunden (Warnecke-
Eberz et al., 2004). Die mRNA-Expression schwankte dabei um das 15-fache. Bei den
Prostatakrebspatienten der vorliegenden Studie ist der Unterschied 12-fach.

Eine Korrelation der mRNA-Expressionsdaten flr verschiedene Gene untereinander

kdnnte eine koordinierte Regulation der Expression dieser Gene andeuten. Deshalb
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wurde in der vorliegenden Studie nach solchen Korrelationen gesucht. In der vorliegenden
Studie ergibt sich fir TP53 und ATM ein Korrelationskoeffizient von r=0.36 (p < 0.001),
der damit etwas geringer ist als der Korrelationskoeffizient r = 0.48 (p <0.001), der fir
TP53 und ATM bei Blasenkrebspatienten beschrieben wurde (Gu et al., 2005). In der
vorliegenden Studie zeigen APEX1 (BER) und ERCC1 (NER) die starkste Korrelation
(r=0.69, p <0.001). Eine ahnlich starke Korrelation (r =0.86) wurde fir ERCC7 und
OGG1 (8-Oxo-Guanin-DNA-Gylcosylase, NER) in einer Studie von Vogel beschrieben
(Vogel et al, 2002). Die starke Korrelation konnte durch gemeinsame
Transkriptionsfaktoren verursacht worden sein, da beide Reparaturwege, BER und NER,
bei der Reparatur von oxidativen Schaden aktiv werden (D'Errico et al., 2006).

Weitere Genpaare mit starken Korrelationen untereinander sind TOP3A und BRCA17 und
ATM und MDM2. TOP3A wund BRCA71 haben Funktionen bei der DNA-
Doppelstrangbruchreparatur (Raynard et al., 2006; Zhang und Powell, 2005). ATM und
MDM2 sind beides Gene mit Funktionen bei Schadenssignalgebung und
Zellzykluskontrolle (Adams et al., 2006; Meulmeester et al., 2005). Moéglicherweise wird
die Korrelation ihrer mMRNA-Expression ebenfalls durch eine Koregulation hervorgerufen,
da sie, wie im Falle von ERCC1 und OGG1 (Vogel et al., 2002), in zusammengehodrende
zellulare Mechanismen eingebunden sind. Allerdings ist es nicht vollig auszuschliel3en,
dass die beobachteten Korrelationen zwischen den Genen zu einem Teil durch die
Normalisierung mit dem Referenzgen TBP beeinflusst sind.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die in dieser Studie beobachteten
interindividuellen Unterschiede in der konstitutiven mRNA-Expression betrachtlich sind.
Die vorliegende Studie ist bisher die einzige mit Daten zur konstitutiven mRNA Expression
von DNA-Reparaturgenen, die sich auf ein Kollektiv von 376 Prostatakrebspatienten
stltzt. Es ergeben sich vergleichbar starke Korrelationen der mRNA-Expression zwischen
den Genen wie in anderen Studien an Krebspatienten. Darlber hinaus werden hier

Korrelationen beschrieben, fur die es bisher keine vergleichbaren publizierten Werte gibt.

4.3.2 Unterschiede der konstitutiven mRNA-Expression zwischen Patienten und

gesunden Probanden

Um einen Vergleich der konstitutiven mRNA-Expression zwischen gesunden mannlichen
Probanden und Prostatakrebspatienten zu ermdglichen, wurden 20 Probanden in einem
den Patienten vergleichbaren Alter untersucht. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie
zeigen, dass sich die mMRNA-Expressionlevel fiir die Gene ATM, APEX1, ERCC1, TOP3A
und TP53 in den Lymphozyten der Patienten von denen der Probanden unterscheiden.
Bei einer Fall-Kontroll-Studie an Kopf- und Halskrebspatienten wurde festgestellt, dass die
ERCC1 mRNA-Expression bei den Patienten um ca. 50% vermindert war (Yang et al.,

2006). In einer weiteren Studie wurde eine verminderte Expression von ERCC17 und 4
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weiteren Genen aus der NER bei Lungenkrebspatienten nachgewiesen (Cheng et al.,
2002). Fir ATM und TP53 wurde in einer Fall-Kontroll-Studie an Blasenkrebspatienten
eine verminderte Expression bei Patienten tber 65 Jahren im Vergleich zu den ebenso
alten, gesunden Kontrollprobanden beobachtet (Gu et al., 2005). Die Level von ATM,
APEX1, ERCC1 und TP53 sind bei den Patienten in der vorliegenden Studie ebenfalls
erniedrigt. TOP3A ist das einzige Gen, welches bei den Patienten im Vergleich zu den
Probanden erhohte mRNA-Expressionswerte aufweist.

Die in der vorliegenden Studie gefundenen Unterschiede von Patienten und Probanden
sind Uberwiegend konsistent mit den Ergebnissen in der Literatur, kénnen aber durch die
kleine GruppengréfRe der gesunden Probanden nur als Tendenz gewertet werden. Bis
dato ist nicht geklart, ob eine verminderte Expression von DNA-Reparaturgenen bei

Krebspatienten Ursache oder Wirkung einer Krebserkrankung ist.

4.3.2.1 mRNA-Expression und Proteinexpression in der Gruppe der Probanden
Eine wichtige Frage ist es, ob sich eine unterschiedliche mRNA-Menge auf die
Proteinfunktion auswirkt. Ein Hinweis darauf ware, wenn sich die mRNA-Menge in der
Proteinmenge widerspiegeln wurde.

Die Proteinexpression von p53 und ERCC1 wurde bei 20 gesunden Probanden
untersucht. Die Proteinexpression zeigte einen hohen interexperimentellen
Variationskoeffizienten, der eine Normalisierung nétig machte. Nach der Normalisierung
konnten die Messergebnisse der Probanden untereinander verglichen werden. Die
ERCC1 Proteinexpression zeigt etwa 5-fache interindividuelle Unterschiede und ist
vergleichbar mit den Werten bei gesunden Probanden in einer Studie zu Kopf- und
Halskrebs (Wei et al., 2005). Weder die p53 noch die ERCC1 Proteinexpression zeigen
eine Korrelation mit der mRNA-Expression der Probanden. Dies kann einerseits daran
liegen, dass die relative Proteinquantifizierung mit dem Western Blot nicht akkurat genug
ist. Anderseits wird die Menge des nachweisbaren Proteins in Zellen nicht nur durch die
Translation bestimmt, so dass es nicht zu einer Korrelation der Expressionswerte
kommen muss. Es kénnen posttranslationale Modifikationen, wie z.B. die Ubiquitinierung,
zum Abbau von Protein flihren (Laine et al., 2006) und somit das Verhaltnis von mRNA-

und Protein-Expression beeinflussen.

4.4 Die konstitutive mRNA-Expression im Zusammenhang mit der Strahlen-

tiberempfindlichkeit

4.4.1 Bewertung des Effekts einzelner Markergene

Um die Auswirkung der konstitutiven mRNA-Expression auf das Risiko einer

Strahleniberempfindlichkeit zu untersuchen, wurde fiir jedes Markergen eine multivariate
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logistische Regression durchgefiihrt. Kein Gen zeigte dabei ein statistisch signifikantes
OR. Das hochste OR von 2.8 (95%CI: 0.90-4.78), das am nachsten an einer statistischen
Signifikanz lag, haben Patienten mit einer hohen MDM2 mRNA-Expression. Ein
Zusammenhang von Strahleniberempfindlichkeit und reduzierter MDM2 Expression
wurde bei Tumorzellen gezeigt (Cao et al., 2005).

Die akuten Nebenwirkungen der Strahlentherapie zeigen sich besonders in Epithelien mit
sich schnell teilenden Zellen. Durch die Radiotherapie kommt es zu vermehrtem Zelltod in
allen Zellen eines Gewebes und durch die EinbuRen an Stammzellen konnen die Gewebe
sich nur langsam regenerieren (Stone et al., 2003). Dies flhrt unter anderem zu den
akuten Reaktionen. Eine verringerte mRNA-Expression von MDM?2 fihrt in Tumorzellen
zu einer verstarkten Strahlenempfindlichkeit durch Aktivierung des TP53-Apoptose-
Signalwegs (Cao et al., 2005). Der selbe Mechanismus fuhrt bei Knock-out-Mausen mit
einer konstitutiv verringerten mRNA-Expression von MDMZ2 zu einer erhOhten
Strahlenempfindlichkeit in vivo (Mendrysa et al., 2003). Aufgrund dieser Ergebnisse
sollten also Patienten mit einer verminderten MDM2 mRNA-Expression
strahlenempfindlicher sein. In der vorliegenden Studie hangt ein erhdhtes Risiko flr
Nebenwirkungen dagegen eher mit einer erhohter konstitutiven MDM2 mRNA-Expression
zusammen. Das Modell der autoregulatorischen Rickkopplung von MDM2 und TP53, das
der verstarkten Strahlenempfindlichkeit durch Aktivierung des TP53-Apoptose-Signalwegs
zu Grunde liegt, ist aus Experimenten an Zellkulturzellen abgeleitet. In den Geweben der
Patienten in vivo wird die konstitutive Transkription von MDM?2 von anderen bisher nicht
bekannten Faktoren beeinflusst (Perry, 2004). Weiter besteht die Mdglichkeit, dass sich
die MDM?2 Expression in primaren Lymphozyten von der MDM?2 Expression in anderen
Geweben unterscheidet (Mendrysa et al.,, 2003). Zusatzlich konnen die
Regelmechanismen von MDM2 und TP53 sich von Gewebe zu Gewebe unterscheiden,
wie es flr den Unterschied der MDM2-vermittelten Radiosensitivitdt von Maushirn, -herz
und -nieren im Vergleich zu Darm und Milz gezeigt wurde (Perry et al., 2000). Aus diesen
Grinden kénnte in dieser Studie eine erhdhte konstitutive MDM2 mRNA-Expression in
Lymphozyten mit anderen unbekannten Faktoren zusammenhangen, die im Darm und

Blasenepithel der Patienten eher radio-protektiv wirken.

4.4.2 Bewertung des Effekts einer Kombination der Markergene

Kein Versuch, die strahlentiberempfindlichen Patienten anhand einer Kombination der
mRNA-Expression der Markergene zu identifizieren, zeigte ein statistisch signifikantes
Ergebnis. Eine Ursache dafir ist die kleine Untergruppe von 54
strahlentberempfindlichen Patienten, trotz einer relativ hohen Gesamtzahl von 405
analysierten Patienten. Durch das prospektive Design der Studie konnte im Vorhinein nur

abgeschatzt werden, wie viele Patienten mit akuten Nebenwirkungen reagieren wurden
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und welche statistische Macht die Studie dadurch erhalten wirde. Dennoch bietet das
prospektive Design wichtige Vorteile. Dazu gehort die Rekrutierung einer sehr
homogenen Studienkohorte, ohne ein Anreicherung betroffener Patienten vorzunehmen.
Gleichzeitig erfolgt die Erhebung der Patientendaten vor Auftreten der Nebenwirkungen,
was verhindert, dass Patienten mit Nebenwirkungen intensiver Uber Lebensstil und
mdgliche Stoérfaktoren befragt werden (recall bias) (Manolio et al., 2006). Die Auswertung
zeigt, dass sich die mRNA-Expression der strahleniiberempfindlichen und normal-
strahlenempfindlichen Patienten nicht stark genug unterscheidet, um bei einer
GruppengrofRe von 54 Patienten eine statistisch signifikante Aussage zu erméglichen.
Eine weitere Ursache liegt darin, dass die mRNA-Expression der Markergene
untereinander teilweise stark korreliert ist. Die urspriingliche Menge von 8 Genen
reduziert sich dadurch auf die folgenden Gruppen: Das Paar APEX7 und ERCC1, das
Paar ATM und MDM2 und die Gruppe BRCA1, BRCA2, TOP3A und TP53. Die moglichen
biologischen Ursachen dieser Korrelationen wurden in Kapitel 4.3.1 diskutiert. Aus
biostatistischer  Sicht entspricht die Korrelation der Ausgangsdaten einem
Informationsverlust, der eine Vorhersage der Strahlenliberempfindlichkeit weiter
erschwert.

Um die konstitutive mRNA-Expression als Biomarker fur eine Strahlentiberempfindlichkeit
weiter zu untersuchen, miusste die Gruppe der strahlenlberempfindlichen Patienten
vergrofRert werden, da die Ergebnisse dann auf eine breitere statistische Basis gestellt
werden konnten. Die Anzahl der Markergene konnte auf die Menge nicht-korrelierter
Gene reduziert werden. Zusatzlich sollten jedoch weitere nicht-korrelierte Markergene
identifiziert werden, die als zusatzliche Biomarker eingesetzt werden kénnen. Dazu
wurden sich Array-Plattformen eignen, die um Gene erweitert sind, die mit Apoptose und

Entziindungsreaktionen in Verbindung stehen.

4.5 Zusammenhang zwischen klinisch-epidemiologischen Daten und der

konstitutiven mRNA-Expression

Die zahlreichen in der Studie erfassten Daten ermdéglichten es, nach Einflussfaktoren der

konstitutiven mRNA-Expression zu suchen.

4.5.1 Zusammenhang von Alter, Rauchen und BMI mit der konstitutiven mRNA-

Expression

Die Faktoren Alter, Rauchverhalten und BMI zeigen in dieser Studie keinen Einfluss auf
die mMRNA-Expression.

