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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Pankreaskarzinom

Jedes Jahr erkranken in Deutschland etwa 13000 Personen neu an einem Pankreaskarzinom
mit stetig steigender Tendenz (Robert Koch-Institut 2011). Fur beide Geschlechter besteht in
etwa ein gleich hohes Lebenszeitrisiko von 1,4% zur Entwicklung eines Pankreaskarzinoms
(Robert Koch-Institut 2010a). Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt in Deutschland bei
76 Jahren (Frauen) bzw. 69 Jahren (Ménner). Innerhalb der Gruppe der Gastrointestinal-
Tumore ist das Pankreaskarzinom in Deutschland das dritthaufigste Malignom nach Kolon-
und Magenkarzinom (in den USA bereits das zweithdufigste). Unter allen neu aufgetretenen
malignen Tumoren steht es auf Platz neun (Frauen) bzw. zehn (Manner). Betrachtet man
vergleichend die Letalitdt maligner Tumore in Deutschland, rangiert das Pankreaskarzinom
mittlerweile bereits an vierter Stelle (Robert Koch-Institut 2010a). Den beobachteten Effekt
von hoher Letalitdt bei verhdltnisméRig niedriger Inzidenz unterstreichen weltweite Zahlen
mit einer Letalitatsrate von 3,7 /100000 zu einer Inzidenzrate von 3,9 /100000 Personen
(Ferlay et al. 2010). Die Aggressivitat dieses Karzinoms spiegelt sich auch in der sehr
niedrigen 5-Jahrestuiberlebensrate wider (weltweit unter 5%, Jemal et al. 2010; in Deutschland
8% bei Frauen und 6% bei Mannern, Robert Koch-Institut 2010b). Betrachtet man die
Gesamtlberlebenszeit aller Patienten von durchschnittlich weniger als einem Jahr, so ist das
Pankreaskarzinom eine der Tumorentitdten mit der wohl schlechtesten Prognose (berhaupt.
Auch bei primar mit kurativer Intention resezierten Patienten liegt die mittlere
Gesamtuberlebenszeit bei nur 20-25 Monaten und nur 15% dieser Patienten sind funf Jahre
nach Diagnosestellung noch am Leben (Vincent et al. 2011).

Ein Grund fur die schlechte Prognose ist der ber lange Zeit klinisch stumme Verlauf.
Frihsymptome sind selten und meist unspezifisch im Sinne einer B-Symptomatik (u.a.
Gewichtsverlust und Leistungsabfall). Symptome wie Ikterus, Oberbauchbeschwerden mit
Schmerzen, Ubelkeit, Erbrechen, Verdauungsbeschwerden, Thrombosen oder das
Neuauftreten eines Diabetes mellitus Typ Il kdnnen sich erst spat im Krankheitsverlauf
zeigen. Zu diesem Zeitpunkt hat der Tumor meist bereits angrenzende Gewebe infiltriert. Es
besteht eine Tendenz zu friher Metastasierung (lymphogen; hamatogen in Leber, Peritoneum,
Lunge und Knochen). Zudem kommt es nach Resektion sehr haufig zu Rezidiven (Vincent et
al. 2011).

Atiologisch wird von einer multifaktoriellen Genese des Pankreaskarzinoms ausgegangen.

Evident ist der malgebliche Einfluss genetischer Disposition. Dabei werden familidre
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Mutationen hoher Penetranz und angeborene Syndrome (z.B. das Peutz-Jeghers-Syndrom) fur
5-10% der Pankreaskarzinome verantwortlich gemacht. Eine positive Familienanamnese ist in
7-10% der Féalle bekannt. Zigarettenrauchen verursacht etwa 20-25% der Pankreaskarzinome
(Hassan et al. 2007). Ein weiterer nachgewiesener Risikofaktor ist Diabetes mellitus Typ 1l
(2,6-fach erhohtes Erkrankungsrisiko). Die Bedeutung der chronischen Pankreatitis fur die
Karzinogenese wird hingegen aktuell als verhaltnismaRig gering betrachtet (Raimondi et al.
2010). Weitere atiologische Faktoren sind Alter, mannliches Geschlecht, Adipositas
(BMI > 30 kg/m?), fettreiche Didt, Nickelexposition und Infektionen mit Hepatitis B, C oder
Helicobacter pylori. Keine Evidenz liel? sich fiir den exzessiven Konsum von Alkohol (Hart et
al. 2008) bzw. Kaffee (Turati et al. 2012) nachweisen. Das ,,0“-Allel des ABO-
Blutgruppensystems scheint das Risiko fur die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms zu
reduzieren (Risk Ratio von 0,7 bei Personen mit Homozygotie fir dieses Allel; Amundadottir
et al. 2009; Wolpin et al. 2010). Protektiv werden aullerdem Allergien in der Vorgeschichte
bzw. die Einnahme von Acetylsalicylsdure (Aspirin), nicht-steriodalen Antirheumatika (z.B.
Ibuprofen) bzw. Metformin erachtet.

Durchschnittlich liegen bei einem Pankreaskarzinom 63 somatische Mutationen vor. Diese
befinden sich in einer Reihe unterschiedlicher funktioneller Systeme. Praktisch immer
betroffen scheinen Gene fir Apoptose, Zellzyklus-Regulation, der Hedgehog-Signalweg
sowie die Signalkaskaden Uber k-ras, TGF und Wnt/Notch zu sein (Jones et al. 2008). Auch
fir Keimbahn-Polymorphismen wird eine ursachliche Bedeutung fiir die Entwicklung eines
Pankreaskarzinoms vermutet. So wird die oben angefuhrte Assoziation mit dem ABO-Lokus
auch bislang nicht identifizierten, gemeinsam vererbten Markern zugeschrieben
(Amundadottir et al. 2009).

Unter den malignen Pankreastumoren bildet das adenoduktale mit iber 90% die mit Abstand
grofite Gruppe. Dieses geht vom exokrinen Anteil des Pankreas aus und ist zumeist (75% der
Félle) im Bereich des Pankreaskopfes lokalisiert. Zum Pankreasschwanz hin nimmt die
Héaufigkeit ab. Tumorentitat, Grading und Resektionsstatus werden histologisch anhand einer
Tumorprobe aus Biopsie oder OP-Resektion festgestellt. Therapieentscheidungen richten sich
neben dem Resektionsstatus insbesondere nach der Stadieneinteilung der UICC (Union
internationale contre le cancer). Diese beruht auf der Charakterisierung des Tumors gemaR
der TNM-Klassifikation basierend auf der Tumorausbreitung (T), dem Lymphknotenbefall
(N) und der Metastasierung (M). Die Einteilung der UICC umfasst funf Stadien zwischen 0
und 4.
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1.2 Therapie des Pankreaskarzinoms

Beim Pankreaskarzinom wird prinzipiell eine Operation im Gesunden angestrebt. Dies ist zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung jedoch nur bei einer Minderheit der Patienten maoglich.
Dariiber hinaus gelingt haufig zumindest noch eine R1-Resektion (Absetzungsrand nur
mikroskopisch noch Tumor-befallen). Bei kurativer Operationsintention (Stadium UICC 0-
[1B) ist die Prognose besser (Wagner et al. 2004). RO-resezierte Patienten tiberleben im Mittel
20-25, R1-resezierte hingegen nur 8-18 Monate. Fir die Chemotherapie wurde zunéchst 5-
Fluorouracil (5-FU) verwendet. Spater wurde dann in der palliativen Situation ein Benefit von
Gemcitabin gegenlber 5-FU hinsichtlich des Gesamtiberlebens (5,7 versus 4,4 Monate)
nachgewiesen (Burris et al. 1997). Auch in adjuvanter Intention hat sich Gemcitabin als
Standardtherapeutikum etabliert (Oettle et al. 2007), wobei hier offenbar kein
Uberlebensvorteil, wohl aber ein giinstigeres Nebenwirkungsprofil gegeniiber 5-FU vorliegt
(Neoptolemos et al. 2010). Borderline-resektable Patienten (UICC Stadium 111) kénnen, unter
Abwadgung des Zeitverzugs bis zur Operation, von einer neoadjuvanten Radiochemotherapie
profitieren. Angestrebt wird in diesen Féllen das Downstaging des Tumors, um eine spatere
RO-Resektion moglich zu machen (Gillen et al. 2010).

Mehrere Gemcitabin-basierte Kombinationstherapien wurden auf eine Beeinflussung des
Gesamtiiberlebens von Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom getestet. VVon diesen
ist eine Verlangerung der Uberlebenszeit am besten fiir die Kombination von Gemcitabin mit
dem Tyrosinkinase-Inhibitor Erlotinib belegt (Moore et al. 2007). Hierfir lieBen sich Vorteile
gegeniiber der Monotherapie mit Gemcitabin nachweisen (Gesamtuberleben 6,2 versus 5,9
Monate; 1-Jahresiiberleben 23% versus 17%). Aktuelle Studien prifen den Benefit weiterer
Kinase-Inhibitoren wie Sorafenib oder Masatinib. Letztgenanntes fuhrte im Mausmodell in
Kombination mit Gemcitabin zu einer deutlichen Wachstumshemmung des Tumors (Humbert
et al. 2010). Der Zusatz des Angiogenesehemmers Bevacizumab zeigte in klinischen Studien
jedoch keine Verbesserung des Gesamtiiberlebens (Kindler et al. 2010). Eine Kombination mit
Capecitabin, einem oral bioverfiugbaren Prodrug von 5-FU, scheint Metaanalysen zufolge mit
einem leichten Gewinn an Uberlebenszeit verbunden (Cunningham et al. 2009). Wurde
Gemcitabin zusammen mit Cisplatin gegeben, war zwar ein deutlicher Vorteil in Bezug auf
die Progression der Tumorerkrankung erkennbar, der Effekt auf die Uberlebenszeit war jedoch

nur schwach (Heinemann et al. 2006).

Die Einfuhrung von Folfirinox 2011, einer Kombination der bei Darmkrebs bewdéhrten

Substanzen Leucovorin (Fol), 5-FU (F), Irinotecan (Irin) und Oxaliplatin (Ox), wurde als
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Alternative zur Gemcitabin-basierten Chemotherapie bei Pankreaskarzinom gepruft. Fir
Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom war Folfirinox gegenuber Gemcitabin mit
einem deutlichen Uberlensvorteil verbunden (Gesamtiiberleben 10,4 versus 6,8 Monate; 1-
Jahresuberleben 48,4% versus 20,6; Conroy et al. 2011). Aufgrund der ausgepréagten Toxizitat
dieser Medikamentenkombination bleibt ihre Anwendbarkeit jedoch auf Patienten mit gutem
Allgemeinzustand beschrankt und gilt nur unter diesen Voraussetzungen als First-line-
Therapie. Abgesehen davon bleibt Gemcitabin bis auf Weiteres Standard in der Therapie des
Pankreaskarzinoms. Insgesamt ist das Therapieansprechen bei den meisten Patienten nur

kurzfristig. Von einer Heilbarkeit dieser Erkrankung ist man noch weit entfernt.

1.3 Das Nukleosidanalogon Gemcitabin

Gemocitabin ist ein Nukleosid und wirkt als phasenspezifisches Zytostatikum als Antimetabolit
wéhrend der Nukleinsdure-Synthese. Es ist ein Derivat des natlrlichen Desoxy-Cytidins und
unterscheidet sich von diesem lediglich in zwei Fluor-Substituenten am C2-Atom des
Zuckerrings (siehe Abb. 1). Aus dem Nukleosid wird in der Zelle durch Phosphorylierung das
entsprechende Nukleotid, die kleinste Einheit des DNA-Strangs. Es fungiert als falscher
Bausteine der DNA-Synthese, verursacht Strangbriiche und hemmt kompetitiv Enzyme der
Synthese von Nukleinséuren. In Folge dessen kommt es zu Stérungen der zelluldren Funktion

und schliel3lich zur Einleitung des Zelltodes.

NH , NH ,
N~ | N= |
O)\N O)\N
HOH ,C o HOH ,C o
F
HO HO F

Abb. 1 Strukturformeln von Desoxy-Cytidin (links) und Gemcitabin (2',2'-Difluorodesoxycytidin) (rechts).

Urspriinglich als Virostatikum entwickelt, wird Gemcitabin heute nur zur Therapie solider
Malignome eingesetzt. Sowohl an Krebszellinien als auch im Mausmodell war fiir Gemcitabin
ein umfassendes Spektrum antitumoraler Aktivitat nachweisbar (Hertel et al. 1990; Braakhuis

et al. 1991). Diese Ergebnisse fanden auch in Kklinischen Studien Bestatigung (Abbruzzese et
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al. 1991). Heute erfdhrt Gemcitabin als First-line-Therapeutikum Anwendung bei
Pankreaskarzinom, nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom (Sandler et al. 2000) und
Harnblasenkarzinom (von der Maase et al. 2000). In Kombination mit Paclitaxel wird es
ebenfalls bei fortgeschrittenem Mammakarzinom eingesetzt (Albain et al. 2008). Weitere
Indikationen stellen Ovarialkarzinom, Gallengangskarzinom, Hodgkin- und Non-Hodgkin-
Lymphom dar. Dosislimitierende Nebenwirkung von Gemcitabin ist zumeist die
Myelosuppression mit  Depletierung aller drei  Blutzellreihen.  Leukozyto- und
Thrombozytopenie stehen jedoch im Vordergrund. Daher ist vor jeder Gemcitabin-
Applikation standardmaRig eine Blutbildkontrolle obligat. Mdgliche Optionen im Falle
ausgepragter Zytopenien wéren eine Dosisreduktion, der Verzicht der geplanten Einzelgabe
oder als ultima ratio der Abbruch der Therapie. Weitere mogliche Nebenwirkungen von
Gemcitabin sind Ubelkeit, Erbrechen, allergische Reaktionen, Grippe-ahnliche Symptome
(Fieber, Kopf-/Muskelschmerz), Hamaturie/Proteinurie, Dyspnoe, periphere Odeme und

Haarausfall.

Es wird angestrebt, soweit moglich und vom Patient vertragen, Gemcitabin in adjuvanter und
palliativer Indikation fir eine Zeitspanne von mindestens sechs Monaten zu verabreichen. Am
haufigsten kommt der 3/4-Takt zur Anwendung. Dabei erfolgt in einem Zyklus eine Gabe an
den Therapietagen 1, 8 und 15, worauf sich eine Woche Therapiepause anschlielt (Tag 22).
Weitere géngige Verabreichungschemata stellen der 2/3- und 6/8-Takt dar. Als Applikation
hat sich eine Kurzinfusion Gber 30 min mit einer Dosis von 1000-1250 mg/m?
Korperoberflache (KOF) durchgesetzt (Abbruzzese et al. 1991).