In einigen Studien wurde eine negative Korrelation zwischen der konstitutiven Expression
von ERCC1 und dem Alter der Patienten beschrieben (Vogel et al., 2006; Yang et al.,

2006). Die mRNA-Expression von NER-Genen in Zellen alterer Probanden war reduziert
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(Takahashi et al., 2005). Fir TP53 und ATM wurde eine negative Korrelation mit dem
Alter von Blasenkrebspatienten gefunden (Gu et al., 2005). Zusammengenommen besteht
in der Literatur ein Konsens Uber die Abnahme der mRNA-Expression und der DNA-
Reparaturfahigkeit mit dem Alter (Goukassian et al., 2000). In der vorliegenden Studie
stellt die Gruppe der Patienten im Alter von 60-74 Jahren 75% des gesamten Kollektivs,
wahrend die jlingsten Patienten bereits ein Alter von 48 Jahren haben. Aufgrund des
Mangels an jungen Patienten, ist somit ein Effekt des Alters auf die mMRNA-Expression
nicht nachzuweisen. Darlber hinaus waren die von Gu beschriebenen Alters-
Korrelationen gering (Gu et al., 2005) und kénnten in der vorliegenden Studie durch
andere Effekte, z.B. die der Behandlungsparameter und Antioxidantien, Uberlagert worden
sein.

Die Datenlage unter den publizierten Studien zum Zusammenhang von mMRNA-
Expression und Rauchverhalten ist inkonsistent. Fir ERCC1 und das Rauchverhalten
wurden positive und negative Ergebnisse veroffentlicht (Cheng et al., 2000; Cheng et al.,
2002; Vogel et al., 2006; Yang et al., 2006). Diese Studien deuteten aber eher darauf hin,
dass kein Zusammenhang von konstitutiver mRNA-Expression und Rauchverhalten
besteht. Dies deckt sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie.

Der Zusammenhang von mRNA-Expression und BMI wurde bisher nicht eingehend
untersucht. Ein erhohter BMI wurde mit mehr oxidativen Schaden der DNA,
nachgewiesen durch HPLC (High Performance Liquid Chromatography) von 8-Oxo-7,8-
Dihydro-2'Desoxyguanosin (8-oxodG) im Urin, in einer Studie an gesunden Schweden in
Zusammenhang gebracht (Hofer et al., 2006). Eine weitere Studie fand dagegen eine
negative Korrelation zwischen 8-OxodG und dem BMI bei 372 gesunden Arbeitern (lrie et
al., 2005). Keine Studie misst direkt den Zusammenhang von BMI mit der konstitutiven
mRNA-Expression. Falls es einen Zusammenhang zwischen oxidativen Schaden durch
einen erhohten BMI und einer Aktivierung der DNA-Reparatur in der vorliegenden Studie

gab, war er nicht bei der konstitutiven mRNA-Expression zu erkennen.

4.5.2 Zusammenhang der Behandlung der Patienten vor der Radiotherapie mit der

konstitutiven mRNA-Expression

4.5.2.1 Einfluss der Hormontherapie

Eine Gruppe von 131 Patienten dieser Studie hat vor der Radiotherapie eine
Androgendeprivation durch eine Hormon-Therapie erhalten. Bei einer anderen Studie an
37 Prostatakrebspatienten wurde ein Effekt der Androgendeprivation kombiniert mit einer
Radiotherapie auf die Lymphozytenpopulation im Blut bestimmt. Die Zellzahlen von T-
Helfer, Naturlichen Killerzellen und B-Lymphozyten wurden im Verlaufe der Radiotherapie

wochentlich durch FACS-(Fluorescence activated cell sorting)-Analysen bestimmt. Die
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Zellzahlen von T-Helferzellen sanken in der Gruppe mit Androgendeprivation weniger
stark (Johnke et al., 2005). Mdoglicherweise wurde das DNA-Reparatursystem dieser
Subpopulationen beeinflusst, der zugrunde liegende Mechanismus blieb ungeklart. In der
vorliegenden Studie gibt es keinen Einfluss der Hormontherapie auf die konstitutive

mMmRNA-Expression der DNA-Reparaturgene.

4.5.2.2 Einfluss der Prostatektomie

Als weitere Therapie hat ein Teil der Patienten in der vorliegenden Studie eine
Prostatektomie erhalten. Anhand ihres Prostatektomie-Status konnten die Patienten in
eine Gruppe mit primarem Tumor, eine mit rezidivem Tumor und eine mit kirzlich
entferntem Tumor eingeteilt werden. Es zeigt sich, dass die mMRNA-Expressionswerte in
der Gruppe mit dem primaren Tumor immer den hoéchsten Median aufweisen. Die
Unterschiede zwischen den Gruppen sind fir die Gene ATM (p =0.047), MDM?2
(p = 0.001) und TOP3A (p < 0.001) statistisch signifikant.

Prostatatumorzellen erzeugen in vitro eine erhdéhte Menge DNA-schadigender ROS
(Chowdhury et al., 2005). Dies bestatigend, wurden Mutationen im Mitochondrien-Genom
von Prostatakrebspatienten gefunden, die ebenfalls zu einer erhéhten ROS-Produktion
fuhren (Petros et al., 2005). Zusatzlich wurden in Prostatatumoren erhéhte Mengen an
H,O, gemessen (Lim et al., 2005), die ebenfalls zur Bildung von ROS beitragen kénnen.
Ubereinstimmend damit wurde in Prostatatumorgewebeproben ein Mangel von
antioxidativen Enzymen, die ROS abbauen, vorgefunden (Baker et al., 1997). Weiter
wurden im Urin von Prostatakarzinompatienten im Vergleich zu gesunden Probanden
hdéhere Werte eines Markers fir oxidative DNA-Schaden, 8-Hydroxy-2'-Desoxyguanosin,
nachgewiesen (Miyake et al., 2004). Diese Daten belegen, dass ein Prostatatumor ROS
erzeugen kann und auf diese Weise die DNA in den Lymphozyten der Patienten
schadigen kdnnte, denn Lymphozyten treten in Kontakt mit Prostatatumorgewebe (Bronte
et al., 2005). Weiter wurde beschrieben, dass Prostatakrebspatienten 50% mehr CD3-
positive Lymphozyten hatten als gesunden Probanden (Hardy et al., 2005). In einer Studie
an gesunden Probanden wurde gezeigt, dass ROS-Exposition im Blut zu einer
verringerten Anzahl von Natirlichen Killerzellen fihrte (Gruber et al., 2005). Es wurde an
B-Lymphozyten gezeigt, dass durch oxidativen Stress verschiedene
Signaltransduktionswege aktiviert werden, die zum Uberleben der Zellen fiihrten
(Tohyama et al., 2004). Diese experimentellen Befunde legen den Schluss nahe, dass die
Unterschiede der konstitutiven mRNA-Expression der DNA-Reparatur- und
Zellzykluskontroll-Gene in den Lymphozyten auf die Unterschiede im Prostatektomie-
Status zuruckgefuhrt werden kénnen. Der Prostatektomie-Status dient als Gradmesser fur
das Vorhandensein von Tumorgewebe und der damit verbundenen ROS-Produktion in

den Patientengruppen. Eine weitere Wirkung des Tumors konnte eine Stimulation der
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Lymphozyten zur Proliferation und damit zur Erhéhung der endogenen DNA-Schadigung

durch die Replikation sein (Gasser und Raulet, 2006).

4.6 Zusammenhang von Antioxidantienkonzentration und der konstitutiven mRNA-

Expression

Ein Einflussfaktor auf die mRNA-Expression von Reparaturgenen kénnte die Ernahrung
sein und hier speziell die Aufnahme von antioxidativen Vitaminen. Im Rahmen der Studie
wurden im Blutplasma der Patienten Antioxidantenkonzentrationen fiir Ascorbinsaure, a-
und y-Tocopherol, a- und B-Carotin, Canthaxanthin, Cryptoxanthin, Lutein und Lycopin
bestimmt. Studien aus den letzten 20 Jahren ergaben, dass der Verzehr von Gemuse und
Frichten das Krebsrisiko verringern kann (Gerber et al., 2002). Dieser Effekt wird zum
Teil der antioxidativen Wirkungen von Vitaminen aus Gemise und Frichten
zugesprochen. Der Effekt von Antioxidantien auf die DNA-Reparatur wurde eingehend
studiert. In einer Metaanalyse von 41 Studien an Probanden wurden positive und negative
Befunde zum protektiven Effekt von Antioxidantien oder antioxidantien-reichen
Nahrungsmittel in den untersuchten Studien beschrieben. Die Metaanalyse kommt zu
dem Schluss, dass sich in Studien mit homogener Population ein protektiver Effekt der
Antioxidantien gegen oxidative DNA-Schaden (8-oxodG) zeigt. Dieser Effekt wird in den
Studien starker, in denen die Patienten durch oxidative DNA-Schaden vorbelastet sind,
wie z.B. HIV-Patienten (Moller und Loft, 2004).

In der vorliegenden Studie wurden statistisch signifikante Korrelationen zwischen der
konstitutiven mRNA-Expression und den Plasma-Antioxidantienwerten beobachtet. Fur
das DSB-Reparatur-Gen TOP3A wurde festgestellt, dass niedrige Plasma-Werte von a-
Tocopherol mit einer erhdhten mRNA-Expression einhergehen. a-Tocopherol verringert
die Bildung von ROS nach Bestrahlung in primaren Fibroblasten und senkt die DNA-
Schadigung (Kumar et al., 2002; Laurent et al., 2005). Zusatzlich beeinflusst a-Tocopherol
die Expression von Genen, die mit dem Zellzyklus und Entzindungsreaktionen in
Verbindung stehen (Azzi et al., 2004; Rimbach et al., 2002). Diese Effekte umfassen eine
Wirkung auf die Signaltransduktionskaskaden, die mit der Proteinkinase C und der
Phosphatidylinositol-3-Kinase in Verbindung stehen, sowie eine Wirkung auf einen a-
Tocopherol abhangigen Transkriptionsfaktor (Yamauchi et al., 2001). In Mausmilzzellen
konnten Effekte von hohen und niedrigen Dosen von a-Tocopherol auf die mRNA-
Expression von Interleukin-2 gezeigt werden (Hsieh et al., 2006), wobei niedrige Dosen
eine héhere mMRNA-Expression erzeugten.

Die Korrelation von a-Tocopherol mit der mRNA-Expression von TOP3A in der
vorliegenden Studie kdnnte daher durch 2 Mechanismen zustande kommen. Einerseits
durch eine indirekte Entlastung des DNA-Reparatursystems auf Grund einer radikal-

abfangenden Wirkung des a-Tocopherols und anderseits durch eine Wirkung auf die
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Genexpression, entweder durch die Einwirkung auf Signaltransduktionskaskaden oder
von Transkriptionsfaktoren direkt.

Zusatzlich steht die TOP3A mRNA-Expression in dieser Studie in statistisch signifikanter
negativer Korrelation mit den Carotinoiden Canthaxanthin, Lutein und Lycopin. Diese
Carotinoide haben eine antioxidative Wirkung (Astley et al., 2004b; Palozza et al., 1996)
und eine schitzende Wirkung auf die DNA (Nantz et al., 2006). Des weiteren wirkten sie
immunmodulierend und proliferationsférdernd auf murine T-Zellen (Okai und Higashi-
Okai, 1996). Desgleichen sind die Expression der DSB-Reparaturgene BRCA7 und
BRCAZ2 in der vorliegenden Studie mit dem Carotinoid Canthaxanthin negativ korreliert.
Das Carotinoid Lycopin senkte in Versuchen an Brusttumorzellen die mRNA-Expression
von BRCA1 und BRCAZ2 (Chalabi et al., 2004). Diese Assoziation von erniedrigten mRNA-
Expressionswerten fur DSB-Reparaturgenen mit erhéhten Plasma-
Carotinoidkonzentrationen konnte in der vorliegenden Studie wie im Falle des
Tocopherols durch eine indirekte antioxidative Wirkung oder eine direkte Wirkung auf die
Genexpression bedingt worden sein.

Die mRNA-Expression des BER-Gens APEX71 und des NER-Gens ERCC1 zeigten in der
vorliegenden Studie eine statistisch signifikante positive Korrelation mit den B-Carotin
Plasma-Werten. In zwei Interventionsstudien zum Verzehr von Kiwi und Gemuse konnte
an gesunden Probanden keine Auswirkung auf die mRNA-Expression von ERCC1 oder
APEX1 gezeigt werden, obwohl die Plasma-Antioxidantienwerte fur Ascorbinsaure und 8-
Carotin durch den Verzehr erhoht waren (Collins et al., 2003; Moller et al., 2003). In einer
Studie an primaren Lymphozyten von gesunden Probanden wurde beschrieben, dass
hohe Carotin-Plasmawerte mit einer verbesserten DNA-Einzelstrangbruchreparatur,
bestimmt durch Einzelzell-Gelelektrophorese, assoziiert waren (Astley et al., 2004a).
Erhdhte ERCC1 mRNA-Expression in Lymphozyten erwies sich in einer anderen Studie
an primaren Lymphozyten als positiv korreliert mit einer verbesserten DNA-Reparatur im
Host-Cell-Reactivation-Assay. (Vogel et al., 2000). In den publizierten Studien Uber
Carotinoide wird generell ein protektiver Effekt gegen DNA-Schaden gezeigt. Hohe
Plasmakonzentrationen sind in diesen Berichten eher negativ mit der mRNA-Expression
korreliert. Dies deckt sich mit einem grofien Teil der in dieser Studie gemachten
Beobachtungen. Trotzdem ist ebenso mdglich, dass, wie in der vorliegenden Studie fir
die Assoziationen mit B-Carotin beobachtet, auch eine steigernde Wirkung auf die mRNA-
Expression besteht. Die Unterschiede koénnten sich dadurch erklaren, dass die
Prostatakrebspatienten dieser Studie starkerer oxidativer Belastung ausgesetzt sind
(vergleiche Kapitel 3.5.4.2), als die Uberwiegend gesunden Probanden in den publizierten
Berichten, und deshalb andere Mechanismen bei der Regulation wirken.

In der vorliegenden Studie wurden sehr viele Zusammenhange, wie z.B. die Korrelation

von Antioxidantien und mMRNA-Expressionswerten, auf ihre statistische Signifikanz
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untersucht. Es besteht dabei immer die Gefahr, zufallig signifikante Zusammenhange zu
erhalten. Deshalb wurden, wenn moglich, 2 statistische Verfahren angewendet und nur
die Ergebnisse als relevant bewertet, die in beiden Tests einen signifikanten
Zusammenhang zeigten.

Zusammengefasst lasst sich feststellen, dass flir die hier beschriebenen statistischen
negativen Korrelationen zwischen Antioxidantien-Plasmawerten und der mRNA-
Expression in der Literatur biologisch plausible Argumente zu finden sind. Es handelt sich
dabei wahrscheinlich um einen Kombinationseffekt aus antioxidativen und
genregulatorischen Wirkungen der Antioxidantien. Ein allgemein hoher Antioxidantien-
Plasmawert konnte naturlich auch ein Marker fur eine allgemein gestndere Erndhrung,
z.B. polyphenolreichere Kost (Al Delaimy et al., 2005) oder noch weiter gefasst fur einen
allgemein gesinderen Lebensstil sein. Dieser gesunde Lebensstil kdnnte sich generell
DNA-schitzend und damit auch auf die konstitutive mMRNA-Expression der DNA-

Reparaturgene auswirken.

4.7 Zusammenhang zwischen der zelluliren DNA-Reparatur und der mRNA-

Expression

Die zellulare Strahlensensitivitat wurde mit dem Comet-Assay untersucht, sowie die
Fahigkeit strahleninduzierte DNA-Schaden zu reparieren. Dazu wurden die Lymphozyten
der Patienten in vitro bestrahlt und 4 Messungsendpunkte analysiert. Zu jedem Patienten
lagen danach Daten lber den Hintergrundschaden der DNA (ohne Bestrahlung), den
induzierten Schaden nach 5 Gy Gamma-Bestrahlung und die DNA-Reparaturkapazitat
nach 15min (DRC1s) und nach 60min (DRCg) vor. Der hier verwendete alkalische Comet-
Assay detektierte DNA-Einzel- und Doppelstrangbriiche sowie alkalilabile Stellen in der
DNA (Singh et al., 1988).

Der Hintergrundschaden, die Schadigung der DNA im Grundzustand, ist in der
vorliegenden Studie statistisch signifikant positiv mit der APEXT1 mRNA-Expression
korreliert. Patienten mit einem erhdhten Hintergrundschaden zeigen auch eine erhdhte
mRNA-Expression dieses Gens in den Lymphozyten. Der Hintergrundschaden in
Lymphozyten von 170 gesunden Probanden, bestimmt mit dem Comet-Assay, wurde
durch Tabakkonsum und medizinische Rontgenuntersuchungen erhoht (Kopjar et al.,
2006). Die mRNA-Expression von APEX71 wurde in Zellkultur-Experimenten durch
genotoxische Substanzen wie H,O, erhoht (Grosch et al., 1998). In einer Studie an
gesunden Probanden konnte eine durch Antioxidantien verbesserte DNA-Reparatur,
gemessen mit dem Comet-Assay nach einer in vitro H,O,-Behandlung der Lymphozyten,
nicht mit einer Veranderung der APEX17 mRNA-Expression in Verbindung gebracht
werden (Collins et al., 2003). Das APEX1-Enzym hat eine Schlisselposition in der BER

(Hoeijmakers, 2001). Daruber hinaus hat es eine wichtige Funktion bei der
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transkriptionalen Antwort auf oxidative DNA-Schaden in den Zellen durch die Aktivierung
verschiedener Transkriptionsfaktoren, wie z.B. AP-1 (McEligot et al., 2005; Valko et al.,
2006). Ebenso wurde gezeigt, das Uberexprimierte DNA-Glycosylasen, wie z.B. OGGT,
die ebenfalls ein Teil der BER sind, zu einem erhdhten DNA-Hintergrundschaden flihren
kdénnen, indem sie komplexe DNA-Schaden in DNA-Einzelstrangbriiche tUberfuhren (Yang
et al., 2004). Die erhéhten konstitutiven APEX1-Werte in der vorliegenden Studie sind
daher moéglicherweise eine Anpassung an eine erhohte oxidative Belastung der
Lymphozyten, die sich ebenso in einem erhdhten Hintergrundschaden niederschlug.
Anderseits ist es auch moglich, dass durch die erhéhte APEXT mRNA-Expression der
erhdhte Hintergrundschaden erzeugt wurde.

Die DRC s ist positiv mit der Expression des DSB-Reparaturgens TOP3A korreliert. Durch
Gamma-Strahlung werden DSB in der DNA im Zellkern erzeugt (Ismail et al., 2005).
Niedrige mRNA-Expression von DSB-Reparaturgenen fiihrte in Zellkulturexperimenten zu
einer verschlechterten Reparatur der DNA nach Bestrahlung (Arnold et al., 2006). Die
vorliegenden Daten unterstitzen die Vermutung, dass eine konstitutiv erhdhte mRNA-
Expression von TOP3A im Umkehrschluss zu einer verbesserten DNA-Reparatur flhrt.
Die DRCg ist positiv mit der mRNA-Expression von APEX1 und ERCC1 korreliert. Eine
positive Korrelation von ERCC1 und der DRC wurde auch in einem Host-Cell-
Reactivation-Assay mit transfizierten primaren Lymphozyten gezeigt (Vogel et al., 2000).
Erhéhte ERCC1 Expression in Tumorgewebe flhrt zu einer erhéhten Toleranz gegenuber
einer Cisplatin-Chemotherapie durch eine verbesserte NER (Zhou et al., 2004). Eine
verbesserte DRCg ist damit wahrscheinlich eine Konsequenz der konstitutiv erhdhten
ERCC1 mRNA-Expression. Die erhdhte Expression von APEXT tragt moglicherweise

ebenso zu einer verbesserten DRCg bei.

4.8 Zusammenhang zwischen Genotyp und Strahleniiberempfindlichkeit

Die Polymorphismen ERCC1 C8092A, ERCC1 Asn118Asn, MDM2 SNP309 und TP53
PIN3 wurden an den 405 in die Studie aufgenommenen Patienten untersucht. Ziel war es,
maogliche Einfliisse der Polymorphismen auf die Strahlentberempfindlichkeit festzustellen.
Die bei den Analysen gefundenen Allelfrequenzen der jeweiligen varianten Allele von
ERCC1 C8092A, Asn118Asn (Chen et al. 2000, Zhou et al. 2004), MDM2 SNP309 (Pine
et al., 2006) und TP53 PIN3 (Tan et al., 2006) sind in guter Ubereinstimmung mit in der
Literatur beschriebenen kaukasischen Populationen. Die Allelfrequenzen zeigen, dass
keine abnormale Population durch die Studie angereichert wurde, die in ihren
Genotypverteilungen verschoben ist.

Keiner der untersuchten Polymorphismen hat eine statistisch signifikante Auswirkung auf
das Risiko fiir eine Strahleniberempfindlichkeit. Das héchste OR zeigen homozygote G-
Alleltrager des SNP309 im Gen MDM?2. Der Promotor Polymorphismus SNP309 steht in
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Zusammenhang mit einem erhdhten Darm- und Leberkrebsrisiko (Bond et al., 2006;
Dharel et al., 2006). In Zellkulturexperimenten zeigten Zellen mit dem homozygoten G-
Allel eine erhéhte mRNA-Expression von MDM2 (Bond et al., 2004). Eine erhohte
Expression von MDM2 wirkte in Zellkultur- und Mausexperimenten radio-protektiv (Cao et
al., 2005; Mendrysa et al., 2003). In Anlehnung an diese Ergebnisse sollten die
homozygoten G-Alleltrager in der vorliegenden Studie weniger strahlenempfindlich sein,
also ein geringeres Risiko haben. In der vorliegenden Studie zeigen die homozygoten G-
Alleltrager jedoch ein erhdhtes Risiko. Zusammengenommen verdeutlichen die Befunde,
dass es schwierig ist, Ergebnisse aus anderen experimentellen Systemen, wie Zellkultur
und Maus, direkt auf eine Studie an Patienten, wie sie hier durchgefuhrt wurde, zu
Ubertragen. Das erhdhte OR der homozygoten G-Alleltréager in der vorliegenden Studie
deckte sich dagegen mit der Auswertung der konstitutiven MDM2 mRNA-Expression
(Kapitel 4.4.1), bei der die Patienten mit der erhdhten mRNA-Expression ein erhdhtes
Risiko fur die Strahleniberempfindlichkeit trugen. Dies bestéatigte die Vermutung, dass
das Gen MDM2 in starkerem  Zusammenhang mit der  klinischen

Strahleniberempfindlichkeit steht als die tbrigen in dieser Studie untersuchten Gene.

4.9 Zusammenhang zwischen Genotyp und mRNA-Expression

4.9.1 Einfluss eines Genotyps auf die mRNA-Expression

Die im Studienkollektiv untersuchten Polymorphismen ERCC71 C8092A, ERCCT1
Asn118Asn, MDM2 SNP309 und TP53 PIN3 stehen im Verdacht, die mRNA-Expression
zu modulieren.

Im Zellzykluskontroligen TP53 wurde der PIN3 Polymorphismus untersucht. In der
vorliegenden Studie haben die homozygoten Trager der 16 bp-Insertion eine leicht
verminderte TP53 mRNA-Expression im Vergleich zu den Homozygoten ohne Insertion.
Diese Befunde entsprechen den publizierten Beobachtungen (Gemignani et al., 2004),
allerdings zeigen in der vorliegenden Studie die heterozygoten Trager der Insertion die
hdchste mRNA-Expression. Durch die geringe Anzahl (2.3% des Gesamtkollektivs) von
homozygoten Tragern der 16 bp-Insertion wurde flir den Vergleich der mRNA-Expression
keine statistische Signifikanz erreicht.

In Zellkulturexperimenten zeigten Zellen mit homozygotem G-Allel eine erhdhte mRNA-
Expression von MDM2 (Bond et al., 2004). In der vorliegenden Studie gab es dagegen
keinen statistisch signifikanten Einfluss des SNP309 auf die mRNA-Expression, obwohl
die homozygoten G-Allel Trager einen leicht erhdhten Median der mRNA-Expression
zeigten.

Im NER-Gen ERCC1 wurden die beiden Polymorphismen C8092A und Asn118Asn

untersucht. Der C8092A liegt im 3’-nicht-translatierten Bereich des Gens. Zu seinem
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Effekt auf die mRNA-Expression gibt es widersprichliche Berichte. Der C8092A
Polymorphismus soll die mRNA Stabilitdt beeinflussen (Chen et al., 2000), zeigte aber
keinen Effekt auf die konstitutive mRNA-Expression in Kopf- und Halskrebspatienten
(Yang et al., 2006). In der vorliegenden Studie zeigt sich ebenfalls kein signifikanter
Einfluss des C8092A auf die mRNA-Expression, obwohl eine Tendenz zu einer leicht
verminderten mRNA-Expression der homozygoten C-Allel-Trager zu erkennen ist.

In Zellkulturexperimenten beeinflusste der ERCC1 Asn118Asn Polymorphismus die
mRNA-Expression und bei Untersuchungen an Darm-Tumoren zeigten die homozygot T-
Allel tragenden Tumore eine erhéhte ERCC1 mRNA-Expression (Park et al., 2002; Yu et
al., 2000). In der vorliegenden Studie haben die homozygot T-Allel tragenden Patienten
ebenfalls eine héhere mRNA-Expression, obwohl die Unterschiede nicht statistisch
signifikant sind.

Alle positiven Ergebnisse aus der Literatur, in denen Polymorphismen die mRNA-
Expression beeinflussen, stammen aus Zellkultur-Experimenten. In der vorliegenden
Studie wurde die mRNA-Expression in primaren Lymphozyten von Patienten gemessen.
Es konnte in keinem Fall ein statistisch signifikanter Einfluss eines einzelnen
Polymorphismus auf die mMRNA-Expression bestatigt werden. Dies kdnnte bedeuten, dass
die Unterschiede in der mRNA-Expression zwischen den Genotypen zu klein sind, um in
einer Studie dieser GroRe eine statistische Signifikanz zu erreichen. Zusatzlich konnte
die mRNA-Expression in der vorliegenden Studie durch weitere Faktoren, wie den
Antioxidantienstatus oder die Behandlung der Patienten, starker moduliert worden sein als

durch den Genotyp.

4.9.2 Einfluss des Diplotyps auf die mRNA-Expression

Im Gen ERCC1 wurden die Genotypen der Polymorphismen C8092A und Asn118Asn in
der vorliegenden Studienpopulation bestimmt. Mit Hilfe der Phase-Software wurde flr
jeden Patienten die wahrscheinlichste Kombination der Haplotypen, der so genannte
Diplotyp, errechnet. Durch die Diplotypenanalyse lies sich die Population in eine Gruppe
von 98 CC-Haplotyp-Tragern und 278 Patienten mit den Gbrigen Diplotypen einteilen. Die
Gruppe der CC-Haplotyp-Trager zeigen eine statistisch signifikant verringerte ERCC1
mMmRNA-Expression. Der Median der mRNA-Expression der CC-Haplotyp-Trager ist im
Vergleich zu den Ubrigen Patienten um 15% reduziert. Das statistisch signifikante OR
einer verminderten mRNA-Expression bei den CC-Haplotyp-Tragern liegt bei 1.76
(95% CI: 1.07 - 2.93). Damit ist der Effekt von 2 Polymorphismen im Falle von ERCC1
stark genug, um die mRNA-Expression signifikant zu beeinflussen. Eine verminderte
ERCC1 Expression wird in Verbindung mit einer verminderten DNA Reparatur gebracht
(Vogel et al., 2000). Eine solche positive Korrelation besteht auch zwischen der mRNA-

Expression und der DRC bei den Ergebnissen dieser Studie. (Kapitel 4.7). DarlUber hinaus



108 Diskussion

korreliert die ERCC1 mRNA-Expression in Lymphozyten mit der im Tumorgewebe (Yang
et al., 2006). Die mRNA-Expression im Tumor kann als pradiktiver Biomarker fir ein
Ansprechen des Tumors auf eine Chemoradiotherapie genutzt werden (Warnecke-Eberz
et al., 2004).