1.4 Determinanten der Gemcitabin-Wirkung

Entscheidend fir die Wirkung von Gemcitabin ist seine Aufnahme in die Zelle Uber
spezifische Nukleosidtransporter und seine extra- bzw. intrazelluldre enzymatische
Metabolisierung. Darlber hinaus sind fir den Hedgehog-Signalweg Effekte auf die
Wirksamkeit von Gemcitabin beschrieben worden. Fir alle diese Determinanten ist denkbar,
dass sie eine Variabilitat des Ansprechens von Tumorzellen auf Gemcitabin bedingen kdnnen.
Die genannten Faktoren werden in den folgenden Kapiteln 1.5 - 1.7 besprochen und sind zur

besseren Ubersicht in Abb. 2 schematisch dargestellt.
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Abb. 2 Weg des Gemcitabins bis zu seinem Wirkort. CDA - Cytidindeaminase, CMPK1 -
Cytidinmonophosphatkinase 1, CNT1/3 — konzentrative Nukleosidtransporter 1/3, (d)CDP — (Desoxy-)
Cytidindiphosphat, DCK - Desoxycytidinkinase, DCTD - Desoxycytidilat-Desaminase, dCTP —
Desoxycytidintriphosphat, dFdU - 2'",2'-Difluorodesoxyuridin, dFdUMP - Difluorodesoxyuridin-
Monophosphat, ENTL1 - &quilibrierender Nukleosidtransporter 1, NT5C/NT5C3 - 5'-Nukleotidase/
Isoform 3, PTCH1 — Patched 1, RRM1/RRM2(B) — Unterformen der Ribonukleotid-Reduktase, SHH —
Sonic hedgehog, SMO — Smoothened.
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1.5 Transport von Gemcitabin

Zur Aufnahme von Gemcitabin werden spezifische Nukleosid-Transporter (NTs) bendtigt
(Baldwin et al. 1999). Beim Menschen wurden bislang sieben dieser Transporter beschrieben
(Mackey et al. 1998). Drei davon sind konzentrativ (CNTs, Gray et al. 2004) und vier
aquilibrierend (ENTSs, Baldwin et al. 2004). CNTs sind in polaren Zellen apikal lokalisiert
(Hamilton et al. 2001) und finden sich hauptsachlich in Epithelien von Niere, Leber und
Gastrointestinaltrakt (Mangravite et al. 2001). ENTs dagegen kommen in polaren Zellen
uberwiegend basolateral, in geringerem Malie aber auch apikal vor. Sie sind auch in unpolaren
Zellen vorhanden, wobei der ENT1 (SLC29A1) ubiquitdar — u.a. auch in Blutzellen —
exprimiert ist (Griffiths et al. 1997).

In-vitro-Studien an Zelllinien aus menschlichem Pankreasgewebe zeigten, dass die
Gemcitabin-Aufnahme vorrangig Uber ENT1, in geringerem Umfang auch tber CNT1 und
CNT3 erfolgt (siehe Abb. 2; Garcia-Manteiga et al. 2003, Ritzel et al. 2001, Mackey et al.
1999, Mackey et al. 1998).

1.5.1 Bedeutung des ENT1

Auf Basis immunhistochemischer Analysen retrospektiver Kklinischer Studien konnten
Assoziationen  zwischen der  Anwesenheit des ENT1-Transporters und dem
Therapieansprechen auf Gemcitabin bei Patienten mit Pankreaskarzinom nachgewiesen
werden. Eine hohe ENT1-Expression in den Karzinomzellen war mit einer besseren Prognose
verknulpft (Spratlin et al. 2004; Morinaga et al. 2011). Diese Befunde konnten auf mRNA-
Ebene bestatigt werden (Giovannetti et al. 2006). Analoge Effekte fiir das ebenfalls mit
Gemcitabin behandelte nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom fanden sich sowohl fir mRNA.-
Expression (Achiwa et al. 2004) als auch in immunhistochemischen Analysen (Oguri et al.
2007). Die Bedeutung des ENT1 fir die Wirksamkeit von Gemcitabin konnte mittlerweile
auch in einer prospektiven Studie bestatigt werden. Eine immmunhistochemisch
nachgewiesene hohe Expression von ENT1 im Tumorgewebe war signifikant mit einem
langeren Gesamtlberleben korreliert (Farrell et al. 2009). Interessant ist, dass eine hohe
ENT1-Expression bei nicht-chemotherapierten Malignomen eher ein prognostisch ungunstiger
Faktor zu sein scheint, wie fur Karzinome des Magens und der Ampulle gezeigt (Santini et al.
2008; Santini et al. 2010).
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1.6 Metabolismus von Gemcitabin

Neben der Route des Gemcitabins und dem Transport ist in Abb.2 auch dessen Metabolismus
schematisch dargestellt. Fir die rasche Inaktivierung von Gemcitabin nach intravenoser
Applikation ist die Cytidindeaminase (CDA) verantwortlich. Diese ist vor allem in Leber,
Blutplasma und Niere exprimiert und setzt etwa 90% der applizierten Substanzmenge in den
inaktiven Metaboliten 2',2'-Difluorodesoxyuridin (dFdU) um (Storniolo et al. 1997).
Intrazelluldr bedarf es einer enzymatischen Phosphorylierung, um Gemcitabin in seine aktive
Form, das Gemcitabin-Triphosphat, zu uberfuhren. Die initiale Phosphorylierung zum
Monophosphat wird als Geschwindigkeits-bestimmender Schritt des Gemcitabin-
Metabolismus betrachtet und erfolgt durch die Desoxycytidinkinase (DCK) (Shewach et al.
1992). Im phosphorylierten Zustand kann Gemcitabin die Zelle nicht mehr verlassen.
Nukleotidasen (NT5C, NT5C3) uberfuhren jedoch einen Teil des Monophosphats wieder in
die Ausgangssubstanz und wirken somit antagonistisch zur DCK. Auch intrazellular kann
nicht-phosphoryliertes Gemcitabin durch die CDA degradiert werden. Darlber hinaus kann
Gemcitabin-Monophosphat mittels Desoxycytidilat-Desaminase (DCTD) zu dFdUMP
inaktiviert werden. Der n&chste Phosphorylierungsschritt zum Diphosphat wird durch die
Cytidinmonophosphatkinase 1 (CMPK1) bewerkstelligt.

Gemcitabin unterliegt einem intrazellularen Mechanismus der Selbstpotenzierung. Dabei
entscheidend ist die Hemmwirkung des Gemcitabin-Diphosphats und -Triphosphats auf die
Ribonukleotid-Reduktase und ihrer Unterformen RRM1, RRM2 und RRM2B. Dadurch
verkleinert sich der Pool an physiologischem Desoxycytidintriphosphat (dCTP), welches mit
Gemcitabin-Triphosphat um den Einbau in DNA konkurriert (Heinemann et al. 1990).
Niedrige dCTP-Spiegel fuhren ihrerseits zu einer Enthemmung der DCK und damit zu einer
verstarkten Phosphorylierung von Gemcitabin. Anderseits ist bei niedrigen dCTP-
Konzentrationen die DCTD weniger aktiv, sodass der Abbau von Gemcitabin-Monophosphat
vermindert ist. Hinzu kommt noch, dass Gemcitabin in seiner Triphosphat-Form ebenfalls
hemmend auf die DCTD wirkt. Zusammen genommen resultieren aus diesen Effekten hohere
Konzentrationen von aktiven Gemcitabinmetaboliten in der Zelle (Plunkett et al. 1996;

Heinemann et al. 1992).

Die eigentliche Gemcitabinwirkung besteht zum einen in der kompetitiven Hemmung der
DNA-Polymerase durch Gemcitabin-Triphosphat und zum anderen in der als ,,maskierte
Termination® bezeichneten Initilerung von DNA-Strangabbriichen (Gandhi und Plunkett

1990). Hierbei wird Gemcitabin-Triphosphat als Substrat der DNA-Polymerase-o. in den
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DNA-Strang eingebaut (Huang et al. 1991), worauf genau ein weiteres Desoxynukleotid
folgen kann. Gegeniliber Reparaturmechanismen und Entfernung aus der DNA st das
Gemcitabin-Triphosphat nach dieser non-terminalen Inkorporierung unempfindlich (Plunkett
et al. 1995). Die DNA-Polymerisation stoppt und Apoptose wird induziert (Huang und
Plunkett 1995).

1.7 Hedgehog-Signalweg und Wirksamkeit von Gemcitabin

Der Hedgehog-Signalweg vermittelt Interaktionen zwischen Zelle und Extrazellul&arraum.
Benannt ist der Signalweg nach seinem Liganden-Protein Hedgehog (Hh), welches an den
Rezeptor Patched bindet, der wiederum eine negative Regulation auf das Smoothened-Protein
ausubt (siehe Abb. 2). Urspringlich wurde dieser Signalweg in Zusammenhang mit der friihen
Embryonalentwicklung an D. melanogaster beschrieben, woflr der Nobelpreis verliehen
wurde (Nusslein-Volhard und Wieschaus 1980). Mittlerweile wurden je drei Homologe des
Hedgehog- und des Patched-Proteins in Vertrebraten identifiziert, wobei beim Menschen
Sonic Hedgehog (SHH) und Patched 1 (PTCHL1) die gréRte Rolle spielen.

Fur den Hedgehog-Signalweg ist eine Bedeutung fiir die Entstehung von menschlichen
Tumoren nachgewiesen, so etwa fiir das nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom (NSCLC)
(Yuan et al. 2007), das Melanom (Stecca et al. 2007) und gastrointestinale Tumore
einschlieBlich des Pankreaskarzinoms (Berman et al. 2003; Thayer et al. 2003). Aufgrund der
Uberexprimierung von SHH durch Pankreaskarzinomzellen (Berman et al. 2003) kommt es zu
einer Verminderung des inhibitorischen Effekts von Patched auf Smoothened. Dies bewirkt
eine verstarkte Expression von Genen (Robbins et al. 1997; Nybakken und Perrimon 2002)
mit daraus resultierender desmoplastischer Reaktion, einem verstarkten Wachstum des
peritumoralen Bindegewebes (Bailey et al. 2008). Die desmoplastische Reaktion wird als
Faktor fir verminderte Vaskularisierung des Tumors betrachtet. Damit ist es
Chemotherapeutika wie Gemcitabin erschwert, in ausreichender Konzentration an ihre
Zielzelle zu gelangen. Wurde am Mausmodell der Hedgehog-Signalweg inhibiert, zeigten
Pankreastumore eine verstérkte Vaskularisierung, héhere intratumorale
Gemcitabinkonzentrationen und einen verminderten Tumorprogress (Olive et al. 2009). Ein
weiteres Indiz fir die Bedeutung des Hedgehog-Signalwegs beim Pankreaskarzinom war der

Nachweis von somatischen Mutationen in diesem System (Jones et al. 2008).
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1.8 Polymorphismen in Kandidatengenen

Im Keimbahn-Genom des Menschen finden sich ca. zehn Millionen genetische Varianten,
wobei es sich bei den meisten um Einzelbasen-Austausche (engl. single nucleotid
polymorphisms, SNPs) handelt. Von einem Polymorphismus in der Allgemeinbevolkerung
spricht man dann, wenn die Frequenz des selteneren Allels mindestens 1% betrégt. Neben den
somatischen Mutationen des Tumors kdnnen Keimbahn-Polymorphismen einen Einfluss auf
Entstehung einer Krebserkrankung sowie auf Ansprechen und Nebenwirkungen haben. Es
kann davon ausgegangen werden, dass in einer Tumorzelle in der Regel dieselben Allele der

Keimbahn-Polymorphismen vorliegen.

Zu Beginn meiner Dissertation im Jahr 2009 war Uber einen Einfluss von Polymorphismen
auf das Therapieansprechen von Patienten mit Pankreaskarzinom noch kaum etwas bekannt.
Lediglich war 2008 auf dem jahrlichen Treffen der American Society of Clinical Oncology
(ASCO) eine Studie Uber 17 Keimbahn-Polymorphismen in Kandidatengenen fiir Gemcitabin
im Hinblick auf das Therapieansprechen bei operablem Pankreaskarzinom vorgestellt worden,
ein klarer Zusammenhang singulérer Varianten auf die Uberlebenszeit fand sich dabei nicht
(Tagungsreport von Saif 2008). Diese Daten wurden spater auch publiziert (Okazaki et al.
2010). Dieselben Genvarianten wurden anschlieBend auch noch bei nicht-operablem
Pankreas-Karzinom analysiert, wo sich ebenfalls keine klare Assoziation singularer SNPs mit
dem Gesamtiuberleben zeigte (Tanaka et al. 2010). Jedoch schien die ENT1-Intronvariante
A201G (rs760370) das radiologisch erfassbare Therapieansprechen des Tumors zu
beeinflussen. Zudem wirkten sich hier vier der 17 SNPs auf die Therapie-bedingte
Neutropenie aus. Ein schon mehrfach untersuchtes Kandidatengen fur die Hamatotoxizitat
unter Gemcitabin ist die auch in Blutzellen exprimierte CDA. Fir den CDA-Polymorphismus
79 A>C (Lys27GlIn) ist weder klar, ob das GIn27-Variantenallel die Enzymaktivitat steigert
(Giovannetti et al. 2008) oder senkt (Gilbert et al. 2006), noch ob GIn27 fir das Risiko
schwerer Neutropenien pradisponiert (Tanaka et al. 2010; Farrell et al. 2011) oder nicht
(Sugiyama et al. 2007). In RRM1 waren zwei SNPs mit progressionsfreiem Uberleben bei
Pankreaskarzinom in der bereits erwédhnten Studie assoziiert (Tanaka et al. 2010). Weiterhin
gibt es Hinweise auf einen Einfluss der genetischen Variabilitdit von RRM1, RRM2 bzw.
CMPK1 auf das Gesamt- und progressionsfreie Uberleben bei nicht-kleinzelligem
Bronchialkarzinom (Li et al. 2012; Ryu et al. 2011; Dong et al. 2010) sowie fiur die
H&matotoxizitdt bei Mammakarzinom unter Gemcitabin-Therapie (Rha et al. 2007). Im

Hedgehog-Signalweg sind bislang keine Genpolymorphismen hinsichtlich einer Assoziation



1 Einleitung 11

mit dem Therapieansprechen auf Gemcitabin von Patienten mit Pankreaskarzinom

beschrieben.

Aktuelle genomweite Studien berichten Gber Assoziationen von Polymorphismen der Gene
IL17F und PRB2 bzw. PYCARD, MAPRE2 und NOX4 mit dem Gesamtiberleben (Innocenti et
al. 2012 bzw. ASCO-Report von Xu et al. 2011).

Weiterhin gibt es Untersuchungen, welche fur einige SNPs der oben aufgefiihrten Gemcitabin-
Kandidatengene (Transport, Metabolismus, Hedgehog-Signalweg) eine Funktionalitt
vermuten lassen. Die genetische Variabilitat in den kodierenden Bereichen des ENTL1 ist sehr
gering (Leabman et al. 2003). Eine funktionelle Bedeutung der wenigen seltenen
Aminosdurevarianten konnte bei Transportmessungen nicht bestétigt werden (Osato et al.
2003). Polymorphismen im Promotorbereich des ENT1-Gens konnten die Expression dieses
Gens modulieren (Myers et al. 2006; Preuf? 2009). Fur NT5C3-SNPs liegen in vitro Hinweise
auf eine Beeinflussung der Expression dieses Gens vor (Aksoy et al. 2009). Reportergen-
Untersuchungen zu Folge scheint auch die Expression der DCK durch Genpolymorphismen in
der Promotorregion (Shi et al. 2004) bzw. die Stabilitit des mRNA-Transkripts durch

Varianten im 3'-Bereich reguliert (Lamba et al. 2007).