Die vorliegende Analyse der Diplotypen der ERCC1 Polymorphismen identifiziert einen
Haplotyp, der mit einer verminderten mRNA-Expression assoziiert ist. Ein Teil der
betrachtlichen interindividuellen Unterschiede in der konstitutiven mRNA-Expression

kdnnte daher auf genetische Ursachen zuriickzufihren sein.

4.10 Bewertung der konstitutiven mRNA-Expression als Biomarker

Die Regulation der konstitutiven mRNA-Expression ist ein komplexer Vorgang. Dies zeigt
sich an den enormen interindividuellen Unterschieden, die fir die einzelnen Gene
bestimmt wurden. Die Regulation der mRNA in Lymphozyten kann von vielen Faktoren
beeinflusst werden und stellt bei der Messung hohe Anspriche an die Qualitat der
verwendeten Methoden. Fir die Nutzung der mRNA-Expression als Biomarker ist es
unerlasslich, diese Einflussfaktoren mit in Betracht zu ziehen und eine optimierte
Messmethode zu verwenden. In der vorliegenden Studie wurde eine optimierte Methode
erarbeitet und mehrere Einflussfaktoren auf die konstitutive mMRNA-Expression
identifiziert. Als endogene Faktoren zahlten dazu ein Haplotyp des Gens ERCC1 und der
Prostatektomie-Status der Patienten. Die exogenen Faktoren waren die Konzentration
von Antioxidantien im Blutplasma, vor allem die der Tocopherole und Carotinoide.
Zusatzlich wurde gezeigt, dass die konstitutive mRNA-Expression von ERCC1 und
APEX1 in Lymphozyten funktionelle Zusammenhange mit der DNA-Reparatur in
denselben Zellen hat. Werden die Einflussfaktoren mit in Betracht gezogen, bietet die
konstitutive mRNA-Expression als Biomarker das Potential, einen Beitrag zu einer

individualisierten und damit verbesserten Therapie zu leisten.
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6. Anhang

6.1 Oligonukleotid-Sequenzen

Tabelle 6.1: Sequenzen der Clathrin-Primer

Gen Sequenz ProduktgrofRe [bp]

5 —Clathrin: Forward Primer GACAGTGCCATCATGAATCC 570
Reverse Primer TTTGTGCTTCTGGAGGAAAAGAA

3’ —Clathrin: Forward Primer GCTCACARGGGAATGTTCAC 550
Reverse Primer ATGTTGTCAAAGTTGTCATAA

Tabelle 6.2: GenBank Nummern der Ziel- und Referenzgene, Primersequenzen fiir die Real-
Time PCR mit dem LightCycler

Gen Genbank Nummer Primersequenzen ProduktgrofRe [bp]
ATM u82828 Forward Primer: CTTTCAAGAACACTCAGCTCCC 88
Reverse Primer: AGCTGCCACTCAGAGACTCC
APEX1 AF488551 Forward Primer: CAAAGTTTCTTACGGCATAGGC 134
Reverse Primer: GGTACTCCAGTCGTACCAGACC
ATLTP6 AF159803 Forward Primer: CAGGCTCAAACTTCTGTGGA 131
Reverse Primer: GGGAGATCGACACCACATTT
BRCA1 AY273801 Forward Primer: TGGATTCAAACTTAGGTGAAGC 81
Reverse Primer: GAGAGGATAGCCCTGAGCAG
BRCA2 AY436640 Forward Primer: CAACAACTACCGGTTTCAGATG 102
Reverse Primer: ACAAGATGGCTGAAAGTCTGG
ERCC1 AF512555 Forward Primer: TGTCCAGGTGGATGTGAAAG 84
Reverse Primer: AGGATCAATGTGCAGTCGG
MDM2 AF527840 Forward Primer: ATCGAATCCGGATCTTGATG 144
Reverse Primer: TCTTGTCCTTCTTCACTAAGGC
TBP NM 003194 Forward Primer: AGCCAAGAGTGAAGAACAGTCC 119
B Reverse Primer: CACAGCTCCCCACCATATTC
TOP3A BC051748 Forward Primer: AGCATTCTAGAGCGGGGTG 93
Reverse Primer: GTTGTTGGTGTATTTGGTGGG
TP53 u94788 Forward Primer: CACCCTTCAGATCCGTGG 80
Reverse Primer: CCTGGGCATCCTTGAGTTC
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Tabelle 6.3: Sequenzen fiir Primer und Hybridisierungssonden fiir SNP ERCC7 Asn118Asn

Sequenz M63796 Position
Reverse Primer: Er1-e4-f1  GGCCCTGTGGTTATCAAGG 19099-19081
Forward Primer: Er1-e4-b1 TTCCTGAAGTCTGGGGTGG 18902-18920
Sensor [C] CGCAACGTGCCCTGGGAAT-FL * 19102-18984
Anchor: ERCC1ex4 640-TGGCGACGTAATTCCCGACTATGTGCTG ** 18992-18965

*FL = Fluorescein, **640 = LightCycler® Red 640

Tabelle 6.4: Primersequenzen fir SNP ERCC1 Asn118Asn RFLP

Sequenz AF512555 Position
Forward Primer AGAGAAGCTGGAAAAGACCCTG 5196-5217
Reverse Primer TCTCATAGAACAGTCCAGAACACTG 5574-5550

Tabelle 6.5: Sequenzen fiir Primer und Hybridisierungssonden fiir SNP ERCC17 C8092A

Sequenz M63796 Position
Forward Primer: 8092 F CCTGAAGCCAGGGCAACT 7933-7950
Reverse Primer: 8092 R AGCTGCCAAGGAAACCC 8281-8265
Sensor [C] GACAAGAAGCGGAAGCAGCAGC-FL * 8077-8098
Anchor 8092 640-GCAGCAGCCTGTGTAGTCTGCCCCC ** 8100-8124

*FL = Fluorescein, **640 = LightCycler® Red 640

Tabelle 6.6: Primersequenzen fiir SNP ERCC1 C8092A RFLP

Sequenz M63796 Position

Forward Primer AGAAAGAGAGAGGTCACACAGTGAC 7862-7886
Reverse Primer GTGTAATAATAAATCGTCCTCCCAG 8261-8237
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Tabelle 6.7: Primersequenzen fiir SNP MDM2 SNP309 RFLP

Sequenz AF527840 Position
Forward Primer GAGGTTTTGTTGGACTGGGG 2429-2448
Reverse Primer CCTTTTACTGCAGTTTCGGAAC 2740-2719

Tabelle 6.8: Primersequenzen fiir SNP TP53 PIN3 PCR

Sequenz U94788 Position

Forward Primer CTGAAAACAACGTTCTGGTA 11911-11930
Reverse Primer AAGGGGGACTGTAGATGGGTG  12028-12008

6.2 Ubersicht iiber die Reaktionsbedingungen im LightCycler 1.0

Tabelle 6.9: PCR-Programm fiir den LightCycler

Funktion Temperatur [°C]  Zeit[s] Zyklen
Prainkubation 95 600 1
Amplifikation 95 15 45
,A“ (Tabelle 6.10) 5
72 10
Schmelzkurve 95 0 1
55-99 0.2 °C/s

Kuhlen 40 30 1
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Tabelle 6.10: Primerbindungstemperaturen ,,A“ fiir den LightCycler

Gen Primerbindungstemperatur ,A“[°C]
BRCA1, TP53, TBP, TOP3a 58

ATLTP6, ATM, BRCA2, ERCC1, MDM?2 56

APEX1 55 (Elongationszeit 15 s)

Tabelle 6.11: PCR-Reaktionsgemische fiir den LightCycler

Stammldsungen Konz. im Reaktionsgemisch

ultraPURE™ H,0

LC Reaktionsgemisch 0.1 pl/ul
MgCl, (25 mM) “B” mM (Tabelle 6.12)
Forward -Primer (10 uM) 0.5 uM
Reverse Primer (10 uM) 0.5 uM
Patienten cDNA 0.2 pl/pul

Tabelle 6.12: MgCl, Konzentrationen ,,B“ im Reaktionsgemisch

Gen MgCl, Konzentration ,B“ [mM]
APEX1 4
ATLTP6 3
BRCA1, BRCA2, ERCC1, MDM2, TBP, TP53 2
TOP3A 1

Tabelle 6.13: cDNA Verdiinnung im Reaktionsgemisch

Gen cDNA Verdinnung

APEX1, ATLTP6, BRCA1, BRCA2, TOP3A 1:20
ATM, MDM2, TBP, TP53 1:10
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6.3 Ubersicht iiber die Reaktionsgemische

Tabelle 6.14: Reaktionsgemisch fiir die Erststrangsynthese

Stammldsungen Konz. im Reaktionsgemisch

ultraPURE™ H,0

Oligo(dT)-Primer (0,5ug/ulI 0.025 pg/ul
dNTPs (10 mM) 0.5 mM
ATLTP6 mRNA (0.05 ng/ul) 0.005 ng/pl
Patienten-RNA 100 ng/ul
5 x RT-Puffer 1Xx
DTT (0.1 M) 0.01M
Rnasin (40 u/pl) 2 u/pl
Superscript Il RNase H (200 U/ul) 10 U/ul

Tabelle 6.15: Clathrin-PCR Reaktionsgemisch

Stammldsungen Konz. im Reaktionsgemisch

ultraPURE™ H,O

Qiagen 10 x PCR Puffer 1x
Forward Primer (50 pM) 0.5 uM
Reverse Primer (50 uM) 0.5 uM
dNTPs (10 mM) 0.2 mM
Qiagen Taq DNA Polymerase (5 U/pul) 0.05 U/l

cDNA 0,04 ul/pl Reaktionsgemisch
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Tabelle 6.16: PCR-Reaktionsgemisch fiir ERCC71 Asn118Asn

Stammldsungen Konz. im Reaktionsgemisch

ultraPURE™ H,0

Qiagen 10 x PCR Puffer 1x
BSA 10 x Gemisch* 1Xx
Forward Primer (10 pM) 0.5 uM
Reverse Primer (10 uM) 0.5 uM
dNTPs (10 mM) 0.2 mM
Anchor-Sonde (2 uM) 0.045 uM
Sensor-Sonde (2 M) 0.045 uM
Qiagen Taq DNA Polymerase (5 U/ul) 0.05 U/l
Patienten DNA (10 ng/ul) 0.1 ng/pl

*BSA 10 x Gemisch: 75% (Volumen/Volumen) BSA 1% (Gewicht/Volumen) in Tris-HCI pH =8.5 +
25% (Volumen/Volumen) Glycerin

Tabelle 6.17: PCR-Reaktionsgemisch fiir ERCC7 Asn118Asn RFLP

Stammldsungen Konz. im Reaktionsgemisch

ultraPURE™ H,O

Qiagen 10 x PCR Puffer 1x
Forward Primer (10 pM) 0.5 uM
Reverse Primer (10 uM) 0.5 uM
dNTPs (10 mM) 0.2 mM
Qiagen Taq DNA Polymerase (5 U/pl) 0.0625 U/l

Patienten DNA (10 ng/pl) 0.1 ng/pl
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Tabelle 6.18: Restriktionsverdau-Reaktionsgemisch fiir ERCC1 Asn118Asn RFLP

Stammldsungen Konz. im Reaktionsgemisch

PCR Produkt
10 x NE Buffer 1 x
HypCH41V (10 U/ul) 0.5 U/ul

Tabelle 6.19: PCR-Reaktionsgemisch fiir ERCC7 C8092A

Stammldsungen Konz. im Reaktionsgemisch

ultraPURE™ H,0

Qiagen 10 x PCR Puffer 1x
BSA 10 x Gemisch* 1x
Forward Primer (10 pM) 0.5 uM
Reverse Primer (10 uM) 0.5 uM
dNTPs (10 mM) 0.2 mM
Anchor-Sonde (2 uM) 0.09 uM
Sensor-Sonde (2 uM) 0.09 uM
Qiagen Taq DNA Polymerase (5 U/ul) 0.05 U/l
Patienten DNA (10 ng/pl) 0.1 ng/pl

*BSA 10 x Gemisch: 75% (Volumen/Volumen) BSA 1% (Gewicht/Volumen) in Tris-HCI pH = 8.5 +

25% (Volumen/Volumen) Glycerin

Tabelle 6.20: PCR-Reaktionsgemisch fiir ERCC7 C8092A RFLP

Stammldsungen Konz. im Reaktionsgemisch

ultraPURE™ H,0

Qiagen 10 x PCR Puffer 1x
3’-Primer (10 uM) 0.5 uM
Reverse Primer (10 uM) 0.5 uM
dNTPs (10 mM) 0.2 mM
Qiagen Taq DNA Polymerase (5 U/ul) 0.0625 U/l

Patienten DNA (10 ng/ul) 0.1 ng/pl
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Tabelle 6.21: Restriktionsverdau-Reaktionsgemisch fiir ERCC7 C8092A

Stammldsungen Konz. im Reaktionsgemisch

PCR Produkt
10 x NE Buffer 1 x
Mboll (5 U/ul) 0.25 U/pl

Tabelle 6.22: PCR-Reaktionsgemisch fiir MDM2 SNP309 RFLP

Stammldsungen Konz. im Reaktionsgemisch

ultraPURE™ H,0

Qiagen 10 x PCR Puffer 1x
3’-Primer (10 uM) 0.5 uM
Reverse Primer (10 uM) 0.5 uM
dNTPs (10 mM) 0.2 mM
Qiagen Taq DNA Polymerase (5 U/ul) 0.0625 U/l
Patienten DNA (10 ng/ul) 1.5 ng/ul

Tabelle 6.23: Restriktionsverdau-Reaktionsgemisch fiir MDM2 SNP309 RFLP

Stammldsungen  Konz. im Reaktionsgemisch

PCR Produkt

10 x NE Buffer 1x
100 x BSA 0.1
MspA1l (10 U/ul) 0.25 U/pl
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Tabelle 6.24: PCR-Reaktionsgemisch fiir TP53 PIN3

Stammldsungen Konz. im Reaktionsgemisch

ultraPURE™ H,0

Qiagen 10 x PCR Puffer 1x
MgCl, 25mM 2.5 mM (total)
3’-Primer (10 uM) 0.5 uM
Reverse Primer (10 uM) 0.5 uM
dNTPs (10 mM) 0.2 mM
Q-Solution 5X 1X
Qiagen Taq DNA Polymerase (5 U/ul) 0.0625 U/l
Patienten DNA (10 ng/ul) 1.5 ng/ul

6.4 Ubersicht iiber die PCR Programme

Tabelle 6.25: Clathrin-PCR Programm

Funktion Temperatur [°C] Zeit[s] Zyklen
Prainkubation 94 120 1
Amplifikation 94 30 30
56 30
72 60
Finale Extension 72 600 1

Kihlen 4 30 1
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Tabelle 6.26: PCR-Programm fiir ERCC7 Asn118Asn LC

Funktion Temperatur [°C] Zeit[s] Zyklen
Prainkubation 95 180 1
Amplifikation 95 15 35
57 10
72 12
Schmelzkurve 95 0 1
43-70 0.2°C/s
Kihlen 4 30 1

Tabelle 6.27: PCR-Programm fiir ERCC71 Asn118Asn RFLP

Funktion Temperatur [°C] Zeit[s] Zyklen
Prainkubation 94 120 1
Amplifikation 94 30 35
59.9 30
72 30
Finale Extension 72 600 1
Kdhlen 4 30 1

Tabelle 6.28: PCR-Programm fiir ERCC17 C8092A LC

Funktion Temperatur [°C] Zeit[s] Zyklen
Prainkubation 95 180 1
Amplifikation 95 15 35
59 10
72 12
Schmelzkurve 95 0 1
45-80 0.2°C/s

Kihlen 4 30 1
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Tabelle 6.29: PCR-Programm fiir SNP ERCC1 C8092A RFLP

Funktion Temperatur [°C] Zeit[s] Zyklen
Prainkubation 94 120 1
Amplifikation 94 30 35
59.9 30
72 30
Finale Extension 72 600 1
Kihlen 4 30 1

Tabelle 6.30: PCR-Programm fiir MDM2 SNP309 RFLP

Funktion Temperatur [°C] Zeit[s] Zyklen
Prainkubation 94 120 1
Amplifikation 94 20 40
62.2 20
72 20
Finale Extension 72 120 1
Kahlen 4 30 1

Tabelle 6.31: PCR-Programm fiir TP53 PIN3

Funktion

Temperatur [°C]

Zeit[s] Zyklen

Prainkubation

Amplifikation

Finale Extension
Kihlen

95
95
60
72
72
4

120 1
20 38
20

20

600 1

30 1
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6.5 Ubersicht iiber die Medien, Puffer und Lésungen

Tabelle 6.32: Einfriermedium

Inhalt

50% FCS

10% DMSO

39,2% RPMI 1640

0.4% L-Glutamin (200 mM)

0.4% Penicillin-Streptomycin-Lésung

Tabelle 6.33: Zusammensetzung des Lysepuffers fiir Proteine

Inhalt

20 mM Tris

7 M Harnstoff

100 mM DTT

1% Triton-X 100

2.5 mM MgCl,

1 mM PMFS (kurz vor Gebrauch zugeben)
Roche Complete Mini (1 Tablette / 10 ml)

Tabelle 6.34: Zusammensetzung des Laufpuffers fiir Proteingele

SDS Laufpuffer

20 x MOPS Puffer 50 ml
H,O 950 ml

Gesamtvolumen 1000 ml
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Tabelle 6.35: Losung fiir Westen Blot Analyse

Lésungen Inhalt
TBST Waschldsung 10 mM Tris (pH 8,0)
150 mM NaCl
0,05% Tween 20
Blocklésung 5% Milchpulver in TBST

Lésung zur Verdinnung der Antikdrper 1% Milchpulver in TBST

Tabelle 6.36: Verdiinnung der Antikoérper in 1XTBST 5% Milchpulver

Antikérper Verdinnung
Anti-p53 1:500
Anti-ERCCA1 1:200
Anti-TBP 1:120
Anti-B-ACTIN 1:2000

Sekundarer Anti-Maus Antikérper 1:5000-1:10000

Tabelle 6.37: Zusammensetzung des Transferpuffers fiir ein Protein-Gel

Transferpuffer (10% Methanol)

20 x Transferpuffer 50 ml

Methanol 100 ml
H,O 850 ml
Gesamtvolumen 1000 mi

Vor Benutzung 1 ml NuPAGE Antioxidant zugeben
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Tabelle 6.38: Zusammensetzung des Transferpuffers fiir 2 Protein-Gele

Transferpuffer (20% Methanol)

20 x Transferpuffer 50 ml

Methanol 200 ml
H,O 750 ml
Gesamtvolumen 1000 ml

Vor Benutzung 1 ml NuPAGE Antioxidant zugeben

Tabelle 6.39: Zusammensetzung des Stripp-Puffers fiir PVDF-Membranen

Inhalt

H,O 64 mi
Tris-Base 1 M, pH 6,8 6,25 ml
SDS 10% 20 ml

700 pl B-Mercaptoethanol kurz vor Gebrauch zugeben
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6.6 Normalized Ratios der mRNA-Expression der Patienten

Tabelle 6.40: Normalized Ratios der Patienten 1 bis 62

Labornummer TP53 TOP3A  MDM2 ERCC1 BRCA2Z BRCAT ATM APEX1

1 1.421 2.007 1.6876 1.404 1.786 2.500 2.530 1.705
2 D.g22 D811 1.501 0.748 1.126 25814 1.330 0.748
3 D.285 1.50%2 1.652 0.589 0.803 1.108 1.042 0504
4 0.718 1.281 0284 0.847 1.138 1.551 1.277 0.205
1] 0.&832 1.184 0.250 088z 1.296 1187 1.311 0.555
T D.673 1.206 0.205 0.738 0.850 2478 0.513 (ER=je]
] D.512 0713 0.2as 0.421 0727 1.628 0.425 0.710
a 1.926 2558 1482 1.485 1.813 3475 1.848 1.548
10 1.037 1.870 1.870 0.842 1.411 2241 1.670 0.E50
11 D289 2315 2.104 0.864 1.034 1881 1.651 0.5458
12 D487 D284 0.538 0.430 0439 0.eg7 0.616 0485
13 D.754 207G 0.830 0.488 1.321 2.032 0.728 0572
14 27449 5.152 3.298 2017 3.802 G.a54 2.818 2281
13 D.230 1.602 1.757 0.588 1.1g8 1.820 1.581 0.E37
L] 1.581 2.184 1.747 1227 1.721 2.020 1.815 1.235
17 1.386 2223 2167 0.837 1.362 3404 1.082 0749
18 1.220 1.102 0.252 0.887 0.750 1.110 0.818 1.278
19 1.447 1.565 1.103 1279 2019 1.776 0.626 1.123
20 0.740 0.570 0.8970 0.802 0747 0.545 1.033 0721
2 D.481 D512 0621 0.803 0.385 0.573 0.851 0.285
x2 1.036 1.013 1277 0.820 1.062 1.133 1.167 1.140
23 0.216 D825 0.883 14168 0.674 1.070 0.718 1.075

]
s

1.203 D.287 1.303 0.8258 1.802 1.3 1.020 1.258
25 D.780 D.783 0.654 1.818 1.406 1.785 0.670 1.815
25 D.283 D.g53 1.536 0.3g8 1.155 1452 0.788 0.587

z7r 1.087 1.105 1.937 0.849 1.024 084 1.247 0.788
25 D.2953 1.044 1.870 0.858 0.882 1.108 0.827 0589
] 1.487 1.518 1.568 0.878 1.039 1.6320 2404 1.355
30 D.280 1.246 1.379 0.7 1.108 1.517 2.408 1.280
3 D.253 1.251 1.081 0.gaz 0.a78 1.521 1.158 1.008

2 D.550 D.g252 0.554 0.527 0r7 0.735 0.608 0.595
3 2.480 3.763 4444 2.780 3877 3.808 2.518 2977

4 0718 1.280 1.181 0.331 0.7G3 1.308 0.521 03681
35 0.283 D.834 0934 0.342 0770 1.215 0.443 0418
a5 D.603 D.782 0784 0.512 1.003 0.824 0.548 0.715
37 0772 1448 1.261 0.802 1.038 1.307 0.551 0.215
a5 D.202 1483 1.101 0.818 1.557 1.242 0.845 1.147
g D.663 1.173 0.745 0.521 0787 1402 0.882 0,720
40 D.620 D.g12 0.916 0.758 1.100 0.7&7 0421 0.545

41 D.216 D825 0.8432 0.883 i.027 1.678 0.825 0.287
44 0.701 D482 0.624 0.ges 0.844 1.725 0.287 0554
45 D.223 1.071 1.100 1.165 1217 1.545 0477 1.368
47 D.587 D.547 0539 0.sz20 1.173 0.228 0.382 1.289
45 D.573 D.508 0.465 0.882 1.136 1.540 0.560 1.238
4@ 0.755 D770 0286 0.861 1.822 1.023 1.050 1.247
51 D.&15 D.205 0611 0.848 0.TFa7 0.525 0.535 0.963
52 D.z84 1.372 1.126 0.887 1.168 1.050 0.626 1.080
53 D.G80 D.742 0402 0.728 0.564 0.525 0.385 0.a22
54 0.861 2835 0812 2.025 2.031 3480 0.820 2785

55 D.e07 1.080 1.743 0.877 0741 1.350 .51 0474
55 D.233 1.07& 1.330 0.558 0.628 1121 0.841 0428
57 D.525 1.841 2248 1.104 1.311 1.408 0.802 1.245
58 1.170 1445 2.166 .88z 1.408 1.820 1.105 0.537
5o D.276 1.255 1.055 0.452 0.855 2135 1.004 0.440
&0 D.586 1.218 2.560 0.508 0.837 1.671 1.025 0480
&1 D.204 1.150 1714 0.704 0.802 1.031 0.683 0.507

5]

0.560 D.g2g 0.507 0.568 0754 0.865 0.584 0.635
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Tabelle 6.41: Normalized Ratios der Patienten 63 bis 122

Labormummer TP53 TOP3A MDm2 ERCC1 BRCAZ2Z BRCAT ATM APEX1

B3 0.783 1.246 0.a52 0.ga2 0.842 1.028 0.504 0.742
4 0.837 D.96G 2.002 vz 0.863 0.823 1.313 0.683

a5 1.504 3.156 2188 1.047 2422 2621 1.638 1.280
] 0.583 1.207 0.631 0.502 0771 0.853 1.008 0.751
&7 1.284 2.104 2.887 o.sz20 1.483 1.318 1.717 0.682

88 0.g71 0.858 0.888 0.873 0.812 1.182 0.635 0.676
L] 0.374 0.726 0.8338 0&20 0.578 07 0.850 0.576

70 0.533 1.303 0.915 0.453 o.aov 0418 0.B0< 0.787
71 0.251 1.938 1171 0724 1.308 1.010 1.283 1.006
72 0.G04 1482 1.167 0.523 1.258 1.241 0.887 0.241
T3 2.3p5 3.782 3.208 1.628 2.857 2373 2.218 2.210

74 1.223 1484 2078 0.572 0.889 1.838 1.445 0.612
78 0.523 1.823 1.353 0.876 1425 1.023 0.534 1.158
78 0.435 1.121 1.160 0.5a7 0.870 1.053 0.580 0.628
78 1.522 3425 1.877 1.830 1.782 1.997 2.116 227
20 1.249 3.631 2.254 1.354 2.884 2218 2772 1.288
21 0.228 1.229 1.154 0714 1.262 1.117 1.082 1.049
82 D.G89 1435 1.122 1.256 1.234 0.823 1.134 0.282

23 0.552 1.042 1.185 1.136 0.712 0.528 0.621 0.6856
24 0.562 D.g832 0823 oyorv 1.108 0.848 1.055 1.000
85 0.264 1476 1.564 0.633 1.081 1.850 1.333 0.634
25 D.645 1.247 0.870 0891 1.072 0641 0.428 0.413
a7 1.378 2372 1.984 0838 1.701 1.334 1.287 1.241
25 1.080 1.002 0.825 1.028 0.858 1.347 0.500 1.011
2o 1.041 1.545 1.108 0.624 0.818 0.0E8 1.018 0.257
] 1.537 2.340 1.703 1.021 1.840 1.497 1.087 1.248

81 D.@32 D.65& 0.872 0.362 0.624 0.523 0457 D482
a2 D.o14 1.481 1.187 0.868 1.047 3428 1.188 0.225
o3 1.674 3814 amv 1.150 1.408 207 0.505 1.128
24 0.233 1.254 1.051 0.527 1.1580 0968 0721 0.788
o5 1.280 2484 1578 0842 1.868 1.303 1.315 1.323
] 1.267 D.84G 1.854 0.7&3 0.833 1.251 1.626 0.G24
g7 1485 2.736 1.996 0.867 1.522 1.760 1.414 1.155
o8 0.228 1.185 1.516 0.545 o.ezv 1.628 1.377 0.281
=] 0.534 1.287 0882 0787 1.636 0823 0.534 0218
100 1.033 1.586 1.246 0758 0.885 1.328 1.808 0.747
101 0.7845 D.20& 1.287 0.633 0.731 0.725 1.045 0.516
102 0.683 D612 0.752 0459 0.455 0787 0.551 0.567
103 1.082 1.130 1.853 oy 0.888 1.008 0.505 0.659
104 1.008 1.182 228 0.638 0.828 1.042 1.008 0.521

105 1.7115 1.070 2.228 0.851 1.007 1472 1.708 0.551
106 0.241 1.124 1.246 0413 0.875 1.768 0.o25 0420
107 1.547 1.549 1.888 073 0.841 1.430 1.026 0.675