1.9 Zielsetzung dieser Arbeit

Patienten mit Pankreaskarzinom haben trotz optimaler Therapie mit Resektion des Tumors
und Gemcitabin-basierter Chemotherapie zumeist eine schlechte Prognose. Fir nicht-
genetische Faktoren wie Resektionsstatus, histopathologisches Grading, Tumorausbreitung
und Metastasierung ist der Einfluss auf den Therapieerfolg bekannt. Ein Grofteil der
interindividuellen Variabilitat des Therapieansprechens wird dadurch jedoch nicht erklart. Als
weitere relevante Parameter werden Genvarianten der Keimbahn diskutiert, insbesondere in
Genen mit Bezug zur Gemcitabinwirkung. Jedoch gibt es gegenwaértig noch keine Daten dazu,
welche Uberzeugend die Bedeutung eines Genpolymorphismus in diesem Zusammenhang
belegen. Bei Kenntnis solcher genetischer Parameter konnten diese — prétherapeutisch
bestimmt — als Biomarker flir das Therapieansprechen von Patienten mit Pankreaskarzinom
unter einer Gemcitabin-Therapie eingesetzt werden. Im Sinne einer personalisierten Medizin
wére es dann mdoglich, Wirkung und Nebenwirkung einer Gemcitabin-Therapie zu
antizipieren. Dem einzelnen Patienten konnte eine nicht Erfolg versprechende,
nebenwirkungsreiche Therapie erspart bleiben, sollte dieser nicht die genetischen
Voraussetzungen daftir aufweisen. In diesen Féllen kdnnte auf alternative Therapiemodalitaten

zurlickgegriffen werden.
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Vor diesem Hintergrund war es Ziel dieser Arbeit, gemaR dem Kandidatengenansatz Gene des
Gemcitabin-Metabolismus, des Gemcitabin-Transports und des Hedgehog-Signalwegs auf
therapeutisch relevante Varianten zu Uberprufen. Als Kandidatengene wurden CDA, CMPK1,
DCK, DCTD, ENT1, NT5C3, PTCH1, RRM1, RRM2, SHH und SMO gewahlt. Fir jedes dieser
Gene waren SNPs zu analysieren, welche die genetische Variabilitét aller Positionen mit einer
Mindestallelfrequenz von 5% représentieren. Die Analysen sollten an DNA von Patienten mit
der Diagnose eines duktalen Adenokarzinoms des Pankreas durchgefihrt werden, die eine
Gemcitabin-basierte Chemotherapie erhalten hatten. Dazu war aus einem Pool von (ber 500
wegen eines Pankreasprozesses zwischen 2003 und 2010 in der Allgemeinchirugie der
Universitatsmedizin ~ Gottingen  behandelten  Patienten eine  moglichst  homogene
Patientenkohorte in Bezug auf Lokalisation und histologische Entitdt (adenoduktales
Karzinom) zu ermitteln. Fir diese Patienten sollte dann das Gesamtiberleben, der Verlauf der
Chemotherapie sowie mogliche Hé&matotoxizitdten unter Therapie erfasst werden. Die
Gegenuiberstellung der klinischen Nachsorgedaten und der Genanalysen wurde unter

folgenden Fragestellungen vorgenommen:

1. In welchem Ausmall beeinflussen nicht-genetische Faktoren (Alter, Geschlecht,
Resektionsstatus, histologisches Grading, Modalitdaten der Gemcitabin-basierten

Chemotherapie) das Gesamtuberleben?

2. Wie verhalten sich die Werte der Zellzahlen von Leukozyten und Thrombozyten unter
der Gemcitabin-Therapie? Besteht ein Zusammenhang mit dem therapeutischen

Outcome?

3. Zeigen die untersuchten Genvarianten Assoziationen zum Gesamtuberleben der
Patienten?

4. Zeigen die untersuchten Genvarianten einen Einfluss auf die Hamatotoxizitaten?

5. Lassen sich Effekte wvon klinisch als relevant identifizierten Genvarianten an
funktionellen Daten aus einer ex-vivo-Studie mit Gemcitabin-inkubierten Leukozyten

bestatigen?
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2 Material

2.1 Gerate

Autoklav
Biofuge fresco

Biofuge pico Tischzentrifuge

BioRobot® EZ1
Elektrophorese-Kammer (ComPhor L Mini)

Elektrophorese-Netzteil
(Standard Power Pack P25)
Feinwaage BL 610

Fluor-S™ Multilmager (fiir Gelfotografie)
Magnetruhrer (IKAMAG RET)

Labofuge 400 R

Mehrkanal-Pipette (8er) 0,5 — 10 pl
Mini-Centrifuge, Model GMC-060

Mikroliter-Kiivette fir Photometer
(LabelGuard™)

Mikrowelle MWS 2820
Multipipette plus

PCR-Gradienten-Cycler (384-Well und 96-Well),

Typ Master-Cycler

PCR-Gradienten-Cycler (96-Well),
Typ PTC-200 Peltier

Photometer (Biophotometer 6313)

Pipetten (0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl),
Typen Research and Reference

Rahmen und Septen flr Sequenzierer
Sequenzierer 3100 Genetic Analyser
Sequenzierplatten

Thermomixer 5436

Tiefklhlschrank VIP Series —-86°C
UV-Kivetten 50-1000 pl
Vertikal-Autoklav KSG 40/60

Tecnorama, Fernwald
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Qiagen, Hilden

Biozym, Hessisch Oldendorf

Biometra, GOttingen

Sartorius, Gottingen
BioRad, Hercules USA
IKA, Staufen

Heraeus, Hanau
Eppendorf, Hamburg
LMS, Tokyo, Japan

Implen, Minchen

Bauknecht, Schorndorf
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

MJ Research/BioRad, Hercules, USA

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg

Sanyo Electric Co Ltd., Japan
Eppendorf, Hamburg

KSG, Olching
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Vertikal-Autoklav: FV fir Sterilgut

Vortexer (MS 2 Minishaker)
Warmeschrank

Zentrifuge 5810R

2.2 Chemikalien

Agarose Ultra Pure
Anodenpuffer (fir Sequenzierer)

Bromphenolblau

Tecnorama, Fernwald
IKA, Staufen

Binder, Tuttlingen
Eppendorf, Hamburg

Invitrogen, Karlsruhe
Applied Biosystems, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

CIAP Fermentas, St. Leon-Rot
DNA-GroRenstandard 100 bp
DNA-GroRenstandard 1 kb Rapidozym, Berlin

dNTP-Set ABgene, Epsom

Ethanol J. T. Baker, Phillipsburg, USA

Ethidiumbromid (1% in H,0)

Rapidozym, Berlin

Merck, Darmstadt

Exonuklease | USB, Staufen

Ficoll-Paque Plus GE Healthcare, Uppsala, Schweden

GeneScan™ LIZ® 120 Size Standard Applied Biosystems, Darmstadt
GeneScan™ LIZ® 400 HD [ROX] Size Standard ~ Applied Biosystems, Darmstadt
HiDi-L6sung (enthalt Formamid) Applied Biosystems, Darmstadt
Kalziumchlorid Merck, Darmstadt

Magnesiumchlorid (SAP Puffer) Merck, Darmstadt

Polymer POP6 (fur Sequenzierer) Applied Biosystems, Darmstadt

Polymer POP7 (fur Sequenzierer) Applied Biosystems, Darmstadt

Primer (Design nach gewunschter Sequenz, MWG-Biotech, Ebersberg

siehe Kapitel 2.3)

Shrimp Alkalische Phosphatase (SAP) USB, Staufen
Tag-DNA-Polymerase Qiagen
Tris Roth, Karlsruhe

Q-Solution Qiagen
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2.3 Primer zur Genotypisierung

f:fNummer PCR-Primer, vorwidrts (5'->3') PCR-Primer, riickwdrts (5'->3') (}}i‘;) PP SNaPshot™-Primer (5'->3') SP
CDA

rs540282 CCCGGGGATACCACTGGTGATAAGTAG GGCTCTCATCCATCCCAGAATTCATAG 128 1 (TGAC) sTGGAGGAGCCAGTATAATGGATGG A
rs532545 TTAATTCTGGGCTAGGGCAAAGAGAAG GTGACTGTAGGGGCAGTAGGCTGACT 651 1 GTTCATGCCTCCTGCCT A
rs603412 " "o (TGAC) (TTCAGCAGGTGTGGTGTAAGACA A
rs602950 " " 1 CTGCAGGGACACACCCA A
rs2072671 " " 1 GTGACTGTAGGGGCAGTAGGCTGACT A
rs818202 CCTGCAACCCTGAAAGGCAGAGAAG CAGCTTTTGGAGTCAGGGGAAGTCTG 105 1 (GACT) ,CCAATCCCAGCTCTGTGATTT A
rs10916824 CCCCTGGTTGTGAGGCTTTAAATGAG CCTCCACAATCTGCCTCCAGATAATAAG 151 1 CACAATCTGCCTCCAGATAATAAG A
rs577042 AGCTGTGGCACCCAGTAGTGTCTAATG TGCCCAGCCTACACCTCCTTTTATAAGTC 252 1 CAACTCTGGACATGAATGCCTG A
rs818194 CCCTGGGATGAGTGCTGAGGATAAG CGCTTTATGTTTCAATGCTGCCTTTC 191 1 (GACT) sGTGATACAGACTCCTGTCCTACAAGAT A
rs10916827 GCTCTGGCCCTAGACTCAGTGGTTTC TCCCATGTCATTTTTCTTGCATCATTAAC 166 1 TGTGGTTTCAGGATCCAAGCAC A
rs580032 CCAAGGAGACCCAGCTTAATTTGTTTC TCTGATGTTAACAAGGGAGCTGGTACTTC 582 1 A, TGTTCTCAGCACAGCGTC A
rs11579252 " " 1 (CTGA) 4,CTTCAGGGAAACTGAGCTGAATACC A
rs527912 " " 1 ACTGACTCGCACTCATGATTTGTTAAATTGAGA A
rs1689924 CTCTCTCTTGGCAGGAACGTTGAGTAAG TTACATACCCTGTGTCAGGAACTTTACAG 205 1 (CTGA) ,CTCTGTAACAGACCAGTCTCCTCCA A
rs12404655 GCACGGTGGAAATGTCGAAGGTC TCCCGGGCACACTCAATCTTCTG 348 1 (ACTG) ,ACTTCTTATCATTTGCATTTGGTTTCAGT A
rs12072405 " 1 CTTGACAGGCTGTGCCTAAGGGTAGGTAC A
rs1048977 TGTACATGACCAAGCCGGATGGTAC GCTGATGGGGAAGCAGTCCAGACTAG 368 1 (TGAC) 4,/TGCATTCTCTGGCTGTCACTG A
rsl1614627 AGTGTGAGGACAGGGAGGGACTGTTTC TGTTGTGGCAAAGCCATTCTCATCAG 317 1 TAGGTCAGGACTGAATAAGGAAGGAG A
CMPK1

rsl11211517 TGGACCTTGGCATCATCAGAAACTC TGGGGAAAGGGACCAATGTCTTAGAG 156 2 A,3CCACTCAGACCAGCAGCATC

rs7543016 AGGGCGCAGGATAAAATATCTGCAGTC FAM-CCAGGACGTGGAGCAGCC[G/C] 314 Fia

rsl12132521 GGGATGCCCATTAAGCAAAAAGTCAC TACATGGGCCTCTTGGTTCTTGATTAGAG 173 2 A, TGTCATGACTACACAATAGAAAAAGCACT
rs35687416 GTGATGAAAGGAAGAACCCAGATTCACA GGTTTGAACTGGTTGGCATTCACACTC 139 2 GTGATGAAAGGAAGAACCCAGATTCACA


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=540282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=532545
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=603412
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=602950
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=2072671
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=818202
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=10916824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=577042
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=818194
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=10916827
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=580032
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=11579252
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=527912
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1689924
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=12404655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=12072405
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1048977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1614627
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=11211517
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=7543016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=12132521
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=35687416
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rs—Nummer PCR-Primer, vorwarts (5'->3') PCR-Primer, riickwarts (5'—>3')(bp) PP SNaPshot™-Primer (5'->3'") SP
rs6660321 CCCGATTCCCTGAATCTTCATCCTC CTCCATCTCCAAACAGGGTCACACAC 425 2 CTCACCTCTATACAAAGTGTCAATGGAT B
rs7534571 AAGCCATGAATGTGAGCTTTGGGTATG GTCCTCAAAGGGCTGCAAAGTCTTAGAC 198 2 A15sGGAAGATATGTACTCTCAGTAGCTAT;CTATGAC B
rsl12039726 CGCCACTGCACTCCTACCTGAGAT CTGGCACTTAAAATCTAGAGGGGAAATCAAC 233 2 CGCCACTGCACTCCTACCTGAGAT B
DCK

rs6446982 GCGCTTGCCTGTTGTCCCAGT AGAAAACGGGGTACAGAAGCCATCA 577 4 (GACT) 4,CTTTACACACAATAAATGAATAACAG C
rs2306744 ACACAGTGCCTTCTCCCCAGATGAG GACCTGCCGGGTCAGCTAGTGAG 481 E; T3GAGGAGGGCGGGGCCGC C
rs12648166 CAGGATTTCACTCTGTTGCCCAGGTAAAG CATGTATGCGGGTGAATTTATGTTCACAG 418 3 GGACAAACAGTGATAGACGAATAAAATTAAATACTA D
rs10805074 GGGGTCAGCTGTCAGTGCAGTTATC AACGGACCTTAAATGGAGGTCACCTAGTC 128 3 (CTGA) sCTCTCTGGTTTAATCTGGTTAGTTTCTGTCTAC D
rs11544786 ATGGTGGGAATGTTCTTCAGATGATG ATCCCCAGCTCAGCCATTCATTATTAC 287 4 (TGAC) 4TGGTCTTTTACCTTCCAAACATATGC D
DCTD

rs5016499 GGCCGGTGCTCTTTCTCTCATGAC TGAGACCTGTGACTGGGGAAACAGAG 90 2 A,,GCCACCTTCCTGACTCCTTG B
rsl13111117 GCATTTTAGGCATCACGTGTGCATTTC ACCCCTGGTTCTGCCTGTCTTCTCTG 613 2 A1 ¢TGGAAATAGCTGTACTGCATCCAC B
rs10016530 " " " 2 (TGAC) ,TAAGAAGATGCTTGACTGGTAGGTTG B
rs10520543 AGGCCCCAGTAGTTCCTGTCACA TCCATCCCTGGTTAGATTTAAGAGTTCA 250 2 A, TCCCTGGTTAGATTTAAGAGTTCAGC B
rs13148414 CCCATGCCGTCAGGGTTTATGAG CTCAGTCCTGCCTAAAACTGAGCAATCTC 171 2 (GACT) sGGCATGGCTCTGGTCACT B
rs6834019 " CTCAGTCCTGCCTAAAACTGAGCAATCTC 171 2 TCACTGACCACAGCCCATCAGAGAAT B
rsd742 CACGTGGGCCTCATTTGGTATTCTTAG GATGATGAGCTTAGCGCATTCATTACAAG 276 2 A,3CGATGTGAAAGGCTGTAGTATGTATGT B
rs1960207 ACTGTAAAGTTTTCCAGCGCTTCATGGT ATGGGGTGGTGTGGTTTGTATGTTTTC 571 2 GGTCCCACTGCTGCTGAAC B
rs2515683 " " " 2 (ACTG) ,ACTCTTTTTAATTGTTGTAGAAGAAATGAGGAAC B
rsl10017797 " " " 2 ACTGACTAGCTGACTTGTTAGAAATCCTTTGACT B
rs7278 AGCACTGTTGGTGTTCGGAGCTCTTC ATCCATAAAGCAGCCCCAGACATCAAC 423 2 A, oCAGCCACACGCTCCCC B
rs3924787 GAAACCCATCCGATTAGTGGATTTCTTG CCTGCAGCCTCCTCTATCGAATGTG 676 2 A,GAATGCTTTCTGTTGTAGGAGTTCTGTAT B
rs4073676 " " " 2 (TGAC) 3TGAAGTTTTTGACAAAACAAGCCTGA B
rs4073675 " " " 2 CAGAAGCCCCAGCAAGTATTCT B
NT5C3

rs6946062 TGGCTGGATTCCTTGCTTCTGTGTC GGAGTAGCACCCATCATGTCCATAATCAG 120 4 ACTGACTAACCCAGTCAACATCATATAGTTGGA C
rs7795860 CAAGTGCTTAGAGGCATCTGGCACATAG AGGGCCACAAAGGGCTCCATTTC 510 4 ACTGCTTATTCACCTCTTCTGTATTAGTGAACATTT D