108 1.083 1.184 1.280 0.514 0.808 1.362 1.105 0.738
108 1.3281 0.980 0.837 0834 0.758 0.860 0.773 0.780
110 0.574 1.526 1.857 0431 0.854 1.635 1.098 0.447
111 2.350 2.556 2381 2.011 1.320 2.605 2,258 1.329
112 1.088 D.986 1.741 0648 0.gez2 1.265 0.208 0.2856
114 0.255 1.074 1.254 0.808 1.008 1.172 1.115 0.655
115 1.282 1.811 1.517 0.532 0.813 1.548 0.E78 0.685
116 0.762 0.565 0.g80 0.244 0.812 0627 1.347 0412
117 0.677 D.g1z 0.834 0.235 0.809 0.548 0.573 0.248
118 D.g14 0.531 0774 0.268 0.485 0.550 0.8611 0.202
118 0.575 0.533 0.200 0.347 08668 2321 0.0 0.383
120 0.758 1.107 1.287 0.377 1.072 2.510 0.820 0.535
121 0.287 D482 1.122 0408 1.124 2024 1.234 0.548
122 0.285 1.2687 1485 0.803 1.540 G6.313 1.682 0.585
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Tabelle 6.42: Normalized Ratios der Patienten 123 bis 190

Labormummer TP53 TOP3A  MDM2 ERCC1 BRCAZ2 BRCA1 ATM APEX1

123 0.783 0.801 1.088 0405 0.750 2404 1.138 0.445
124 0.877 1.323 1.510 0.687 0.8a7 1.458 1.508 0.747
125 D.6ra D.785 0343 0.383 0.820 2458 0.784 0.504
125 1.244 1.214 1.444 1.012 1.228 G.378 1.178 0.222
127 1.230 1.241 1.863 0.783 1.241 3420 1.082 0.21a
128 1.205 1.150 1.883 0.560 0.855 2.867 1.083 0525
128 0.230 2.186 1.072 0.357 0.760 3578 1.187 0422
130 0.750 D.58% aroe 0.647 1.044 2217 0410 0.585
131 1.282 D887 1.209 0.voo 1.434 1270 0.840 0.283
132 1.045 D.81& 1.461 0787 0.848 1.220 0.548 0.620
133 1.112 1.210 1.623 0.748 1.088 1.368 1.382 0.G83
124 1.075 1.183 21132 0.878 0.859 1.456 1.545 D0.782
135 1.049 D.586 1.714 0401 0.584 1.017 1.102 0424
125 0.237 0948 1.588 0409 0867 2197 1.447 0.648
137 D.274 2 581 1.252 0738 1.164 5.013 1.083 0.641
138 0.238 1.289 1.141 0.560 0.802 1.656 0552 0.503
138 1.482 1.631 1.285 0.854 1.257 1.774 1.020 0.738
140 0.284 D516 0.504 0248 0.342 0.524 0.827 0.211
141 1.045 1.152 1.15%8 0.598 1.246 1.072 1.051 0.671
142 0.250 1.081 1.184 0.609 0.859 0.853 1.141 0.610
143 1.102 1.258 1.283 0774 1.454 1.254 1.048 0.78a
145 1.158 1.60G 1.712 0.828 2182 1.510 1.384 0.787
145 0.285 D.508 1.056 0.582 0.721 2.643 1.011 0477
147 1.787 1.361 1.752 012 1472 1.710 0,897 0.212
148 0.947 2172 1.803 0.558 0.853 1.857 1.001 0417
150 0.780 2281 0821 1.000 1.338 3411 0.7a2 1.082
152 0.872 D.780 0875 0.309 0.847 0834 0.855 0424
153 0.787 D.285 0.8332 0.852 0.759 1.104 0.500 0632
154 0.238 D572 0813 0418 0.837 1.178 1.314 0.485
155 1.127 D808 1.080 0.3g3 0.774 0718 1.208 0.420
156 0.727 0.671 0.872 0.277 0.810 1.845 1.108 0.204
157 0.544 0.737 0847 0.238 0.558 1.197 0.744 0.275
158 0435 D453 1.288 0.310 0152 0.548 0,327 0.281
159 1.075 D.708 1.260 0.585 1210 0.820 1.188 0.7aa
161 0.G28 6.081 0249 1.075 1.128 2.318 1.182 1.004
162 0.210 D.a1g2 1.128 0.326 0.302 0.748 0.528 0.283
183 0.258 D576 1.087 0.375 0.847 1.022 0955 0.288
164 0.283 1.145 1.280 0428 0.365 1.008 072 0.516
165 1.003 1.223 1.160 0.554 0.508 1.445 0.705 0415

165 0.288 1.244 1.25838 0.529 0.751 1400 1.411 0.621
168 1.086 1.087 0816 0.800 0.465 2.263 0773 0.601
171 0.201 1.747 1.341 0.3582 0.613 1.747 0278 0.228
173 1.182 4233 1.879 0574 0.865 3.200 1.318 0.542
175 1.239 1.503 2127 0.613 0.760 1.541 1.608 0.728
178 0.285 2913 2484 0.504 0.879 3155 2.048 0.543
177 0.240 1.262 1.813 0408 0.613 1.148 1.688 0.523
178 0.275 1.37& 1.763 0.384 1221 1428 1.282 0.G650
7@ 0.201 1.281 1.243 0.525 0.442 1.275 0.oa4 0.442
180 0.713 2.13g 1.054 0.353 0.830 1.808 0.578 0.377
181 1.175 1.873 1.373 0485 0.551 2.168 1.028 0425

183 1.218 28683 2301 1.008 0.8a81 2420 1.474 0.797
184 1.209 1.241 1.088 0442 0.509 1.158 0.858 0.G625
185 1.080 1.283 0.8332 0815 0.850 1.5987 0.735 0.576
187 0.285 D.o45 0.537 0.855 0.881 0.704 0487 0.227
188 0.230 1.218 077G 0.668 0.7a8 1.126 0457 0.G356
189 D.z78 0D.782 0878 0.83a8 0.548 0422 0.206 0.877
120 0.234 0671 0.aa3 0.300 1.150 0.527 0.775 0.505
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Tabelle 6.43: Normalized Ratios der Patienten 191 bis 256

Labornummer TP53 TOP3A  MDM2 ERCC1  BRCA2 BRCAT ATM APEX1

181 0.550 D.880 0.g82 0.503 0.609 1.278 0.853 1.004
182 0.485 1.307 0488 0243 0418 0.648 0.795 0.518

183 0.G04 0.785 1.128 0.540 1.051 1.008 0.851 0.228
104 0.722 2034 07132 0882 0.628 1.007 0.592 1.023
185 1.022 1.345 1.226 o.rar 0.871 1.174 0231 0.778

186 0.208 D.837 0.768 0.513 0.581 0.068 0.535 0.575
197 0.825 D.828 0.457 0.7&3 0448 0.638 0.523 0.771
188 0.785 D.a7vs 1448 0.331 0.845 0778 0.554 0.288
10@ 0.724 D.g28g2 1.353 0.342 0.421 0.673 0711 0.245
200 0.568 0.606 0.310 0.241 0.342 0.578 0.520 0.220
201 0.784 D.20& 0.982 0.385 0.585 0.628 0.558 0423

202 0.211 1.385 1.864 0.558 1.368 0.998 o.e12 0404
203 1.7115 1.243 1.588 0204 0.842 0.542 0.e1e 0407
204 0.235 D.870 0811 0.4o1 0.450 0.908 0.613 0.738

206 0.283 D.847 1.128 0750 0.800 0.663 0.524 0.G24
207 0.672 0781 1.282 0.331 0.671 0414 1.100 0.318
208 1.250 2105 2541 0.848 1457 1.120 1.710 0.278

z0e 1.107 1.485 2023 0.613 1.301 0604 2118 0.604
210 0.285 1.082 1.973 0.8a2 0.810 0.745 1.478 0.548
211 0.671 1.037 1.104 0.389 0.728 0321 0873 0.329
212 0.580 1.082 1443 0.583 0.853 0.702 1.374 0.583
213 0.631 D.ggs 1.287 0.208 0.842 0.G231 1.578 0473
214 0.851 1.376 1.183 0459 0.882 0621 1.205 0477
215 1.205 1414 1.182 0725 1.581 0.855 1.852 1.116
216 0.658 D.g82 0.247 0.511 0.803 0.658 1.193 0.580
220 0.541 D.686 0.737 0.307 0.823 0.Ga1 1.233 0.505
221 0.781 1.081 1.116 0465 0.706 0.628 0.250 0.538

222 1.173 1.282 1.287 1.152 1208 1.137 1.308 0.244
223 0.750 1.210 0.738 0.561 0.708 0475 O.424 0.424
224 1.162 2141 1.535 1.174 1.160 1.563 0,701 0.282

225 0.2846 1.881 1.532 0.a08 1.067 1.022 0.538 0.717
226 0.283 1.084 1273 0.511 0.737 1.003 0213 0.623
228 0.755 1403 1.842 0.681 0.837 0851 1.147 0.GE6
2o 0.287 1.858 1.805 0.608 0.885 1.178 0.a21 0.585
230 1.40G 2 253 2544 1.109 1.8668 1.821 1.426 1.008
241 1.155 D.g1s 1.107 0yaz 1.073 1.268 0.813 0.647
232 0.717 1.282 1.316 0884 0.885 1.335 1.430 0.724
233 0.615 D.g8a 1.784 0.818 0.785 0.850 1.824 0.725
234 0.235 1.380 1.858 0.875 1.562 1.338 1.801 0.208
235 0.781 1.145 1.250 0.837 0.805 0.aa0 0.752 0.583
238 0.213 1.163 1.380 1.313 1.386 1.258 1.830 1.185
237 0.208 1.153 1.138 0.503 0.583 0.845 1.158 0.587
229 0.o54 2 353 1477 2.005 0.832 1423 0.448 0.285
241 0.787 1.886 3.722 0.875 0.827 1.071 2.258 0.625
242 0.587 1.842 2.087 0.654 1208 1.100 1.748 0.282

245 0.663 3.084 2.608 0814 1177 2792 2533 0.718
245 1.570 1.180 1478 1.507 1.020 1.074 1.363 0.241

247 1.485 1.872 1.336 1.520 0.847 1.018 0.578 0.659
248 1443 D.626 0.8387 0862 0.838 0891 1.000 0.607
240 2327 1.015 1.054 1.723 0.828 1.211 0.720 0.259

250 1.777 D.g82 1405 0.837 0.737 0.800 1.023 0.574
251 0.774 D443 0.508 0422 0.358 0712 0438 0.374
252 0.740 0.732 0.888 0448 0.408 0.725 0428 0.733
253 0.618 0.768 0880 0402 0.322 0.5z8 0476 0.508
254 0.235 1.000 1.221 0.842 0.542 0837 0844 0.754
255 1.280 1.01& 1.185 0872 0.609 1.120 0814 0.286
256 1.129 1.162 0.258 1.051 0.725 1.026 0.592 1416
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Tabelle 6.44: Normalized Ratios der Patienten 257 bis 314

Labornummer TP53 TOP3A  MDM2 ERCC1  BRCAZ2 BRCAT ATM APEX1

257 D.o50 1.286 2.105 0.683 1.1458 - 0.792 0.201
258 1.7112 1.223 1.365 0.845 0.8E6 1.171 0776 0.977
258 0.285 0.875 0.980 0.458 D411 0.855 0.503 0.507
280 0.248 D.18& 01232 0.335 0.319 0.338 0.105 0.208
261 0.785 2427 1.727 0.827 - - 0.525 1.112
282 0.735 1.051 0.281 0474 0.521 1.103 0784 0.624
264 0.235 D.874 1.025 0774 0.823 1.274 0.713 1.080
265 0.283 0.8947 1.048 0.va3 0.732 1.028 0574 0.785
286 D.&78 1.135 1.087 0737 0.409 0.7 0.730 0.744
287 0.G37 D484 0.855 0874 0.381 0.363 0714 0.616
268 1.037 1.137 1.646 1.052 0.838 1.058 0.525 1.167
el 0.730 D.254 0812 0.554 0.718 0.545 0.527 0.205
270 0.767 D.850 1.382 0.678 0.739 0.320 0.743 0.281
271 0.535 D.230 0.570 0.341 0.874 0.523 0Lr17 0.208
272 0.757 D974 1111 0.335 0.753 0.618 o.e12 0.222
273 1.383 D.762 1.075 0a54 0.541 0717 0.568 0.745
274 0.758 1.758 1.111 0.a08 0.749 - 0424 0.716
275 0.705 0.930 0.505 0.602 0.485 077y 0881 1.085
276 0.648 1.584 0.878 0.538 1.083 0812 1.041 0.z84
77 0.784 1.330 1.355 0.538 0.565 1.411 0.e21 0.206
278 1.454 D.882 1.167 0461 0.573 0.860 1.048 0.783
278 0.20G 1.577 1.867 0.863 0686 1.628 0753 0.614
2a0 14583 0.751 0.862 0432 0.518 0.572 0.503 0.548
281 0.1 D254 0.710 0.500 0773 0.745 0.836 0.714
282 0.647 D.284 1.606 0.8m 0.809 0.e12 0.543 0.788

283 0.771 1.071 1577 0.582 0.7az 0.820 0.728 0.557
284 1.284 2114 228 0.753 1.148 1414 1.258 1.153
285 0218 0214 1.07& 0.504 0.629 0.a74 0.e85 0.682

286 0.230 D.782 0.830 0.558 0.7E3 0723 0.626 0.214
287 0.741 D718 1.105 0.663 0.887 1.028 0228 1.045
288 1.029 1.131 1.021 0.524 0.873 1.628 1.256 0.280
28a 0.g22 1.223 1.183 0.761 0.835 1.193 1.285 0.231
280 0.837 D.883 1.384 0.85% 0.732 0.813 1.085 0.540
281 D.588 D.775 1.181 0.380 0477 0.743 1.007 0422
202 0.650 1.200 1.845 [k 1.035 1.015 1.666 0.720
283 0.283 1.010 1.843 0.445 1.358 1.258 1.562 1.157
204 0.658 1.224 1.551 0473 1.144 1.754 1.213 0.721
285 0.778 1.075 1.680G 0.554 1.188 0.ar2 1.508 0.z88