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=6660321
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=7534571
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=12039726
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=5016499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=13111117
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10016530
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10520543
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=13148414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=6834019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=4742
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1960207
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2515683
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10017797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=7278
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=3924787
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=6946062
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=7795860
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rs—Nummer PCR-Primer, vorwarts (5'->3') PCR-Primer, riickwarts (5'—>3')(bp) PP SNaPshot™-Primer (5'->3'") SP
rs7792135 " " " 4 ACACATCAATTTTGTGICT D
rsl12668520 TAATGCACATTGTCGTGCTTCTCAG AGATTACTGCTCTCATTCAGGGCTATAGA 599 4 (GACT) ,CAATAACACACTTAAATCGTACAGTGTGAAA D
rs17170218 " " " 4 AGATTACTGCTCTCATTCAGGGCTATAGA C
rs3750117 GAAAGGTAGCTTTTTGCAGGTATATTTGATTAC GCAGGACTTTTAATTTATTCCTACTGGACTTC 514 4 (GACT) ;AAGAACAGGATCAACTTCAATAGCGTA D
rsl17170153 " " " 4 (TGAC) ,TAGAGAGATTAGATAATTAGAGCTCATTTTGTTATTC D
rs4394301 TGACATGCCTGTGAGACGTACAAGAGAAG GGTCAGGCAATTTCTTCCAGCTTACACTG 152 4 (CTGA) sCTTTCCTGCTCAGATTTCTCCTTTG C
RRM1

rsl1561876 CACCTCTGGGGTTCAGCTTCTGTC ATCTGAGGCACACATGTCAGAAGCTACTC 162 3 (GACT) 4,GGTTTCTTGTTTCTGTCTCTTGCTTTC C
rs1465952 TCCTTTGCCCAGGGAAAATGAAAC GGTAACCCTGCCCACAGAGCTTCT 64 3 (CTGA) 4,CTGGAAAATGAAACTTGAATGCACAT D
rs11030918 GCCACCATCCACTGAAGAACCCTAAAAG CGGGGTTCGAATGACGTTACTCGAC 596 3 GACTTGACCCTGCCCTGCTTAAAAT C
rsl12806698 " " " 3 GTCGCCTGTCAGTCTGTGAAG D
rs10835613 CCACCCATATTTCCGTCTCCTTATTTAG CTGCAACATTCTTGCGCTCTAAAATGTA 512 3 CCACCCATATTTCCGTCTCCTTATTTAG C
rs7932702 " " " 3 TCTAGGGGAGGACAAAGATC D
rs10498198 " " " 3 CTGCAACATTCTTGCGCTCTAAAATGTA C
rs183484 TGGGCATTTTTCCAAAGCAGAAGTAG CCTTGTTCCCACCTTGATCCACATATC 244 3 CCTTGTTCCCACCTTGATCCACATATC D
rs9937 GGGTTTGAAGACTGGGATGTATTATTTAAGGAC GCTGCTGTGTTCCTCTCCTTCTCTTC 138 4 (TGAC) ,TATTGGATTAGCCGCTGGTCT D
rs1042858 " " " 4 (ACTG) ;ACTTTAGAGTGAACTGGATTGGATTAGC C
rs1042919 CCTGTTGCAGGCAAAAGGAGTAATTG CTTACTTAACCACTCCCTGTATGCAAGATGAC 201 4 GGAGTAATTGATTTAAAGTACTGTTAATGATG D
RRM2

rs7574663 CAGGGGTCAGGAAAACAAGTTCATTGAC CTTCTTTTCCCCACGACATTGACTTTGAA 121 3 (CTT) ,TTCCCCACGACATTGACTTTGAA D
rs1130609 CGGGAGATTTAAAGGCTGCTGGAG GACACGGAGGGAGAGCATAGTGG 115 4 GACACGGAGGGAGAGCATAGTGG D
rs6741290 TTAGGAAATCGAGCGCTCACAAATC TACTGGCAGCATCGCACTCTTTGTAC 160 4 TGACTAAGTTGAGCATATGACATAAAATATCAAAGAA C
rs4668664 AATGGGACTGAGCTTGCCTTGGT CTCAGCCATACTGAGAGCACTTGAACTC 98 3 AATGGGACTGAGCTTGCCTTGGT C
rs1138729 GGGATTGCAGGCGTGATAAACAAATATTC GCCTGTACCTCACAATGCAAGACAAAG 343 4 (GACT) 4CAGTATTTGAACGTCGTCCTGTTT C
ENT1

rs9357436 CAACCCTACAATAGCACATGGTCATC TAAAGGAAGCAGAAGAGAGGAGCTAGAGAG 111 (TGAC) 3TTTCCTCTCCTTCCAGTTGCTTC E
rs2297393 AGGCAAATCCAGCCAGAGACTGATTC GCTGGCTGAGAATGAACAGCAGACAG 726 5 CCTACCCCCACCAATCC F


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=7792135
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=12668520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=17170218
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=3750117
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=17170153
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=4394301
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1561876
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1465952
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=11030918
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=12806698
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10835613
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=7932702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10498198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=183484
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=9937
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1042858
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1042919
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=7574663
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1130609
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=6741290
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=4668664
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=9357436
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=2297393
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rs—Nummer PCR-Primer, vorwarts (5'->3') PCR-Primer, riickwarts (5'->3') (bp) PP SNaPshot™-Primer (5'->3'") SP
rs3734701 " " " 5 (GACT) 4,GCTTCGATTGCTGCTGTCC F
rs1057985 CCAGTGCTTAACTGAGGGACAAGTG TGCCAGGCCAGGTTAAACTGTT 242 5 (ACTG) sCAGGTCTGCCTCCATA E
rs66872347 CATCGGTTTCCTTCGGGAGTCTTC GCCCCTAGTTCTCTCCCTCCTCATCTC 385 5 CTGACTCGCAGCCCGCGCCG F
rs67057732 " " " 5 (GACT) 4 CCATAGCCACAGCTGGAGA F
rs6914414 CACTTGGCATCATGGAGTCTTGATTTG CAACAGAGCAAGACCTTGTCTGAAAACAC 445 5 (TGAC) s TAGGCGTGAGCCACCAC F
rs9462977 CAATGGCAGGATGATGGCTCACTGA GGCCTTGTGACAGGGCTGGGACTAG 354 5 (CTGA) (CTTAGAGCCCGGGAGGAC F
rsl11274220 FAM-GATCCCCATCGATCTGGTCGGTATC CTCCTGGTAAGCAAAGCCGAGGACTG 271 Fia

rs693955 GACGGGTGATCCCCATCGATC CTCCTGGTAAGCAAAGCCGAGGACTG 278 E, (ACTG) sACTTAAGCAAAGCCGAGGACTGT E
rs1886884 GGCTGAGCTGCCTGACACTCAAG AGAGCTGGTGAGTGGAGGAGCTAGAATC 195 5 ACTGACTAAGTCAGGCTGGGAATGATCT F
rs747199 TCTTGGAAAACCGGCCAGCAACTAG AGGCCCCTCTCTGCAAGTCTGGTCT 181 5 (ACTG) 4ACTTGGCTGGAAAGAAAGGTTAAG E
rs9394992 CCTCCTGTGCCAAAGGCTATGAAAC TGGGAAATGACTGAGCTGTGCAATAAG 315 5 GCAGTTCCCTGAAGGCCT E
rs324148 TGCCCTGGGTGGTATGAACTACAAAG TCCCAGACCCAGCATGAAGAAGATAAG 640 5 GAAGAGAGGGCCTTAGAGCC E
rs324149 " " " 5 ACTGACTCCCATAAGAGGACACATGCAAA E
rs45573936 TCAGAAAGTGCCTTCGGCTACTTTATC CCCAGGTAACAGATGATGGTCAAAATG 71 5 (TGAC) sTCAGGTAACAGATGATGGTCAAAATG E
rs1128930 GACCCAGAGAGGGAACCCAAGAAAG ACGTGTATGGTGGGGTTGTCTTTCACTC 768 5 (ACTG) 4GGCAGGTATGTGTATATACATATATTCAT E
rs760370 " " " 5 (TGAC) ,TGGAGGTGGAGACAGGTTTGC E
PTCH1

rs71366293 AGCAGCAGCGGCTGGTCTGTC FAM-CGTTACCAGCCGAGGCCATGTTG 190 Fia

rs10512249 CTTTTCTCGTTATGCTTTGGTGGTTGA GCGGGTGTAACTGCAAAATTATTAGCAC 306 6 ACTGACTCATGAAGTGAGCCCAGTGAGAG G
rs473902 " " " 6 (GACT) sTTCCCATGGCAACACGC G
rs574688 GGCCACACTCTGCCAATCATTGC GCATTAGACATGCGAGATGCAATTCA 255 6 TGCATTAGACATGCGAGATGCAATTCA H
rs2066836 TGCCACGTATCTGCTCACACAGTC GTTCAGGATCACCACAGCCTTCATC 101 6 TCACAGCCTTCTTCATGGC G
rs2236407 GCACCCCCAACCCAAGACAGTATTAAG GGACCCTGCAGGAAATTCTCCAC 247 6 GGACCCTGCAGGAAATTCTCCAC G
rs357564 ATTGGCTCCCCAGGGTTGACTGAG CTGGGTTCCGAGGGTTGTGAGAAC 371 6 GTCTCTGCGCGGTCTGTAG H
rs357565 TGGAGCCATCAGAAACTGTTGTTTCATC TGGCCATATTTTTCTCCATGCCTATGATG 510 6 (CTGA) ,CTGCTTTTAGTGTGATCATCACCCAAATA G
rs16909856 CCCAGGCCAGGAGCTTGACTGTTA GGGGCTGTCCAATTCTCACTCAGA 343 © CCCAGGCCAGGAGCTTGACTGTTA H
rs357563 " " " 6 GGGGCTGTCCAATTCTCACTCAGA G


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=3734701
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1057985
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=66872347
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=67057732
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=6914414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=9462977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=11274220
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=693955
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1886884
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=9394992
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=324148
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=324149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=45573936
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1128930
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=760370
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=71366293
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10512249
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=473902
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=574688
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2066836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2236407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=357564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=357565
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=16909856
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=357563
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rs—Nummer PCR-Primer, vorwarts (5'->3') PCR-Primer, riickwarts (5'->3') (bp) PP SNaPshot™-Primer (5'->3'") SP
SHH

rs288746 CACCGAGTCTTGTTAACGCTCAGCCTCT GTTTCCAGAAGTTCCCTTTGCAGATCAAC 122 6 CACCGAGTCTTGTTAACGCTCAGCCTCT H
rs872723 CTCACCCCTGGCTCTGCACTTTG CCTCTGTGGACCGAGGATAATTATGAGTG 380 6 ACTGTGCCTTAGAAAAATGTAAAAATACTGCT G
rs756884 AATCCCCCTCCCACAAACATGAAG GCCTCCTGGCTTTTCCAGTTGAG 180 6 (ACTG) ,ACTCTACGTTCGTTCGTTCGTACAGT H
rs9333596 " " " 6 (ACTG) sACTCACCTCCCCACCAAAGAAT H
rsl1233556 GCCCTCTGCAGAAGTCACCTTG GCACTGACTTGCTTCCTGGATGTTTAC 156 6 (TGAC) 4,<TCAGTTCCCCCTCTTTAAATCCC H
rs1233571 GCTGGAGAAACCTCAGCTCTGTITTG GGCTTACACATCAGGCTTTGCTAGTTAAG 138 6 (CTGA) sCTGTTTGTATTTATTGTGTGAAGCTCTTTCTAC G
rs1233560 CAGGCTTAGGGAACAGGAGTGAACAGAC AACCATCGCACTTCCTCCGAGATTG 277 6 GGCTCCAGAGGCCCTGC G
SMO

rs6962740 AACCCTTTAAACAATCCTCGTGAGAACTC AGGTGGGTTTTGAATCCAGGACTAAAG 376 6 (CTGA) sATGGTTTAGCACCATCCTCCT G
rsl11762252 CCAGCTCAAGTCTTCAATTTTGCTTCAG GAGGGGGATGTGACTAGACAAGACACAG 191 6 (GACT) 4,CATCTGGGTCAATAACTAGACCACAGT H
rs2718107 CGCCCAACCAGTACCATGCTCTATAGAC TGTGTCATCAGGCAATGTCATCTTTGTGT 398 6 TGTGTCATCAGGCAATGTCATCTTTGTGT H
rs4731562 CGCACTGGACAGAGCCTCTTCTGTTC CCCCTCCTCACTCTGACCCACAGAC 743 6 (ACTG) sACTAGAACCCTTGTTCCTCTTACCAAG H
rs2566871 " " " 6 TCACTCTGACCCACAGAC H
rs2228617 CCTCTCTCGGGCAAGACCTCCTAC CGGTAGTTCTTGTAGCCCACAAAACAAAT 234 6 CGGTAGTTCTTGTAGCCCACAAAACAAAT G

Tab. 1 Primer zur Genotypisierung. Die Primer fur Polymeraseketten-Reaktion (PCR) und SNaPshot™-PCR sind mit ihrer rs-Nummer geméanR der NCBI-Datenbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) angegeben und nach Genen geordnet. Zu jedem Primerpaar (vorwarts und rickwarts) ist die entsprechende Fragmentlange (FL)
des PCR-Produktes in Basenpaaren (bp) und die Zuteilung in die sechs Multiplex-PCR-Pools (PP) angefiuihrt. Es wurden zwei Einzel-PCRs (Ey;,) und zwei
Fragmentlangenanalysen (F ) durchgefiihrt. Unter “SP” ist die Zugehérigkeit der Primer zu den acht SNaPshot' "'-Primerpools (SP) von A bis H aufgelistet.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=288746
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=872723
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=756884
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=9333596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1233556
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1233571
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1233560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=6962740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=11762252
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=2718107
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=4731562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=2566871
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=2228617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/
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2.4 Verbrauchsmaterial

2,7-ml-K-EDTA-R6hrchen
Labortticher
Mikroschraubréhrchen (2 ml)
NaCl-L6sung, isoton 0,9%

PCR-Folien (Adhesive PCR Foil Seals)
Pipettenspitzen (10 ul), extended length

Pipettenspitzen (10 ul, 100 ul, 1000 pl)
Platten, Thermo fast 384-Well

Platten, Thermo fast 96-Well
ReaktionsgeféaRe (1,5 ml, 2 ml)

Spitzen fr Multipipette plus
(Combitip plus 0,1, 0,2, 0,5, 1,0, 2,5, 5 ml)

Sterile Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)
Streifen, Flat cap strips (8er) fir PCR-Platten

2.5 Wiederverwendbare Materialien
Rahmen und Septen fiir Sequenzierer

Sequenzierplatten

2.6 Kits

EZ1 DNA Blood Kit zur DNA-Isolierung aus
Gesamtblut, vollautomatisch

Multiplex PCR Kit
SNaPshot™- Mastermix

Tag-DNA-Polymerase

Sarstedt, Numbrecht
Kimberly-Clark, Surrey, UK
Sarstedt, Numbrecht

Braun, Melsungen

Abgene, Epsom

Starlab, Ahrensberg
Sarstedt, Numbrecht
Abgene, Epsom

Abgene, Epsom

Sarstedt, Numbrecht

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Nimbrecht

Abgene, Epsom

Applied Biosystems, Darmstadt

Applied Biosystems, Darmstadt

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Applied Biosystems, Darmstadt
Qiagen, Hilden
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2.7 Losungen und Puffer

Probenpuffer fur Gelelektrophorese

Restriktionsenzym-Puffer

TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA-Puffer),
als 10x konzentriert hergestellt, mit HCI
auf pH 8,3 eingestellt

TE-Puffer,
pH 7,5, eingestellt mit HCI

2.8 Software

Adobe Illustrator CS3 (Version 13.0.0)

Bildbearbeitung

Adobe Photoshop CS2 (Version 9.0.2)

Bildbearbeitung

Bromphenolblau
Ficoll Puffer Typ 400
in1% TBE

Tris

MgC|2

Tris

Borsaure

EDTA

Tris

EDTA

3100 Data Collection Software Version 1.0 (Applied Biosystems)

Datenerhebung mit dem 3100 Genetic Analyser Sequenzierer

GeneScan Analysis (Version 3.5.1) (Applied Biosystems)

Auswertung von DNA-Fragment-Analysen im Sequenzierer

HaploView-Software (http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview)

0,25 % (v/v)
15 % (viv)

200 mM
100 mM

1M
1M
30 mM
10 mM

1mM

Software zur grafischen Aufbereitung von Daten aus den Genotyp-Datenbanken.

Microsoft Office

Programme fir Textverarbeitung, Prasentationen und Tabellenkalkulation

OLIGO (http://www.oligo.net)

Software zum Primer-Design


http://www.oligo.net/
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Quantity One S Version 4.2.1 (BioRad)

Grafische Darstellung und Auswertung von Gelbildern unter Bestimmung von

Fragmentlangen

SPSS (Version 12.0) und R (Version 2.13.1)

Statistische Testung auf Korrelation und Grafische Darstellung von Messdaten

2.9 Datenbanken
NCBI (http://www.nih.gov/)

Aus dieser Datenbank wurden Informationen zu Genen und deren Poloymorphismen
gewonnen (Sub-Datenbank dbSNP, http://www.ncbi.nim.gov/SNP). Weiterhin fand sich dort
die Literatur-Datenbank PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed).

HapMap-Projekt (http://www.hapmap.org/index.html.en)

Zu Beginn meiner Dissertation war die HapMap-Datenbank die weltweit umfangreichste und
detaillierteste zur genetischen Variabilitat in unterschiedlichen ethnischen Gruppen. Auf Basis
dieser Daten wurde fur die Kandidatengene meiner Arbeit (ber das paarweise
Kopplungsungleichgewicht (engl. linkage disequilibrium, LD) jeweils der Satz an
Genpolymorphismen bestimmt, welcher die Variabilitat des betrachteten Gens umfassend

reprasentiert (so genannte tagging SNPs, mit Algorithmus der Software HaploView).

1000 humane genome-Projekt (http://www.1000genomes.org/)

Zum Ende meiner Dissertation konnten auf Basis der genomweiten Daten des ,,1000 humane
genome-Projekts” Haufigkeiten einzelner Genvarianten zwischen unterschiedlichen

Ethnizitaten verglichen werden.


http://www.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
http://www.hapmap.org/index.html.en
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3 Methoden

Nachfolgend werden zundchst die Auswahl der Patienten, dann die Genotypisierung auf 109
Marker in Kandidatengenen fir die Gemcitabin-Empfindlichkeit und schliellich die

statistischen Verfahren beschrieben.

3.1 Patientenauswahl und Nachsorge

Als Teilnehmer der klinischen Studie kamen 552 Personen in Betracht, die zwischen 2003 und
2010 in der Abteilung fur Allgemein- und Viszeralchirurgie der Universitatsmedizin
Gottingen wegen des Verdachts eines malignen Pankreasprozesses behandelt wurden. Die
Patienten hatten im Rahmen des Therapieaufenthalts in DNA-Analysen eingewilligt. Aus
EDTA-Blutproben oder asservierten Leukozyten-Pellets wurde spater DNA isoliert.

Fur meine Studie kamen schlieBlich nur histopathologisch gesicherte duktale Adenokarzinome
des Pankreas in Frage, bei denen eine Gemcitabin-haltige Chemotherapie durchgefuhrt wurde.
Unter Sichtung von Arztbriefen, OP-Berichten und Pathologiebefunden wurde dies tUberpruft.
Nicht weiter berticksichtigt wurden in diesem Zusammenhang benigne Prozesse des Pankreas
(z.B. chronische Pankreatitis, zystische Prozesse), Tumore abweichender Entitat wie
neuroendokrine Tumore, IPMN (intraduktale papillar-muzindse Neoplasien), Tumore mit
adenosquama@sen bzw. zystischen Anteilen sowie alle Tumore, deren Ursprungslokalisation
nicht im Pankreas selbst lag (z.B. Karzinome der Papilla Vateri). Aufgrund der per se besseren
Prognose von Patienten mit histopathologischem Tumorgrading G1 blieben auch diese Félle
von den weiteren Betrachtungen ausgeschlossen. Patienten, die postoperativ nicht mit
Gemcitabin behandelt wurden, sowie Patienten, fiir die es nicht mdglich war, Daten zur
Nachsorge zu erheben, blieben ebenfalls unberiicksichtigt. Einschrankungen hinsichtlich des
Alters der Patienten gab es nicht.

Zur Nachsorge der Therapieverldufe der Studienpatienten wurden ca. 90 Hausarztpraxen und
40 onkologischen Praxen bzw. Ambulanzen im Raum Sudniedersachsen und Nordhessen
kontaktiert. So konnten Informationen zur HauptzielgroRe Uberlebenszeit der Patienten ab
Beginn der Gemcitabin-Therapie erfasst werden. Weiterhin wurden Art und Dauer der
Chemotherapie dokumentiert. Hierzu gehorten Angaben zu maoglichen
Kombinationspraparaten, Zyklenzahl und Dosis der einzelnen Gemcitabingaben. Griinde fir
die Beendigung der Therapie wurden ebenfalls erfragt. Um den Aspekt der Hamatotoxizitat
der Gemcitabin-Therapie als Nebenzielgrofie in die Auswertungen einbeziehen zu kdnnen,
wurde der Verlauf der hdmatologischen Kumulativbefunde fiir die ersten 42 Therapietage

verfolgt.
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3.2 Genotypisierung

Als Untersuchungsmaterial diente genomische Keimbahn-DNA aus Zellen des peripheren
Blutes. Die gewiinschten Genabschnitte wurden mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) im
Einzel- und Multiplex-PCR-Verfahren vervielféltigt (siehe Kapitel 3.2.3). Hierbei waren
Gradienten-PCR und Gelelektrophorese (3.2.4) entscheidend zur Etablierung der Reaktion.
Die meisten Genvarianten wurden mit dem Primerextensionsverfahren (SNaPshot™) typisiert
(siehe Abschnitt 3.2.5). In zwei Fallen war eine Fragmentldngenanalyse erforderlich (siehe
Kapitel 3.2.6).

3.2.1 Isolierung von genomischer DNA

Das EDTA-BIlut der Studienpatienten hatte zur Konservierung bei -20°C gelagert. Unter
Zuhilfenahme des Bio Robots EZ1 (Qiagen) und des EZ1 DNA Blood Kits (Qiagen) konnte
aus den zuvor auf Zimmertemperatur gebrachten Blutproben die DNA extrahiert werden.
Dabei wurde nach dem Herstellerprotokoll verfahren. Aus 350 pl Vollblut eines Patienten
wurden 200 ul DNA-Eluat gewonnen. Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte
photometrisch (siehe Abschnitt 3.2.2). In einer Endkonzentration von 10 ng/ul wurden die
gewonnenen DNA-Proben in destilliertem Wasser (ddH,O) gelost und zur Lagerung bei
-20°C auf 96-Well-Platten Ubertragen.

3.2.2 Quantifizierung von genomischer DNA

Die Bestimmung der DNA-Menge erfolgte durch Ermittlung der optischen Dichte (OD) im
Photometer (Eppendorf) unter Einsatz von UV-durchlassigen Kivetten (UVetten 50-1000 pl,
Eppendorf). Ein spezieller Adapter der Firma Implen machte die Messung kleiner Mengen
unverdinnter Nukleinsaureproben im Mikroliterbereich moéglich. So konnte aus jeder
isolierten Nukleinséureprobe jeweils 3 ul auf die Messzelle (LabelGuard™, Firma Implen)
aufgetragen werden. War die Messung erfolgt, wurden Messfenster und Deckel des
Mikroliteradapters mit Ethanol gereinigt. Als Leerwert wurde ddH,O genutzt.

Eine OD von 1, bei einer Wellenldange von 260 nm, entspricht einer DNA-Konzentration von
50 pg/ml. Dabei beruht die Konzentrationsbestimmung von DNA auf dem bekannten
Absorptionsmaximum von Nukleinsduren bei 260 nm. Verunreinigungen der Proben durch
Proteine kénnen aufgrund ihres abweichenden Absorptionsmaximums von 280 nm erkannt
werden. Der Quotient aus Extinktionyeo / Extinktionygy dient als MaRstab fiir die Reinheit einer
Nukleinsaureldsung. Werte zwischen 1,8 und 2,0 lassen auf Proben mit hohem Reinheitsgrad

der Nukleinsdure schlieBen und machen eine Verunreinigung unwahrscheinlich.
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3.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) st eine in-vitro-Methode zur enzymatischen
Vervielfaltigung von doppelstrangigen Nukleinsduren. Sie ermoglicht die Amplifikation
bestimmter DNA-Fragmente in GrolRenordnungen bis zu > 10 Milliarden. Dabei wird im
Optimalfall von einer Verdopplung der kopierten DNA-Strange wahrend eines
Reaktionszyklus ausgegangen. Ein PCR-Zyklus besteht aus den drei Schritten Denaturierung,
Hybridisierung (Annealing) und Elongation. Diese sich stetig wiederholende Abfolge (z.B. 35
Mal) stellt das Hauptprinzip der PCR dar. Hierbei kommt es initial zur Trennung der
komplementdren DNA-Strange durch Erhitzung des Reaktionsansatzes auf 95°C
(Denaturierung). Der Reaktionsansatz besteht klassischerweise aus Reaktionspuffer,
Nukleotiden mit den vier unterschiedlichen Basen, den beiden spezifischen
Oligonukleotidprimern, einer DNA-Polymerase und dem DNA-Template. Zur Verbesserung
der Amplifikation von GC-reichen Regionen kann zusétzlich Q-Solution der Firma Qiagen
verwendet werden. Wahrend des sich anschlieBenden Reaktionsschritts der Hybridisierung
wird es den Oligonukleotidprimern durch Senkung der Temperatur auf 57 - 70°C ermdglicht
sich an die vorliegenden DNA-Einzelstrange anzulagern. Der einmal gebundene Primer dient
der DNA-Polymerase als Startpunkt fir den Einbau von Nukleotiden (dNTPs). Hierbei erfolgt
die Anlagerung der dNTPs in den entstehenden Strang komplementar zum jeweiligen
Nukleotid der DNA-Matrize (Elongination). Dieser Vorgang startet stets am 3'-Ende des
Primers. Die verwendete Tag-DNA-Polymerase ist thermostabil und kann so die initialen
Denaturierungsschritte bis 95°C berdauern. Mit der Erhéhung der Reaktionstemperatur auf
72°C wird ihr Temperaturoptimun erreicht. Zusatzlich wird ein Bindungsbruch zwischen nicht
vollstdndig komplementéren Primer-DNA-Komplexen erzeugt, was die unerwiinschte
Entstehung von Nebenprodukten vermeidet. Der gesamten Reaktion ist initial ein
Denaturierungsschritt bei 95°C vorgeschaltet. Zum Ende der Reaktion folgt ein einmaliger,
10-mindtiger Elongationsschritt in  dem nicht komplett synthetisierte Fragmente
vervollstandigt werden sollen. Die Standard-PCR-Bedingungen sind in Tab.2 aufgefihrt.

Phase Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 95 °C 5 min

Denaturierung 95 °C 30s

Anlagerung 50-70 °C 30s 35 Zyklen
Verlangerung 72 °C 1 min/kb

Terminale Elongation 72 °C 10 min

Lagerung 8°C °0

Tab. 2 Standard-Bedingungen fir PCR mit Tag-Polymerase.
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Entscheidend fiur die Spezifitdit der PCR-Reaktion ist die Sequenz der einzelnen Primer,
welche die zu amplifizierende Zielregionen der DNA-Matrize flankieren. Fir diese Arbeit
wurden Primer mit Hilfe des Programms OLIGO ausgewéhlt. Die Lange der Primer lag meist
zwischen 20 und 30 Nukleotiden. Eine Auflistung aller verwendeten PCR-Primer zeigt Tab. 1
im Materialteil dieser Arbeit (siehe Kapitel 2.3).

Zur Etablierung idealer PCR-Bedingungen (optimale Annealing-Temperatur, mit oder ohne
Q-Solution) wurde jeweils eine Gradienten-PCR durchgefiihrt. Damit sollte die
Amplifizierung einer moglichst hohen Kopienzahl der gewinschten DNA-Fragmente
gewahrleistet und das Auftreten von Nebenprodukten minimiert werden. Hierfur wurden stets
zwei Reaktionsansétze (mit und ohne Q-Solution) auf eine 96-Well-Platte vorgelegt und mit
DNA versetzt. Um mehrere Temperaturen gleichzeitig zu testen, wurden die Proben dann im
Heizblock entlang eines Temperaturgradienten (57 - 70°C) angeordnet. Der Reaktionsansatz,
wie auch die Reaktionsbedingungen im Thermocycler, entsprachen hierbei dem Protokoll des
Herstellers. Nach Ablauf der Reaktion konnten die PCR-Produkte auf ein Agarosegel
aufgetragen und ausgewertet werden (siehe Kapitel 3.2.4, Abb. 3).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde standardmaRig das Multiplex-Verfahren (M-PCR) verwandt.
Es ermdglicht die Vervielféltigung von bis zu 25 PCR-Fragmenten gleich mehrerer DNA-
Abschnitte. Sechs Multiplex-PCR’s mit neun bis maximal 18 Fragmenten konnten im Rahmen
der Genotypisierung der Kandidatengene CDA, CMPK1, DCK, DCTD, ENT1, NT5CS,
PTCH1, RRM1, RRM2, SHH und SMO etabliert werden. Ein Standard-Reaktionsansatz fur
eine Multiplex-PCR ist in Tab. 3 aufgefuhrt. Die einzelnen Primer waren in TE-Puffer geldst
und innerhalb der sechs Primer-Pools (siehe Tab. 1 in Kapitel 2.3) auf eine Konzentration von
2 UM gebracht worden.

Volumen/Reaktion

Multiplex-Mastermix (Qiagen) 6 ul

Q-Solution (5x%) 1,2 pl
Primer-Pool 1,2 pl
ddH,O 2,8 ul

Tab. 3 Pipettierschema fur Multiplex-PCR.

Ein DNA-Fragment im ENT1-Gen und ein Fragment im DCK-Gen konnten mit der Multiplex-
Methode nicht zufriedenstellend vervielfaltigt werden. In diesen Fallen kam jeweils eine
Einzel-PCR zur Anwendung. Das Pipettierschema hierfur findet sich in Tab. 4. Es wurde
angestrebt, den Reaktionsansatz auf ein Gesamtvolumen wvon 12pul je Probe

zusammenzustellen.
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Volumen/Reaktion Endkonzentration
10 x PCR Puffer 1,2 pl 1x
Q-Solution (5x) (optional) 2,4 ul 1x
dNTP (10mM each)) 0,24 ul 0,2 mM
Primer-F (100 uM) 0,12 ul 1uM
Primer-R (100 uM) 0,12 pl 1uM
Taq Polymerase (5U/ul) 0,06 pl 0,025 U/pl
ddH,O 5,86 ul
Total 10 pl
Genomische DNA (10 pg/ml) 2ul

Tab. 4 Pipettierschema fur Einzel-PCR im 12-pl-MaRstab.

3.2.4 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Der Begriff Elektrophorese steht fiir die Wanderung geladener Teilchen durch ein
Trégermaterial in einem elektrischen Feld. Je nach GroRe und Ladung besitzen Teilchen eine
bestimmte elektrophoretische Beweglichkeit. Substanzgemische lassen sich dahingehend
auftrennen. Die Gelelektrophorese mit Agarose bietet die Mdglichkeit zur Auftrennung von
Nukleinsdauren. Das Bild einer solchen Gelelektrophorese einer Multiplex-Gradienten-PCR
zeigt Abb. 3. Unter Einfluss des elektrischen Feldes wandern die negativ geladenen
Nukleinsdauren entsprechend ihrer Fragmentlédnge unterschiedlich schnell zur Anode.