205 1.021 0.216 1.085 0.728 0.845 0.700 0.ear 1.173
297 1.013 1.030 1.504 0341 0.757 0.728 1.147 0.G24
288 0.663 0.821 1.107 0435 0.731 0.652 1.051 1.031
209 0.487 0.507 0.710 0.534 0.585 0422 0.E70 0.857

0o 0.258 D.6584 1.070 0.667 0.783 0.650 0.541 0.611
an 0.248 0.881 1.400 0.864 0.704 0.934 0.538 1.044
anz2 D.z82 D.88& 0.830 0.38% 0.824 1.008 0.637 0.588
03 0.200 0.587 0676 0.317 0.374 0.504 0.550 0.650
4 1.181 1.182 1.020 0417 0.825 1.058 0204 1.158
ans D.244 1.481 0.a28 0.522 0.7a1 2223 0.E70 0.587
306 1.155 D887 1.867 0.368 1255 0.855 0.593 0.587
a7 1.151 1.082 0.726 0.e28 0.851 0.998 0327 1.276
ans 0.285 D.540 0.a3e 0.858 0.628 0.723 0.500 1.188
ane 1.785 1.237 0841 0.808 1.284 1.245 0554 1.553
310 0.877 1.202 0288 0721 0.740 1.043 0.955 1.189
ER L] 0.783 D.632 0.338 0.544 0.444 0.730 0.525 0.208
312 0.748 0.715 0.681 0.513 0827 0.554 0.751 0.726
313 0.743 0443 0.582 0455 0.478 0734 0.505 0.703
314 1.033 D.gds 0771 0.638 0.802 0.820 0.748 1.173
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Tabelle 6.45: Normalized Ratios der Patienten 316 bis 372

Labormummer TP53 TOP3A  MDM2 ERCC1  BRCAZ2 BRCAT ATM APEX1

318 0.713 1.205 1.00G 0.913 0.821 1.058 0.eg7 0.205
i) 0D.213 D821 1.576 0.726 0.871 0.638 1.238 0.551
318 0.742 1.022 1.155 0.7a8 0.802 0.818 1.322 0.702

Rl 0.045 1.371 1.2438 0735 0.872 0.663 1.422 0.282
320 1.082 1.817 1.526 0.803 1.808 1.312 0.858 0.584
ey | 0.230 2101 1.808 0772 - 0.874 0.848 D.&72
322 0.731 1.137 1.204 0.804 0.885 1.008 0.963 0.481
323 0.204 D.ggs 0.8532 0.802 0.515 0.784 1.173 1.057
34 0.728 0.953 0.887 0.538 0.815 0.e18 1.075 0.681
325 0.284 D83z 0851 0.645 0867 0.8675 0.501 0.345
26 0.201 1.257 2.062 1.048 0.878 0.528 1.022 1.280
377 0.583 0.733 1.037 0.863 0.817 0.663 0.742 0.216
328 1477 2251 0.7ae 1.155 0.520 3.138 0.502 1.584
fedei] 0.253 2.180 1.856 0.849 0.843 2.745 0.727 1.289
330 0.232 D.240 2.564 0.657 1.153 1.670 0.950 0.054

3 0.234 3.845 2.284 0.886 1254 S S 1.087
332 D.258 D243 2076 0.577 1.161 1474 1.872 0.281
333 1.087 1.536 2175 0.8s8 1.071 2.397 1.534 1.052
34 1.070 1.138 1.721 0.552 0.6g8 1.056 0238 0.682
335 1.043 2213 2858 0.750 - - 0.e11 0.205
335 1.253 1.262 1.800 0.572 1.577 1.565 1.410 0.287
337 1.229 1.145 1.918 0.812 1.248 1.335 1425 1.111

338 1.114 D244 0.785 0.885 1.202 1.886 0.883 0.288
] 0.235 D847 1.000 0«58 0.875 0.745 1.047 0.G634
240 1.443 1.588 2173 1.075 1.810 1.656 1.858 1478
341 0.283 D813 1.001 0.580 1.095 0.808 0.510 0.581
42 1.125 1.227 2443 0.580 1.702 3,341 0.574 0.552
343 1.152 1416 1.317 0.753 1.364 3237 1.148 0.220

244 1.122 5848 1.044 1.119 - - - 1.071
345 1.115 1.032 1.53%2 0724 1221 1.637 1420 0.501
345 D.287 1.245 1.447 0.882 1.015 0.708 0.755 0.545
247 R=F-] 1.232 1.156G 0.658 0.821 0.844 0.535 D.562
48 1.085 1.813 1.8562 0.808 1.324 2.071 1452 0.213

40 0.284 1.530 0245 0.568 0.694 0.737 0.e72 0.681
350 0.255 1.240 1.336 0.683 0.833 0807 0855 0.706
351 0.204 1.885 1.859 0814 1.468 .81 1.125 0.277
352 0.77a 1.329 o.Fen 0.664 0.865 1.008 0.728 0.720
353 0.240 1.873 1.269 0.835 0.550 2.635 o.e11 0.581

354 0.227 1.510 1.808 0435 1.025 1.034 0.a14 0.724
355 D.G52 270 2.082 0841 - - - 0.704
356 0.G845 2.250 1.110 0.550 S S S 0.248
357 0.5481 D.58& 0852 0452 0.821 1464 0.544 0.752

358 1.178 3.13g 2709 1.370 1.1320 2.847 1.572 1.087
] D.z72 1.051 1.883 o.8e7 0.837 1.297 1.045 0.583
380 0.583 1.108 1.07G 0.801 0.718 0.928 0.788 0.628
361 0.856 D.asz 1.184 0438 0.6968 0.554 0.541 0.781
382 0.702 D854 1.244 0.723 0.828 1111 1.380 1.214
363 0.217 D.782 0.ga9 0.561 0.460 1.028 0.738 0.574
364 0.782 D757 0.306 0.833 0.581 0.623 0.781 0.708

385 D.275 1.170 1.700 1.066 1.282 1.525 1.555 1.285
felii] 0.483 D.24& 0882 0.603 0.365 - 0955 0.623
367 0.587 0.870 1.254 0.888 0.552 1428 1.085 0.224
388 0.857 D.825 1.580 0.7ege 0.753 1131 1.070 0.221

el 0.747 D.583 0.758 0.654 0.849 0.567 0,822 0.GE2
70 1415 1.083 2412 1.047 1.336 1.275 1.048 0.237
m 0.234 1.002 1.7638 0.870 0.7z20 1.621 0.828 1.120
372 1.087 D883 1.285 0.735 0.807 1.004 0298 0.585
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Tabelle 6.46: Normalized Ratios der Patienten 373 bis 406

Labornummer TP53 TOP3A  MDM2 ERCC1  BRCAZ BRCAT ATM APEX1

ar 1.500 D202 1191 0.875 0.852 1444 0.830 0.225
T4 D229 D.84G 1.60%9 0.578 0.638 1.528 0.581 0.735

afs D.228 2902 1479 0.844 0.803 - 0.757 0657
a7s D480 3334 0.322 0.737 - - - 0561
arr 0.783 1.020 0.883 0.676 0.830 1.574 0.535 0,793
a7s D.236 1.087 1.065 0.550 0.7o8 - 0.680 0.597
ara 1.087 1.140 1.3az2 0.623 0.605 0.7 0.536 0428

380 1.000 1.082 1.047 0.579 0.e59 0.248 1.087 0.545
381 D.216 1.103 1.112 0489 0.705 0.522 1.081 0448
382 0.737 1.056 0.851 0.372 0832 0.538 0.500 04845
383 1.133 1.552 1.631 0822 1377 1.343 1.381 0,788
324 D.785 1.203 1413 0.5458 1.018 1.134 1.080 0772

385 D.z8a 1.333 1679 0.601 1.300 1.236 1.058 0.565
385 0.733 1456 1672 0.885 2.042 - 1.248 0.Ge4
87 1.000 1.082 0.857 0.315 0.8a7 1104 0.810 0420
385 D.258 1.081 1111 0.554 1.717 113 1.044 0.685
fet=l] D.738 2818 1.443 0.804 - - - 0.527

300 1.083 1.375 1.807 0.728 1.099 1.343 1.220 077
381 0.210 1.082 2426 0.489 1.186 1.216 0.8@2 0.585
o2 D.524 D.a78 1.163 0.421 0.7a7 0.853 1.1 0582
303 0.744 D.962 1.183 0.519 0879 1.733 0.874 0678
304 D.635 1.243 0.848 0434 0.725 2.827 0.747 0.525
305 D.602 D87 1.180 0.431 0.835 1.215 0.744 0520

395 1.054 1.680 1.763 0.761 1.801 231 1.628 1.325
307 0.7189 1.283 1.209 0.a08 0.825 1.793 0.657 0.581
308 D.G2a 1.002 1.076 0.538 1.361 1.205 1.078 0.225

et D.615 0.71a 0.7¥05 0.5268 0.859 0.960 0.796 0.588
400 D.726 D.a7a 0771 0.734 0644 1.010 0.825 0.285
401 0.5685 D888 0.836 0.388 oo 0.820 0.751 017
402 D.588 1.185 0.824 0.372 0.606 1.367 0.501 0415
403 D.g12 D.21& 1480 0.725 1.03z2 1.008 0.811 0212
404 D.640 D712 1.244 0.520 0.848 0821 D.816 0,778
405 D.g2z 1.037 2.265 0.830 0.a42 1.185 0.878 0.250
405 D.708 D.800 1474 0.838 1.108 1.330 0.625 0784
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6.7 Genotypen und Diplotypen der Patienten

Tabelle 6.47: Genotypen und Diplotypen der Patienten 1 bis 53

ERCC1 Haplotypen MDMm2
Labornummer ERCC{ Asmi18Asn ERCCY CB092A (Asn118Asn+Ca032A) SHNP309 TP53 PIN3

1 CT CC CC:CT GT A1ian
2 CT CA CT:AC T Alia2
3 CT CA CT:AC T Atlian
4 T CC CT:CT GT Atlian
5 CT CA CT:AC T A1ian
i T CC CT:CT GT Alia2
7 TT CC CT:CT GT Atliad
2 T CC CT:CT GT Alian
g CT CA CT:AC GT ATian
10 CT CA CT:AC GG A1iAa2
11 CT CC CC:CT T Atliad
12 T CC CT:CT T Alian
13 C CC CC:CC T ATian
14 CT CC CC:CT GT AT
15 TT CC CT:CT GT Atliad
18 C A CC-AaC GT Alian
17 T CC CT:CT T ATian
18 C BA ACAC T AT
18 TT CC CT:CT GG Atliad
20 CT CC CC:CT GT Alian
1 CT CA CT:AC T ATian
22 CT CA CT:AC GG AT
23 TT C CT:CT T Atliad
24 T C CT:CT GG Alian
25 CT CA CT:AC GG Alia2
28 CT CC CC:CT T AT
27 TT C CT:CT GT Atliad
28 C A4 ACAC T A1ia2
28 T CC CT:CT T Alia2
30 CT CC CC:CT GG AT
k3| TT CC CT:CT GG Atliad
32 T CC CT:CT T Alian
33 T CC CT:CT GT ATian
24 CT CC CC:CT GT AT
35 CT CA CT:AC T AZIA2
38 CT CA CT:AC T Alian
37 T CC CT:CT T ATian
a8 T CC CT:CT T AT
a8 CC A4 ACAC T Atliad
40 CC A4 ACAC GT Alian
41 T C CT:CT T ATian
42 T C CT:CT GT AT
43 CT CA CT:AC T Atliad
44 C A4 ACAC T A1ia2
45 CT CA CT:AC GT ATian
48 CT CA CT:AC GT AT
47 TT C CT:CT T Alia2
48 T C CT:CT T Alian
48 C B4 ACAC GT ATian
50 CT CC CC:CT T A1iAa2
g1 TT CC CT:CT T Atliad
52 T CC CT:CT T A1ian
53 CT CA CT:AC T ATia
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Anhang

Tabelle 6.48: Genotypen und Diplotypen der Patienten 54 bis 106

ERCC1 Haplotypen mDmz
Labornummer ERCCY Asni18Asn ERCCY C8032A  (Asni18Asn+C8032A) SNP308  TP53 PINZ
£4 h] cC CT-CT GT A1
55 cT CA CT:AC T Al
&8 T cc CTCT T AllA1
&7 cc A AC:AC GT Al
g9 T cc CT:CT T Al
59 T cc CTCT T Al
B0 T cc CTCT T AllAZ
&1 T cC CT:CT T Al
g2 cc CA CC-AC GT Al
B3 cT CA CT:AC GT Al
B4 cT CA CT:AC GT AllA1
B5 cT CA CT:AC GT Al
£8 cT CA CT:AC GT Alia2
B7 T cc CTCT GT Al
B8 T cc CTCT T AllA1
Bg cc CA CC-AC GT Al
70 cT CA CT:AC GT Alia2
71 cT CA CT:AC GT AlIAZ
72 cT cc CC:CT GT AllA1
73 cT CA CT:AC T Al
74 cc A AC:AC GT Al
75 T cc CTCT GT Al
78 cT CA CT:AC T A2IAZ
77 cT CA CT:AC GT Al
78 cc cc cc:co T Alia2
78 cT CA CT:AC GT AlIAZ
&0 T cc CTCT T AllA1
21 cT CA CT:AC T Al
g2 cT CA CT:AC GT Al
83 cT CA CT:AC GT Al
g4 cC A ACAC GG AllA1
g5 cT CA CT:AC T Al
e8 T cc CT:CT T Al
87 cT cc CC:CT GT AlIAZ
&g cT CA CT:AC GT AllA1
80 cT cC cc:CT GT AliA2
80 cT CA CT:AC GG Al
g1 cT CA CT:AC GG Al
g2 cT CA CT:AC GT AllA1
g3 cc A AC:AC GT AliA2
o4 cT cc cC:CT GT Alia2
g5 cT CA CT:AC GT Al
g8 T cc CTCT T AllAZ
g7 cc A AC:AC GT AliA2
o8 cc cc ccco GG Al
B8 cc A ACAC T AllA1
100 T cc CT:CT T A1
101 cT CA CT:AC GT Al
102 cT cc CC:CT T Al
103 T cc CTCT T AllAZ
104 T cc CT:CT GG A1
105 cT CA CT:AC GT AliA2
108 cT cc CC:CT GG Al
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Tabelle 6.49: Genotypen und Diplotypen der Patienten 107 bis 159

ERCC1 Haplotypen mMDmz
Labernummer ERCC1 Asni18Asn ERCC! C8032A  (Asni118Asn+C3032A) SNP308 TP53 PIN
107 cC A AC:AC T A1UAD
108 cT cc cC:CT GT A1
108 T cc CTCT T Al
110 cG CA CC:AC GG Al
111 cT cc cc:cT GT A0
112 T cc CT:CT GT A1
113 cG CA CC-AC GT Al
114 T cc CTCT GG AllAZ
115 cc CA CC-AC GT A0
118 T cc CT:CT T A1
117 cT cc CC:CT GT AlIAZ
118 cG cc cC:co GT A2IAZ
118 cT CA CT:AC GT A1iA2
120 cT CA CT:AC GT A1
121 T cc CTCT GG Al
122 cT CA CT:AC T AllAZ
123 cT cc cc:cT GT A1iA2
124 T cc CT:CT GT A2ia2
125 cG AR ACAC GT Al
126 cT CA CT:AC T Al
127 cT CA CT:AC GT A0
128 T cc CT:CT T A1
128 cT cc CC:CT T Al
120 cT cc CC:CT GT Al
131 T cc CT:CT GT A1
132 cT Al ACAT GT A1IAZ
123 cT CA CT:AC GT Al
124 cT CA CT:AC T A1
135 cT cA CT:AC GT A1
125 T cc CTCT GT Al
137 T cc CTCT T AlIAZ
138 cT CA CT:AC GT A1
120 cT cA CT:AC T A1
140 cT cc CC:CT GT Al
141 cT CA CT:AC GT AlIAZ
142 cT CA CT:AC T A1
143 cT cA CT:AC T A1
144 T cc CTCT GT Al
145 cG CA CC-AC GG AlIAZ
145 T cc CT:CT T A1
147 T cc CT:CT T A1iA2
145 T cc CTCT T Al
148 T cc CTCT T Al
150 cT CA CT:AC GT A1
151 cT cA CT:AC T A1
152 cT cc CC:CT GG Al
153 cT cc CC:CT GT Al
154 T cc CT:CT GT A1
155 T cc CT:CT GT A1
155 T cc CTCT GT Al
157 cG CA CC-AC GG AlIAZ
158 cT cc cc:CT T A1UAZ
150 cT cA CT:AC T A1
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Tabelle 6.50: Genotypen und Diplotypen der Patienten 160 bis 212

ERCE1 Haplotypen mDomz
Labornummer ERCCY Asnl18Asn ERCC{ C8032A  (Asni18Asn+C8092A) SNP303  TP53 PIN:
18D cT oC CC:CT T ATiA1
161 cT CA CT:AC T AllAZ
162 cT cC CC:CT GT AllAZ
183 T cC CT:CT GT Al
184 T (v'e] CT:CT T Al
165 T cC CTCT T Al
185 cT CA CT:AC GG Al
187 T cC CT:CT GT Al
188 eT (v'e] cC:CT T Alia2
188 cT CA CT:AC GG Al
170 cT CA CT:AC T Al
171 cT cA CT:AC GT AliA2
172 T (v'e] CT:CT GT Al
173 cc AR ACAC T Al
174 T cC CT-CT T AllAZ
175 ct A ACAC GG Al
178 T cA CT-AT GT Alia2
177 T cC CTCT T Al
178 cT cC CC:CT GT Al
178 T cC CT:CT T Al
180 eT (v'e] cC:CT T Al
181 cT CA CT:AC GT Al
182 cT CA CT:AC GT AllAZ
183 cT cC cC:CT T Al
184 eT cA CT:AC T Al
185 cT CA CT:AC GG Al
125 T cC CT-CT T Al
187 T cC CT:CT GT Al
188 eT cA CT:AC T Al
129 T cC CTCT T AllAZ
180 cc CA CC:AC GT Al
191 cT cA CT:AC GT AliA2
182 cc Al ACAC GT Al
183 cT cC CC:CT GT Al
184 cT CA CT:AC T AllAZ
185 T cC CT:CT T Al
108 cc Al ACAC GT Al
197 cT CA CT:AC GT AllAZ
188 cT CA CT:AC GT Al
180 T cC CT:CT GT Al
200 eT (v'e] cC:CT T Alia2
201 T cC CTCT GT Al
202 cT CA CT:AC GT Al
203 cT cC cC:CT T AliA2
204 cc cA CC:AC T AllAZ
205 T cc CT:CT T A2IAZ
208 T cc CT:CT T ATA1
207 cc A ACAC GT Alia2
208 T cC CT-CT T AllAZ
208 T cc CT:CT T Al
210 cT cA CT:AC T ATA1
211 T cc CT:CT (¥} Al
212 T cC CT-CT T Al
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Tabelle 6.51: Genotypen und Diplotypen der Patienten 213 bis 265

ERCE1 Haplotypen mDomz
Labornummer ERCCY Asnl18Asn ERCC{ C8032A  (Asni18Asn+C8092A) SNP303  TP53 PIN3
213 cT CA CT:AC GT ATiA1
214 cT cC CC:CT T Al
215 cT cC CC:CT GT Al
218 T cC CT:CT GT Al
217 eT cA CT:AC GT Al
215 cc AR ACAC GT Al
218 cT CA CT:AC GT Al
220 cT cC cC:CT GT Al
221 eT (v'e] cC:CT GT Al
222 cc AR ACAC GT AllAZ
223 cT CA CT:AC GT Al
224 T cC CT:CT GT AliA2
225 T (v'e] CT:CT T Al
226 cT CA CT:AC GT AllAZ
227 T cC CT-CT GT Al
228 T cC CT:CT GT Al
220 eT (v'e] cC:CT GG Al
220 cT CA CT:AC T Al
231 T cC CT-CT T AllAZ
232 T cC CT:CT GT AliA2
223 eT cA CT:AC T Al
234 cc CA CC-AC GT Al
235 T cC CT-CT GT AllAZ
228 cT cA CT:AC GT Al
237 cT cA CT:AC GT Al
235 T CA CT-AT T Al
228 cc Al ACAC GT Al
240 T cC CT:CT GT AliA2
241 cc cA CC-AC GT Al
242 T cC CTCT T Al
243 T cC CT-CT T Al
244 T cC CT:CT T Al
245 eT (v'e] cC:CT GT Alia2
246 cT cC CC:CT GT Al
247 cT CA CT:AC GT Al
248 cT cA CT:AC T Al
240 eT cA CT:AC GT Al
250 T cC CTCT GT Al
251 cc Al ACAC T AllAZ
282 cT cA CT:AC GT Al
283 T (v'e] CT:CT T Alia2
254 T cC CTCT T AZIAZ
255 cT CA CT:AC GG Al
285 T cA CT-AT GT Al
257 cc cA CC:AC GT Al
255 cT CA CT:AC GT AllAZ
250 cT cc CC:CT GT ADIAD
280 er cA CT:AC T Al
261 cT cA CT:AC GG AllAZ
262 T cc CT:CT T Al
263 T cc CT:CT GT ATA1
264 T cc CT:CT T Al
265 cT cA CT:AC GT Al
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Tabelle 6.52: Genotypen und Diplotypen der Patienten 266 bis 318

ERCC1 Haplotypen mDmz
Labornummer ERCCY Asni18Asn ERCCY C8032A  (Asni18Asn+C8032A) SNP308  TP53 PIN3

285 h] cC CT-CT T A1
267 T cc CTCT GG Al
2685 cT CA CT:AC T AllA1
280 T cC CT:CT GT AliA2
270 T cc CT:CT T Alia2
271 cC CA CC-AC T Al
272 cC A ACAC T AllA1
273 cT cC cc:CT T AliA2
274 T cc CT:CT GT Al
275 T cc CTCT GT Al
278 T CA CT-AT GT AllAZ
277 cc A AC:AC GG AliA2
278 T cc CT:CT T Al
278 cT cc CC:CT T Al
280 T cc CTCT GT AllA1
281 T cC CT:CT T Al
282 cc A AC:AC T Al
283 cT CA CT:AC T Al
284 T cc CTCT T AllA1
285 cT CA CT:AC GT Al
288 eT cc cC:CT GT Alia2
287 T cc CTCT T Al
288 cT cc CC:CT GT AllAZ
280 T cC CT:CT GT Al
280 T cc CTCT GT A2IAZ
281 T cc CTCT T AllAZ
282 cT cc CC:CT GT A1
203 cc CA CC-AC GT Al
204 T cc CTCT GG Al
285 cc cc cC:co GT AllA1
208 cc cc cC:co T A1iAZ
207 cT cc cC:CT T Al
288 cT cc CC:CT GG Al
288 T cc CTCT GT AllA1
300 T cc CT:CT GT A1
201 T cc CT:CT GT Al
302 cT cc CC:CT GT AlIAZ
303 cT CA CT:AC T AllA1
304 T cc CT:CT GT A1iAZ
305 T cc CT:CT GT AliA2
308 cT CA CT:AC T Al
307 cT cc CC:CT GT AllA1
208 cc Al AC:AC T A1
200 cT CA CT:AC T AliA2
310 cT CA CT:AC GT Al
311 T cc CTCT GG AllAZ
312 cT CA CT:AC T A1
213 T cc CT:CT GG Al
314 T CA CT-AT GT AlIAZ
315 cc cc cC:co GT AllA1
318 T cc CT:CT GG A1
217 T cc CT:CT T Al
318 T CA CT-AT T AlIAZ
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Tabelle 6.53: Genotypen und Diplotypen der Patienten 319 bis 371

ERCC1 Haplotypen mDmz
Labornummer ERCCY Asni18Asn ERCCY C8092A  (Asni118Asn+CS032A) SNP203  TP53 PIN3
310 cT CA CT:AC GT AR
320 T cc CTCT GT AlA1
321 cT cc cc:cT T AR
322 cT cc cc:cT GT A2
323 cc CA CC-AC GT AlAZ
324 T cc CTCT GT AlAZ
325 T cc CT:CT T AR
328 T cc CT:CT GT A1
327 T cc CTCT T AlAZ
328 cG Al ACAC GT AlAZ
320 T cc CT:CT GT A1AD
3ap T cc CT:CT GT A1
331 cT cc cC:CT GT AlA1
332 cG Al ACAC GG AlA1
333 cT cc cc:cT GT AR
324 cT CA CT:AC GT A2
335 cT CA CT:AC T AlAZ
325 cT cc CC:CT GG AlA1
a3y cT cc cc:cT T AR
3ap cT cc cc:cT T A2
320 cT cc cC:CT T AlAZ
340 cT CA CT:AC GT AlA1
341 T cc CT:CT T AR
342 cT cc cc:cT GT A1
343 cT CA CT:AC T AlAA
344 T cc CTCT T AlA1
345 cT cc cc:cT T AZIAD
348 cT cc cc:cT GT A1
347 T cc CTCT GG AlA1
345 cT CA CT:AC GT AlAZ
340 cT cc cc:cT T AR
350 T cc CT:CT GT A1
351 cT cc cC:CT GT AlA1
352 cT cc CC:CT T AlA1
383 T cc CT:CT T AR
354 cT cc cc:cT T A1
355 T cc CTCT T AlA1
355 cG CA CC-AC GT AlA1
357 cT cc cc:cT GT AR
358 T cc CT:CT GT A1
350 T cc CTCT T AlAZ
380 T cc CTCT GT AlA1
281 cT cc cc:cT T AR
382 cc CA CC-AC GT A2
363 cT CA CT:AC T AlAA
364 cT CA CT:AC GT AlA1
385 cc ct cC:co T Aiad
385 cT cc cc:CT T A1ia1
367 cT CA CT:AC GT AlAA
365 T cC CTCT GG AlA1
380 cT CA CT:AC GG Aiad
a7o cT CA CT:AC GT A2
371 cT cc CC:CT GT AlAA
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Tabelle 6.54: Genotypen und Diplotypen der Patienten 372 bis 406

ERCC1 Haplotypen MDM2
Labornummer ERCCY Asni118Asn ERCCY CB082A {Asn118Asn+CA032A) SHNP309 TP53 PIN3
ar2 CcT CA CT:AC GT A1ia2
73 C CA CC-AC GT ATian
aT4 CcT CC CC:CT T AT
375 * A4 ACAC GT Atliad
378 T CC CT:CT GT ATian
arr CT CC CC:CT GT ATiAd
a7s T CC CT:CT GT AT
3Ta CcT CA CT:AC GG Atliad
380 CcT CA CT:AC T ATian
381 CcT CA CT:AC T Alia2
ag2 CcT CA CT:AC GT AT
383 CcT CA CT:AC T Atliad
324 T CC CT:CT T ATian
385 T CC CT:CT GT ATian
385 T CC CT:CT T AT
28T CT CA CT:AC T Alia2
388 CcT CA CT:AC GG A1ia2
et CcT CA CT:AC GG ATian
380 CcT CC CC:CT GT ATiA2
381 CcT CA CT:AC GT Alia2
3g2 T CC CT:CT T ATian
383 C CA CC-AC GT ATian
304 T CC CT:CT GT AT
385 * CA CCoAC GT Atliad
385 CcT CC CC:CT T Alia2
287 T ] CT:CT T AllA2
388 CcT CA CT:AC T Alia2
=] CcT CC CC:CT GT Alia2
400 T CC CT:CT GT ATian
401 CcT CA CT:AC GG ATian
402 C AR ACAC T AT
403 TT C CT:CT GG Atliad
404 CcT CA CT:AC T ATian
405 T C CT:CT GT Alia2
405 CC AR ACAC GG AT
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