Bei dem Polysaccharid Agarose handelt es sich um ein Polymer, bestehend aus verschieden
gekoppelten Galactoseeinheiten. Die Polymere vernetzen sich proportional zur eingesetzten
Menge an Agarose und steigern damit die Geldichte. Diese beeinflusst die Geschwindigkeit,
mit der sich die Nukleinsduren im Tragermedium zur Anode bewegen. Im Rahmen meiner
Arbeit wurde dementsprechend die Agarose-Menge zur Herstellung eines Gels in
Abhéangigkeit der Lange der aufzutrennenden Nukleinsduren gewahlt. Bei kleinen DNA-
Fragmenten, bis maximal 1 kb, lag der Agarosegehalt relativ hoch (2 - 3%). Zur Auftrennung
von groReren DNA-Sticken kamen niedrig-prozentige Agarosegele (0,8 -1%) zur
Anwendung. Ein zwei-prozentiges Agarosegel wurde durch Resuspendierung von 1 g Agarose
in 50 ml TBE-Puffer hergestellt. Das Gemisch wurde so weit aufgekocht, bis sich keine
Schlieren mehr zeigten und die Flussigkeit klar war. Nach leichter Abkihlung und unter
stetem Ruhrvorgang wurde dann 1 pl Ethidiumbromid hinzugegeben. Die interkalierende
Substanz Ethidiumbromid lagert sich in doppelstrangige DNA ein und bindet zwischen den
Nukleinbasen. Fluoreszierend in UV-Licht ermdglicht sie spater das Sichtbarwerden der
DNA-Banden im Gel. War das Gemisch auf ca. 50 - 60°C abgekiihlt, konnte es in einen
vorbereiteten Geltrdger mit Kamm eingebracht werden. Der Kamm hinterlasst nach
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Abkuhlung und Aushartung des Gels Taschen. Das PCR-Produkt wurde anschlieBend mit
Ladepuffer versehen und in Volumina von 15 pl (12 pl PCR-Produkt und 3 pl Ladepuffer) in
diese Taschen hineingegeben. Ein Langenstandard diente jeweils als Referenz. Er wurde unter
Berlcksichtigung der Lange der aufzutrennenden DNA-Fragmente gewahlt und in eine dulRere
Geltasche eingebracht. Kurze Fragmente (bis 1 kb) liefen zusammen mit einer 100 bp Leiter,

langere Fragmente parallel zu einer 1 kb Leiter.

Die Elektrophorese erfolgte in einer Kammer, die zuvor mit einem Gemisch aus TBE-Puffer
und Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) befullt worden war. Bei einer konstanten Spannung von
120 V variierten die Auftrennungszeiten bedingt durch Unterschiede in den betrachteten
Fragmentlangen im Bereich von 50 - 80 Minuten. Unter Zuhilfenahme des Fluor-S™
Multilmagers und der Software Quantity One®S konnten die DNA-Banden bei einer
Wellenldange von 302 nm des applizierten UV-Lichts sichtbar gemacht und ausgewertet

werden.

LS

1000 bp
13 (651 bp)
12 (582 bp)

500 bp
400 bp |— 11 (368 bp)
— 10 (348 bp)
300 bp — 9(317 bp)
8 (252 bp)

7(205 b

200 bp t 6%191 bS}
— 5(166 bp
— 4(151bp
— 3 (142 bp)
— 2(128 bp)
100 bp <€4— 1(105 bp)

Temperatur in°C 62,6 64,8 66,6 69,0 591 62,6 64,8 66,6 69,0
\ ) \ )
| I

ohne Q-Solution mit Q-Solution

Abb. 3 Gelbild einer Multiplex-Gradienten-PCR. Es wurden fiinf Annealing-Temperaturen mit Q-
Solution (rechts) und vier ohne (links) gewéahlt. Die Temperaturen sind im unteren Teil der Abbildung
angegeben. Der Langenstandard (LS) befand sich in der linken auf3eren Spur und ist mit der jeweiligen
GrofRe in Basenpaaren (bp) gekennzeichnet. In aufsteigender Fragmentlange sind am rechten Bildrand
die 13 erwarteten PCR-Banden gezeigt. Das Gelfoto entstand im Rahmen der Etablierung der Multiplex-
PCR zur Genotypisierung des CDA-Gens. Optimale Reaktionsbedingungen (markiert mit ,,*«) fanden
sich bei 66,6°C, ohne die Verwendung von Q-Solution.
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3.2.5 Bestimmung von Genotypen mittels Primerextension (SNaPshot™)

Die Methode der Primerextension (SNaPshot ) bietet die Mdglichkeit, mehrere genetische
Polymorphismen (engl. single nucleotid polymorphismen, SNPs) in einer Reaktion zu
bestimmen. Insgesamt 109 SNPs der elf Kandidatengene (CDA, CMPK1, DCK, DCTD, ENT1,
NT5C3, PTCH1, RRM1, RRM2, SHH und SMO) wurden im Rahmen dieser Arbeit an 142
Patientenproben  mittels  SNaPshot™-Methode  bestimmt.  Weitere 153  Proben
vorangegangener  Probandenstudien der Abteilung Klinische Pharmakologie der

Universitatsmedizin Goéttingen (Preu 2009; Kuschel 2011) kamen hinzu.

Das Prinzip der Primerextension beruht darauf, dass zundchst der Genombereich, der den
gesuchten Polymorphismus flankiert, durch PCR amplifiziert wird. Das PCR-Produkt wird
danach durch Zugabe der Restriktionsenzyme Exonuklease 1 (Exol) und SAP (shrimp alkalic
phosphatase) enzymatisch aufgereinigt. Exol baut einzelstrangige Primer-DNA ab und
verhindert so deren spatere Extension. SAP dephosphoryliert ihrerseits alle nicht gebundenen
dNTPs am 5'-Ende, die damit in folgenden Reaktionsschritten nicht mehr als Substrate flr
weitere Kettenverlangerungen zur Verfligung stehen. Fir die Aufreinigung wurden je Probe
5 ul-Aliquots eines Verdau-Mixes (1 pl SAP-Puffer (10x), 2,82 ul Exol und 1,18 pl SAP) auf
eine 384-Well-Platte vorgelegt und mit je 10 ul PCR-Produkt versetzt. Dieser Ansatz kam fur
3 h bei 37°C zur Inkubation. Die Enzyme wurden danach bei 80°C fiir 15 min inaktiviert.

Darauf  folgte die eigentliche = SNaPshot™-Reaktion.  Hierbei  findet eine
Einzelbasenverlangerung am 3'-Ende eines direkt neben der polymorphen Stelle bindenden
spezifischen Primers statt. Am 3-Ende des Primers lagern sich farbmarkierte
Didesoxyribonukleosidtriphosphate (ddNTPs) an. Im Gegensatz zu den Desoxribonukleosid-
triphosphaten (dNTPs) der klassischen PCR fehlt ddNTPs eine Hydroxylgruppe an ihrem
3'-Ende. Ein strangverlangernder Einbau weiterer Nukleotidbausteine iber das ddNTP hinaus
ist somit unmdglich. Die Anlagerung jeweils eines ddNTPs, komplementar zum vorliegenden
Allel des Polymorphismus, wird gewéhrleistet. Die Markierung der ddNTPs mit
Fluoreszenzfarbstoff (FS) richtet sich dabei nach der jeweiligen Base: Adenin, grin (FS:
dR6G); Thymin, rot (FS: dROX™); Cytosin, schwarz (FS: dTAMRA™) und Guanin, blau
(FS: dR110). Uber diese farbliche Markierung kann das vorliegende Allel bei der spéteren
Auswertung im Elektropherogramm bestimmt werden. Die vorbekannte Lange (Anzahl an
Nukleotidbausteinen) der Primer ermdglicht es, mehrere polymorphe Stellen in einer Reaktion
nachzuweisen, wenn die zu extendierenden Primer hierdurch mittels Kapillarelektrophorese

getrennt werden konnen. Die fur diese Arbeit verwendeten SNaPshot™-Primer sind mit ihren
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Sequenzen und in ihrer Zugehdrigkeit zu einem der neun Primer-Pools in Tab. 1 (Kapitel 2.3)
aufgelistet. Es wurden diejenigen Primer in einem Pool zusammengefasst, die gemeinsam in
einem Elektropherogramm analysiert werden sollten. Die Konzentration der Primer innnerhalb

der Pools variierte zwischen 2 und 15 uM und wurde jeweils der Signalstarke angepasst.

Der Reaktionsansatz der SNaPshot™-Reaktion beinhaltete den SNaPshot™-Mastermix (ABI
PRISM SNaPshot™-Multiplex-Kit), einen gepoolten Primermix (10-fach konzentriert) und
ddH,O (siehe Tab. 5). Fir jede Probe wurden 3 pl des Ansatzes auf eine 384-Well-Platte
ausgebracht. Waren 2 pl PCR-Produkt je Well hinzugegeben, erfolgte die SNaPshot™-
Reaktion gemall der Angaben des Herstellers in einem 384-Well-Thermocycler. Die

Reaktionsbedingungen sind in Tab. 5 veranschaulicht.

Reaktionsansatz pl | Reaktionsbedingungen

SNaPshot™-Mastermix 0,5 | Phase Temperatur Zeit

Primermix 0,5 | Denaturierung 96 °C 10 s

ddH,O 2,0 [ Annealing 50 °C 5s 26 Zyklen
aufgereinigtes PCR- . .

Produkt 2,0 | Elongation 60 °C 30s

Tab. 5 Reaktionsansatz und Reaktionsbedingungen fur SNaPshot™-PCR.

Zur Eliminierung tberschissiger ddNTPs, die bei der spateren Analyse im Sequenzierer durch
Bildung von Nebenprodukten zu erheblichen Storsignalen fiihren konnten, wurde der
Reaktionsansatz im Anschluss wiederum mit SAP versetzt. Hierzu wurde je Probe 1 pl einer
1:1-Mischung aus SAP-Puffer (10x) und SAP (1 U/ul) zugegeben und der Ansatz fiir 30 min
bei 37°C im Warmeschrank inkubiert. Auf die Hitzeinaktivierung des Enzyms konnte

verzichtet werden, war die Weiternutzung der Proben am gleichen Tag gewéhrleistet.

Fur die anschlielende Auftrennung der markierten Primer im Sequenzierer wurde pro Probe
10 ul einer 1:100-Mischung aus Gene-Scan-120-Langenstandard und HIDI-Formamid auf
eine 96-Well-Sequenzierplatte vorgelegt. AnschlieBend wurde 1 pl des aufgereinigten
SNaPshot™-PCR-Produkts hinzugegeben und der Ansatz gut durchmischt. SchlieRlich
erfolgte die Denaturierung der extendierten Primer durch Erhitzung des Reaktionsansatzes auf
95°C fir 10 min im 96-Well-Thermocycler. Die Renaturierung der Primer sollte durch die
Zugabe von Formamid vermieden werden. Zuséatzlich wurden die Proben sofort nach
Beendigung der Inkubationszeit auf Eis Gberflhrt. Einer 10-minitigen Abkuhlung folgte das
Einfligen der 96-Well-Platte in einen Sequenzierplattentrédger. Die so stabilisierte Platte konnte
in den Sequenzierer verbracht und mittels GeneScan Analysis Software (Version 3.5.1)

analysiert werden. Ein Beispiel fir ein Elektropherogramm ist in Abb. 4 illustriert.
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Abb. 4 SNaPshot™-Elektropherogramm fir zehn Polymorphismen des ENT1-Gens. Zu allen
Polymorphismen sind rs-Nummer und Basenaustausch unterhalb der Abbildung aufgefihrt. Die
Genotypenkonfiguration der gezeigten Probe ist oberhalb des jeweiligen Signalpeaks angegeben.
Hinsichtlich der Peakfarbe entspricht blau - Guanin (G), schwarz - Cytosin (C), griin - Adenin (A) und
rot - Thymin (T). Homozygote Allelauspragung besteht bei singularem Signalpeak, Heterozygotie bei zwei
zusammenhéngenden Peaks unterschiedlicher Farbe. Der Langenstandard ist mit ,,* gekennzeichnet.

3.2.6 Fragmentldngenanalyse zweier Insertionspolymorphismen

Far zwei Insertionspolymorphismen der Gene ENT1 und PTCH1 war es mittels SNaPshot™-
Methode nicht mdglich gewesen, die jeweiligen Allelkonfigurationen exakt zu differenzieren.
In diesen Fallen wurde jeweils eine Fragmentlangenanalyse durchgefiihrt. Bei dem ENT1-SNP
rs11274220, lokalisiert auf Intron 1, handelt es sich um eine 20 Basenpaar-messende
Insertionsvariante (Del > Ins 20bp). Der PTCH1-SNP rs71366293 ist seinerseits ein drei
Basenpaar messender Insertionspolymorphismus und befindet sich im 5'UTR-Bereich des
Gens (Del > Ins CGG). Ausgangspunkt der Reaktion war die PCR-basierte Amplifizierung der
DNA-Fragmente von Chromosom 6 (ENT1) bzw. 9 (PTCH1), welche die Insertionen
flankierten. Die Etablierung von optimalen Reaktionsbedingungen erfolgte mit je einer
Gradienten-PCR analog zum Vorgehen bei der PCR (siehe Kapitel 3.2.3). Auch
Reaktionsbedingungen und Reaktionsansatz entsprachen dem der Einzel-PCR (siehe Tab. 2
und Tab. 4 in Kapitel 3.2.3). Entscheidender Unterschied zur Einzel-PCR-Reaktion war, dass

der Vorwartsprimer an seinem 5-Ende mit einer Fluoreszenz-Markierung (6-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=71366293
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=71366293
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Carboxyfluorescein/FAM) versehen wurde. Damit sollte in der spéteren Auswertung die
Unterscheidung der jeweiligen Allelkonfigurationen gewahrleistet sein. Zur Vorbereitung des
PCR-Produkts auf die folgende Kapillarelektrophorese im Sequenziergerat wurde eine 1:200-
Verdiinnung des ROX-400HD-Langenstandards in Formamid (HIDI) hergestellt und je Probe
10 ul des Ansatzes auf eine 96-Well-Sequenzierplatte vorgelegt. Dieser Ansatz wurde dann
mit 1 pl des PCR-Produkts versetzt. Das Ganze kam zur Denaturierung fur 5 min bei 95°C in
den Thermocycler, um im Anschluss direkt fir 10 min auf Eis Gberflhrt zu werden. Danach
wurde die Platte mit einem Rahmen fixiert und zur Kapillarelektrophorese in den Sequenzierer

verbracht. Die Auswertung erfolgte mit der Software GeneScan Analysis (Version 3.5.1).

3.3 Statistik

Zur Auswertung der erhobenen Daten wurden deskriptive und analytische statistische

Verfahren verwandt.

Deskriptive Statistik

Die deskriptive Statistik ermdglicht die ordnende und zusammenfassende Darstellung von
Messdaten. Anhand grafischer Umsetzung und tabellarischer Auflistung sowie der
Berechnung ihrer zentralen Tendenz (LagemaR) und Streuung lassen sich Daten beztglich
ihrer Verteilung charakterisieren. Verteilungen, welche durch einen mathematischen
Parameter dargestellt werden kénnen, werden als parametrisch bezeichnet; zumeist sind das
normal verteilte Datensédtze. Nicht-parametrische Verteilungen hingegen erfullen diese
Vorgabe nicht. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Histogramme zur Verdeutlichung von bi-
bzw. multimodalen Haufigkeitsverteilungen genutzt. Zur Zusammenfassung des Lage- bzw.
StreuungsmaBes eines Messparameters dienten Boxplots als nicht-parametrische
Darstellungsform. Mit Kaplan-Meier-Plots wurden Uberlebensraten in Abhéngigkeit von
genetischen und nicht-genetischen Faktoren veranschaulicht.

Analytische Statistik

Die Testverfahren der analytischen Statistik vergleichen zwei oder mehrere Datensatze
bezuglich signifikanter Unterschiede. Die Auswahl des adéquaten Tests richtet sich nach der
Art der Daten. In meiner Arbeit standen Uberlebenszeitanalysen in Abhangigkeit zumeist
kategorieller Faktoren (Genotypen, Resektionsstatus, Grading, Alter, Geschlecht) im
Vordergrund. Hierftr wurde — bei Betrachtung eines singuldren Faktors — der Log-rank-Test
verwendet. Dabei wurde bei den Genotypen auch ein Alleldosis-abhdngiger Effekt
berucksichtigt. Mit dem Cox-proportional-hazard-Modell wurde fur jede Genvariante das
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Uber die Zeit konstante Sterberisiko der heterozygoten und — wenn moglich — der
homozygoten Variantenallel-Konfiguration bestimmt. Mit einem Cox-Regressionsmodell

wurde der Einfluss mehrerer Faktoren als unanhéngige Variablen analysiert.

Far die kontinuierlichen Variablen der Hamatotoxizitit orientierte sich die Auswahl des
statistischen Testverfahrens daran, ob es sich um verbundene (abhangige) oder unverbundene
(unabhangige) Stichproben handelt und welcher Verteilungstyp (normal oder nicht-normal)
vorlag. Ein mdglicher Zusammenhang zwischen Auspragung des Nadirs und der Zeitdauer bis
zu  dessen Eintreten  wurde mit  dem nicht-parametrischen ~ Spearman-
Rangkorrelationskoeffizient (unverbundene Variablen) durchgefihrt; dieser Test fand
Anwendung auch bei der Prifung eines moglichen Einflusses der Hamatotoxizitatsparameter
auf das Gesamtiberleben. Fur Entwicklung der Leukozyten und Thrombozyten innerhalb der
ersten sieben Tage der Therapie wurde jeweils der paarweise Wilcoxon-Rangsummentest flr
verbundene Stichproben angewandt. Eine Abhéangigkeit der Hamatotoxizitdit von den
untersuchten Genvarianten wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test bei zwei bzw. dem
Jonkheere-Terpstra-Test bei drei Genotyp-Konfigurationen geprift. Letzterer beruicksichtigt
auch die so genannte Alleldosis, d.h. ob das Variantenallel einmal (heterozygot) oder zweimal
vorlag. Hier liegt die Annahme zu Grunde, dass ein relevanter Effekt einer Genvariante bei
homozygotem Variantenallel-Status mindestens so stark sein sollte wie bei heterozygoter
Auspragung.

Als nominal statistisch signifikant galten Analyseergebnisse mit einem P-Wert < 0,05.
Multiples Testen wurde berrlcksichtigt. Samtliche Analysen und Berechnungen erfolgten mit
der SPSS-Software (Version 12.0), ausgenommen das Cox-proportional-hazard-Modell und
die Berechung der False Discovery Rate, welche mit dem Statistik-Paket R durchgefiihrt
wurden (R Version 2.13.1).

3.4 Bioinformatik

Das humane Keimbahn-Genom birgt nach Schédtzungen ca. zehn Millionen genetische
Varianten. Die meisten dieser Varianten (>90%) sind Einzelbasen-Austausche (engl. single
nucleotid polymorphisms, SNPs). Diese sind durch eine Mindestfrequenz des selteneren Allels
von > 1% in der Normalbevolkerung definiert. Im Rahmen dieser Arbeit sollte mit Hilfe des
Kandidatengen-Ansatzes die Bedeutung von SNPs fir das Therapieansprechen wvon

Gemcitabin bei Pankreaskarzinom untersucht werden.
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Auswahl der Kandidatengene

Als Kandidaten wurden Gene ausgewahlt, fur die auf Grund von Literaturdaten und
funktionellen Uberlegungen ein Zusammenhang mit der Wirksamkeit von Gemcitabin belegt
oder sehr wahrscheinlich ist. Dies schloss Gene fiir Metabolismus und Transport von
Gemcitabin sowie den Hedgehog-Signalweg ein; letzterer hat — wie in der Einleitung (Kapitel
1.7) dargelegt — Einfluss darauf, ob Gemcitabin durch das umgebende Stroma an die
Tumorzellen gelangt. Insgesamt wurden elf Gene ausgewdhlt, in denen zusammen 109
Polymorphismen bestimmt wurden. Die elf Kandidatengene mit der Anzahl der jeweils

untersuchten Varianten sind in Tab. 6 aufgelistet.

Gen Anzahl der Genvarianten (SNPs)
Gemcitabin-Metabolismus
CDA 18
CMPK1 7
DCK 5
DCTD 14
NT5C3 8
RRM1 11
RRM2 5
Gemcitabin-Transport
ENT1 18
Hedegehog-Signalweg
PTCH1 10
SHH 7
SMO 6
Gesamt 109

Tab. 6 Kandidatengene mit Anzahl untersuchter Genvarianten (SNPs).

Analysierte Genvarianten

Fur die Auswahl der 109 Polymorphismen zur umfassenden Darstellung der Variabilitat in

den elf genannten Genen kamen folgende Kriterien zur Anwendung:

1. Alle Varianten mit einer in der Literatur beschriebenen funktionellen Bedeutung mit einer
Frequenz des selteneren Allels (MAF) > 2%, 2. alle kodierenden Varianten mit einer MAF >
5%, 3. alle Ubrigen Genvarianten aus der HapMap-Datenbank fir die kaukasische
Bevolkerung mit einer MAF > 5%, welche zur vollstandigen Reprasentation der genetischen
Variabilitat des betreffenden Gens + 5 kb auf Grund der Analyse des Linkage disequilibrium
(LD) nétig waren. Das sogenannte LD beschreibt das Kopplungsungleichgewicht, in dem zweli
Genpolymorphismen zueinander stehen. Je hoher dieses ist, desto weniger unabhéngig sind

zwei genetische Varianten. Fur meine Studie wurde eine Stringenz von r2 = 0,8 festgelegt.
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Hatten zwei Varianten zueinander ein LD von r2>0,8, war nur eine der beiden zu
genotypisieren, da diese den Informationsgehalt der anderen hinreichend abdeckte. Diejenigen
Genvarianten, die unter diesem Kriterium zur Reprdsentation der Variabilitat eines
betreffenden Gens erforderlich waren, werden als tagging SNPs bezeichnet. Die visuelle

Darstellung des LD und die Berechnung der tagging SNPs erfolgten mit der Software
HaploView.

Die zur Genotypisierung erforderlichen Primer fir PCR- und SNaPshot™-Reaktionen wurden
unter Verwendung der Software OLIGO ausgewahlt.
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4 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war, zu untersuchen, ob vererbte Polymorphismen in den Genen des
Gemcitabin-Transports, des Gemcitabin-Metabolismus und des Hedgehog-Signalwegs den
Therapieerfolg von Gemcitabin bei Patienten mit Pankreaskarzinom beeinflussen. Dazu waren
die Uberlebenszeiten, gerechnet vom Beginn der Therapie mit Gemcitabin, zu ermitteln.
Zunéachst wurden allgemeine Parameter wie Alter und Geschlecht der Patienten,
Resektionsstatus und histopathologisches Grading im Hinblick auf eine Beeinflussung des
Uberlebens untersucht; anschlieBend dann in einer explorativen Weise insgesamt 109
Genpolymorphismen in den oben genannten Gruppen an Kandidatengenen. Diese
Genvarianten wurden auch in Bezug zu den erhobenen Hamatotoxizitatsparametern Leuko-
und Thrombozytopenie wahrend der Chemotherapie gesetzt. In dieser Reihenfolge sind die

nachfolgenden Abschnitte gegliedert.

4.1 Patientenkohorte mit Verteilung der Uberlebenszeiten

Zunéchst war es meine Aufgabe, aus dem urspringlichen Pool von 552 mit Verdacht auf einen
malignen Pankreas-Prozess behandelten Patienten eine nach Tumorentitdt und Behandlung
mdglichst homogene Kohorte zu ermitteln. Dazu habe ich eine sorgfaltige Uberpriifung des
histopathologischen Befundes und der durchgefiihrten Chemotherapie vorgenommen. Die
methodischen Details sind in Kapitel 3.1 (S. 23) beschrieben. Infrage kamen nur Patienten mit
einem histologisch gesicherten duktalen Adenokarzinom des Pankreas. Aufgrund der per se
besseren Prognose von Patienten mit histopathologischem Tumorgrading G1 wurden diese
Félle von den Betrachtungen ausgeschlossen. Dariiber hinaus nicht weiter beriicksichtigt
werden konnten Patienten, die postoperativ keine Gemcitabin-Therapie erhalten hatten sowie
Patienten, fur die eine Erhebung von Daten zur Nachsorge unmdglich war. Schlief3lich
resultierte eine Gruppe von 142 Patienten, die beziiglich der HauptzielgroRe Uberlebenszeit
ausgewertet wurde (siehe Flussdiagramm in Abb. 5). Die Nebenzielgrofle Hamatotoxizitat ist
im Abschnitt 4.5 beschrieben.
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Gesamtzahl der betrachteten Patienten
mit Verdacht auf Pankreaskarzinom

552
| Ausschluss beziglich
> histopathologischer Kriterien
- 373
Patienten mit duktalem Adenokarzinom
des Pankreas bei Grading G > 1
179
| Keine Therapie mit Gemcitabin erhalten
>
¢ 34
Patienten mit Gemcitabintherapie
145

| > Keine klinischen Daten zur Therapie
J, 3

Auswertbare Patienten beziiglich
Ansprechen auf Gemcitabin
142

Abb. 5 Flussdiagramm zur Auswahl der Patientenkohorte. Hinsichtlich histologischer Kriterien wurden
ausgeschlossen: Benigne Prozesse des Pankreas (z.B. chronische Pankreatitis, zystische Prozesse),
abweichende Tumorentitdt (z.B. Adenome des Pankreas, Neuroendokrine Tumore), abweichende
Tumorlokalisation (z.B. Papilla Vateri des Duodenum) und Pankreaskarzinome mit einem niedrigen, d.h.
weitgehend differenzierten Grading von G1.

Die basalen Charakteristika zu den 142 Patienten sind in Tab. 7 zusammengestellt. Innerhalb
der Patientenkohorte waren Frauen und Ménner zu gleichen Teilen repréasentiert. Das Alter bei
Beginn der Gemcitabin-Therapie betrug im Median 68 Jahre. Bei 99 Patienten war im Vorfeld
der Chemotherapie eine Resektion des Tumors maglich. Von diesen entfielen jeweils etwa die
Hélfte auf RO- und R1-Resektionsstatus.

Im Rahmen des Tumorstaging zum Zeitpunkt der Diagnosestellung war anhand der TNM-
Klassifikation jeder Tumor hinsichtlich Ausbreitung (T-Stadium), Lymphknotenbefall (N-
Stadium) und Metastasierung (M-Stadium) eingestuft worden. Die Klassifikation erfolgte
nach der fur Pankreaskarzinome tblichen Einteilung. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
war bei der Mehrheit der Patienten der Tumor bereits Uber die Organgrenzen hinaus
gewachsen (T3 + T4, n =129 von 138 klassifizierten) und hatte lymphogen gestreut (N > 0,
n =107 von 128). Eine Fernmetastasierung war im Rahmen des Primarstagings bereits in 46
Féllen (von 73) sicher nachweisbar. Der Priméartumor war wie folgt lokalisiert: nur
Pankreaskopf (n = 108), nur -korpus (n = 14), nur -schwanz (n = 11). In neun Fé&llen fand sich

eine Uber zwei der drei anatomischen Regionen erstreckende Lokalisation. Bezlglich des
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histopathologischen Gradings musste als Einschlusskriterium mindestens ein G2-Anteil
vorhanden sein. Die grofite Gruppe bildeten hier die als ausschliellich G2 klassifizierten
Tumore. Die meisten Patienten (n = 90) erhielten Gemcitabin als Monotherapie. Die mediane
Gesamtdauer der Gemcitabin-Therapie betrug 5,5 Monate. Die mediane Gesamtiberlebenszeit
nach Therapiebeginn belief sich auf elf Monate. Der Beobachtungszeitraum der einzelnen

Patienten lag im Median bei 41 und betrug im Maximum 127 Monate.

Geschlecht [Zahl der Patienten]

Weiblich 68
Mannlich 74
Alter bei Beginn der Gemcitabin-Therapie [Jahre]
Median 68
Interquartilabstand 61-73
Bereich 44 - 88
Resektionsstatus
Reseziert 99
RO 45
R1 52
R2 2
nicht reseziert (RN) 43
Histopathologisches Grading*
G1-G2 7
G2 94
G2-G3 13
G3 27
Art der Gemcitabin-Therapie [Zahl der Patienten]
Gemcitabin-Monotherapie 90
Gemcitabin-Kombinationstherapie? 52
Gesamtdauer der Gemcitabin-Therapie [Monate]®
Median 5,5
Interquartilabstand 3,3-8,8
Bereich 1-49
Uberlebenszeit von Beginn der Gemcitabin-Therapie an [Monate]
Median 10,9
Interquartilabstand 6,0-17,0
Bereich 1-114,0
Nachbeobachtungszeit von Beginn der Gemcitabin-Therapie an [Monate]
Median 41
Interquartilabstand 23 - 64
Bereich 2-127

Tab. 7 Charakteristika auswertbarer Patienten beziiglich Gemcitabin-Therapie. 'Einer Probe konnte kein
Grading zugeordnet werden. ?Als Kombinationspraparat erhielten 23 Patienten Sorafenib, 13 Erlotinib,
elf Patienten 5-Fluorouracil bzw. Capecitabin und fiinf Platinverbindungen (Oxali-/Cisplatin). *Die
Gesamtdauer der Gemcitabin-Therapie bezieht sich auf den Zeitraum von der ersten bis zur letztmaligen
Gabe von Gemcitabin, gleich ob als Mono- oder Kombinationstherapie verabreicht.
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4.2 Nicht-genetische Einflussfaktoren

Im Folgenden sollte geprift werden, inwiefern nicht genetische Faktoren wie Geschlecht,
Alter, Resektionsstatus, histopathologisches Tumorgrading, Art der Gemcitabin-
Chemotherapie und Hamatotoxizitatsparameter Auswirkungen auf das Gesamtuberleben der

142 Pankreaskarzinompatienten hatten.

4.2.1 Basisdaten der Patienten

Als Basisdaten der Patienten wurden Geschlecht und Alter bei Therapiebeginn der Patienten

hinsichtlich eines mdglichen Einflusses auf das Gesamtlberleben untersucht.

Eine Abhéngigkeit des Gesamtlberlebens vom Geschlecht der Patienten liel sich nicht
nachweisen. Unter Log-rank-Testung zeigte sich mit P =0,4 keine statistische Signifikanz.
Eine nicht-parametrische Korrelationsanalyse ergab auch keine Abhangigkeit vom Alter der
Patienten (rho = -0,06, bei P = 0,8).

4.2.2 Resektionsstatus

Eine nach Diagnosestellung zeitnah durchgefiihrte Resektion des Primarius bringt, wie in der
Literatur beschrieben (Wagner et al. 2004), im Gegensatz zu abwartendem Verhalten und/oder

alleiniger Chemotherapie einen nachweisbaren Uberlebensvorteil mit sich.

Innerhalb meiner untersuchten Kohorte mit 142 Patienten konnte diese Annahme bestéatigt
werden (siehe Abb. 6). Die histopathologischen Diagnosen zum Resektionsstatus wurden von
der kooperierenden Abteilung Pathologie der Universitdtsmedizin Gottingen zur Verfugung
gestellt. Ein Uberlebensvorteil war hier insbesondere fiir resezierte Patienten im Vergleich zu
den nicht-resezierten Patienten nachweisbar. Auch innerhalb der Gruppe der resezierten
Patienten zeigten sich, mit der Gite der Resektion korrelierend, Unterschiede im

Gesamtuberleben. Mit der Gute der Resektion besserte sich auch die Prognose.

Die statistische Testung dieser Befunde wurde mit dem Log-rank-Test durchgefuhrt. Der
Einfluss des Resektionsstatus auf das Gesamtiiberleben war unter Beriicksichtigung aller in
Abb. 6 genannten Auspragungen mit P =0,0002 hoch signifikant. Wurden zwei Gruppen
(reseziert versus nicht-reseziert) gebildet, ergab sich nach Log-rank-Test ein P-Wert von
0,001. Auch zwischen RO- und R1-resezierten Patienten war eine Tendenz zu Gunsten von RO
erkennbar, jedoch wurde keine statistische Signifikanz erreicht. Aufgrund der deutlichen

Auswirkungen des Resektionsstatus auf das Gesamtiiberleben wurden fir die Testung des
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Gesamtiberlebens in Abhéngigkeit von Genvarianten (siehe Kapitel 4.4) nur RO- und R1-

resezierte Patienten berticksichtigt (n = 97).

Abb. 6  Kaplan-Meier-Kurve  zur
1,07 P=0,0002 Uberlebenszeit in Abhé&ngigkeit vom
Resektionsstatus. Es sind fur vier
Resektionsgrade die Uberlebenskurven
0,8 Resektionsgrad von Beginn der Gemcitabin-Therapie
=R0, n=45 dargestellt. Unterhalb des Graphen sind
R1, n=52 .. . .
R2 n=2 fur Zeitpunkte im 10-Monats-Intervall
2 = RN, n=43 die Anzahl der verbliebenen Patienten
© 0,6 ' . .
iy Y = Rozensiert, n=12 unter Beobachtung aufgelistet. Die
E AEEEG Uberprifung der statistischen
° + gize"s'_"":t' "0 Signifikanz erfolgte mit dem Log-rank-
8 04— zensiert, n=2  Test, wobei ein linearer Trend zwischen
2 den Resektionsgraden RO
(Absetzungsréander mikroskopisch
0,2— tumorfrei), R1 (Absetzungsrander
mikroskopisch nicht, aber
+ makroskopisch tumorfrei), R2
(Absetzungsrander makroskopisch nicht
0,0 tumorfrei) sowie RN (=nicht reseziert)
[ \ l \ I I I angenommen wurde. Der Befund zeigte
0 10 20 30 40 50 60 sich mit P =0,0002 deutlich statistisch
Uberlebenszeit [Monate] .
Patienten unter Beobachtung Slgmf'kant-
RO 45 28 16 10 4 2 2
R1 52 33 12 6 4 3 2
R2 2 0
RN 43 18 5 3 1 0

4.2.3 Histopathologisches Grading

Mittels der G-Klassifizierung wird histopathologisch die Differenzierung der Tumorzellen
beschrieben. Gut differenzierte Tumore haben in der Regel eine bessere Prognose als weniger
differenzierte. Unterschieden werden G1-Tumore (gut differenziert), G2-Tumore (méaRig
differenziert), G3-Tumore (schlecht differenziert) und G4-Tumore
(undifferenziert/anaplastisch). In der vorliegenden Arbeit wurden die wenigen Patienten
(n =5) mit G1-Tumoren aufgrund der per se weitaus besseren Prognose von vornherein aus
den Betrachtungen ausgeschlossen und waren nicht in dem 142 Personen umfassenden
Kollektiv enthalten. Eingeschlossen wurden alle Tumore, in denen sich mindestens Anteile
eines G2-Status fanden, somit die Grade G1-2, G2, G2-3 und G3. G4-Tumore waren innerhalb
des Studienkollektivs nicht zu verzeichnen. Die Diagnosen wurden in der kooperierenden
Abteilung der Pathologie des Universitatsklinikum Gottingen gestellt und standen dieser

Arbeit zur Verfligung.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte Gberprift werden, ob zwischen Gesamtiberleben und dem
beschriebenen, histopathologischen Grading ein Zusammenhang besteht. Dies ist in Abb. 7 in

einer Kaplan-Meier-Grafik dargestellt. Das Grading wirkte sich gemaR der Reihenfolge seiner
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Einteilung auf das Uberleben der Patienten aus: Patienten mit gut bis maRig differenzierten
Tumoren (G1-2) hatten einen deutlichen Uberlebensvorteil im Vergleich zu den (ibrigen; eine
statistische Signifikanz wurde hier aber nicht erreicht (P =0,2 nach Log-rank-Test). G2-
differenzierte Tumore wiesen eine etwas bessere Prognose als solche mit G3 auf (P = 0,02).
Das Grading (linearer Trend zwischen den vier betrachteten Stufen) hatte einen statistisch
signifikanten Einfluss auf die Uberlebensrate (P =0,002 nach Log-rank-Test). In der
Untergruppe der RO-R1-Resezierten wies das Grading weiterhin eine statistische Signifikanz

in Bezug zum Gesamtiberleben auf (P = 0,001).

Abb. 7 Uberlebenskurven in

1,0 P=0,002 Abhangigkeit vom histopathologischen
Grading. Es sind flr die
Histologisches Grading  Différenzierungsgrade G1-2, G2, G2-3
0,8 —G1-2, n=T und G3 die Uberlebensraten nach Beginn
G2, n=94 der Gemcitabin-Therapie dargestellt. Die
G2-3, n=13 jeweiligen Anzahlen der Patienten unter
e e Beobachtung sind in  10-Monats-
s 0,6+ + S Abstanden unterhalb des Graphen
zensiert, n=19 .. . - ..
5 G2-3 zensiert, n=0 aufgefuhrt. Die  Uberprifung der
3 = G3zensiert, n=3 statistischen Signifikanz erfolgte mit dem
E 0,4— Log-rank-Test. Dabei wurde ein linearer
=) Trend innerhalb der unabh&ngigen
Variablen ,,Grading“ angenommen. Der
e Befund zeigte sich mit P =0,002
’ == statistisch signifikant. In einem Fall
konnte kein Grading-Status zugeordnet
werden.
0,0
\ | | | | | |
0 10 20 30 40 50 60
Uberlebenszeit [Monate]
Patienten unter Beobachtung
G1-2 7 6 5 2 0
G2 94 55 23 15 9 5 4
G2-3 13 6 4 1 0
G3 27 11 1 1 0

4.2.4 Gemcitabin als Mono- oder Kombinationstherapie

Die Mehrzahl der in dieser Arbeit untersuchten 142 Patienten war mit Gemcitabin als
Monotherapie behandelt worden (n = 90). Eine Kombinationstherapie erhielten 52 Patienten.
Die hé&ufigsten Kombinationspartner waren Tyrosinkinaseinhibitoren wie Erlotinib oder
Sorafenib. Als weitere Kombinationspraparate wurden 5-Fluorouracil bzw. Capecitabin und
Platinverbindungen (Oxaliplatin, Cisplatin) eingesetzt. In Abb. 8 ist das Gesamtliberleben der
Studienpatienten in Abh&ngigkeit des Therapieregimes (Mono- versus Kombinationstherapie)
in einer Kaplan-Meier-Grafik dargestellt, wobei kein statistisch signifikanter Unterschied
nachgewiesen werden konnte (P = 0,2 nach Log-rank-Test).
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Es wurde weiterhin geprift, ob eine Korrelation zwischen der Dauer der Gemcitabin-Therapie
und dem Uberleben vorlag. Hier ergab sich unter non-parametrischer Testung mit dem
Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten ein statistisch signifikanter Einfluss auf das
Uberleben mit rho = 0,64 (P = 0,01). Dies ist jedoch nicht verwunderlich, da etliche Patienten
noch vor Beendigung der vorgesehenen Chemotherapiezyklen verstarben. Neben dem
Versterben unter Therapie war fir die Beendigung der Therapie zumeist eine
Verschlechterung des Allgemeinzustandes mit Tumorprogress oder Metastasierung
verantwortlich. Nicht selten wurde auch dem Patientenwunsch auf Therapieabbruch

entsprochen.

Abb. 8  Uberlebenskurven  fur

1,0 P=0,2 Gemcitabin in Mono- und
Kombinationstherapie.
Darstellungsweise analog zu Abb. 6 und
0,8 Gemcitabin—Ther?pie Abb. 7.
=== Mono-Therapie, n=90
Kombinations-Therapie, n=52
+ Mono-Therapie zensiert, n=11
2 Kombinations-Therapie zensiert,n=12
© 0,6
0
c
@
o
2
3 04—
£
fan
=
- l'_-"‘-h._‘h_l.
0,0
I | l
0 10 20 30 40 50 60
Uberlebenszeit [Monate]
Patienten unter Beobachtung
Mono 90 46 23 13 5 3 2
Kombination 52 33 10 6 4 2 2

4.2.5 Tumorlokalisation und Staging

Fir den Einfluss der Tumorlokalisation (Pankreas-kopf, -korpus und -schwanz) lief3 sich kein
Einfluss auf die Uberlebenszeit (P =0,4) feststellen. Ein hoheres T-Stadium ging
erwartungsgeman mit einer schlechteren Prognose einher. Dieser Effekt war jedoch nur maRig
ausgepragt (P = 0,05). Nodal-positive Patienten hatten tendenziell eine kiirzere Uberlebenszeit
(P =0,08), wobei der Unterschied sich erst nach etwa zwei Jahren bemerkbar machte.
Dahingegen zeigte sich im Kaplan-Meier-Plot (nicht gezeigt) von Beginn an ein Vorteil fir

Patienten ohne Fernmetastasen (P = 0,03).
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4.2.6 Hamatotoxizitatsparameter

Bei einer Zytostatikatherapie profitieren haufig diejenigen Patienten, die besonders schwere
Nebenwirkungen erfahren. Es sollte Uberpruft werden, ob ein Zusammenhang zwischen
Veranderungen im Blutbild wahrend der Gemcitabin-Therapie und der Uberlebenszeit der
Patienten besteht. Von den 142 Patienten mit Daten zur Uberlebenszeit konnten fiir 116 die
Blutbildverlaufe fir Leukozyten und Thrombozyten innerhalb der ersten 42 Tage erfasst
werden. Es wurde jeweils der Wert des Nadirs sowie die Zeitdauer bis zu dessen Eintreten
bestimmt. Der Nadirwert wurde sowohl als Intervall-skalierte Variable, wie auch als diskrete
entsprechend den CTC-Toxizitatsgraden bewertet. Diese Common Terminology Criteria for
Adverse Events (CTC) beschreiben den Grad der (Hdmato-) Toxizitat einer Therapie auf einer
Skala von 1 (leicht) bis 4 (schwer). Weiterhin wurde die Gemcitabin-Intensitat vor Nadir und
die prozentuale Veranderung der Absolutwerte vom pratherapeutischen Ausgangswert bis zum
Therapietag 7 betrachtet. Der Grund fiir die Erhebung des letztgenannten Parameters besteht
darin, dass nach sieben Tagen die beste Vergleichbarkeit der in-vivo-Reaktion des Blutbildes
besteht. Praktisch alle Patienten waren wéhrend der ersten Woche derselben Gemcitabin-Dosis
unabhéngig der Chemotherapie-Taktung exponiert. Die Verwendung des Nadirwertes wirde
auBer Acht lassen, dass diesem inter-individuell unterschiedliche Gemcitabin-Dosen
vorangegangen sind. Tab. 8 fasst die Beziehung zwischen diesen fiinf Parametern und der

Uberlebenszeit zusammen.

Hamatotoxizitats- Statistischer
Leukozyten Thrombozyten
parameter Test
Spearman-

Absoluter Nadir rho=-0,3;P=0,8 rho=0,02;P=0,9;

Rangkorrelation

Toxizitatsgrad (CTC) Log-rank P=09 P=0,7

Zeit bis Nadir spearman- 0 -007;P=05 rho =0,19; P =0,05
Rangkorrelation
Spearman-

Intensitat bei Nadir rho=0,07;P=0,4 rho=0,22; P=0,02

Rangkorrelation

% Blutzellen Therapietag 7 Spearman-
bezogen auf Tag 0 Rangkorrelation

Tab. 8 Korrelation von Hamatotoxizitatsparametern und Gesamtiberleben. Betrachtet wurden 116
Patienten. Die mit dem Uberleben in Beziehung gesetzten Hamatotoxizitatsparameter sind in der linken
Spalte aufgelistet. Die Charakteristika der Werte entsprechen denen aus Kapitel 4.5. Fur Intervall-
skalierte unabhéngige Variablen wurde der Spearman-Rangkorrelationskoeffizient, fir diskrete der Log-
rank-Test verwendet. Beziehungen mit einer nominalen statistischen Signifikanz (P-Wert < 0,05) sind fett
gedruckt.

rho=0,04;P=0,7 rho=0,03;P=0,75

Zwischen den aufgefiihrten Hamatotoxizitatsparametern und dem Gesamtiliberleben lielien

sich fir Leukozyten keinerlei Beziehungen darstellen. Beispielhaft ist in Abb. 9 die
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Uberlebenszeit in Abhangigkeit des Leukozyten-Nadirs — eingeteilt in Grade nach CTC —
veranschaulicht. Hinsichtlich Thrombozyten war lediglich fur die Zeit bis Nadir und
Gemcitabin-Intensitéat bei Nadir ein leichter Bezug zum Gesamtiiberleben erkennbar: Je langer
die Zeit bzw. je groRer die Gemcitabin-Intensitat bis zum Thrombozyten-Nadir, desto langer

war tendenziell das Uberleben. Diese Befunde entsprechen nicht der eingangs formulierten

Hypothese.
Abb. 9 Korrelation zwischen
1.0 Fi P=0,9 Grad der Leukonenie | UPErlebenszeit und  Grad  der
: gem;ls pent Leukopenie unter Gemcitabin. Die
Toxizititskriterien (CTC) ~ Gradeinteilung der Leukopenie wurde
0,8— - des National Cancer entsprechend dem CTC-Score anhand
Instituts (NCI) des beobachteten Nadirwerts (innerhalb
° 2‘1’ “::2 der ersten 42 Tage der Chemotherapie)
® oal G2’ :;26 vorgenommen. Die Darstellungsweise
a ——G3, n=15 entspricht Abb. 6 und Abb. 7
2 G4, n=1
% + GO zensiert, n=7
o 0,4— G1 zensiert, n=5
2 G2 zensiert, n=8
_IL + G3 zensiert, n=2
0,2—
e |
I
0,0 |
| | | | | T T
0 10 20 30 40 50 60
Uberlebenszeit [Monate]
Patienten unter Beobachtung
GO 48 26 12 4 2 2
G1 26 18 5 3 2 2 1
G2 26 12 8 3 0
G3 15 9 4 2 1 0
G4 1 0

4.3 Keimbahn-Varianten in Kandidatengenen fiir Gemcitabin

Wie oben dargelegt, zeigten sich der Resektionsstatus und das Grading als Pradiktoren fur die
Uberlebenszeit, eine Add-on-Chemotherapie jedoch nicht. Weitere Marker, welche eine
prognostische Aussage Uber den Therapieverlauf erlauben, waren klinisch sehr wertvoll,
insbesondere wenn diese schon vor Beginn der Behandlung bestimmbar sind. Als solche
kommen Keimbahn-Polymorphismen in Betracht. In dieser Arbeit wurde der Kandidatengen-
Ansatz verfolgt. Die analysierten Genotypen wurden hinsichtlich eines Einflusses auf
Wirkung (Gesamtiiberleben) und Nebenwirkung (Hamatotoxizitdt) von Gemcitabin bel

Pankreaskarzinom-Patienten untersucht.

Die Auswahl der Kandidatengene mit den untersuchten Polymorphismen ist im Methodenteil
unter Kapitel 3.4 beschrieben. Einen Uberblick der Ergebnisse der Genotypisierung zeigt Tab.

9. Uber alle Polymorphismen gemittelt konnten 98% aller Genotypen bestimmt werden. Das
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Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (engl. Hardy-Weinberg equilibrium, HWE), welches die
Haufigkeit von erwarteten mit beobachteten Genotypen auf Basis der Allelfrequenzen
vergleicht, war fir alle SNPs mit einer Ausnahme erfullt (P > 0,05 nach y>-Test). Lediglich
der Polymorphismus rs13148414 im DCTD-Gen wies hier einen P-Wert von 0,003 auf, was
jedoch in Anbetracht der Anzahl der untersuchten Varianten (n = 109) akzeptabel erscheint.
Als weiteres Kriterium fir die Qualitat der Genotypisierung wurden die Analysen in 14% der
Proben wiederholt. Dabei fand sich keine Abweichung.

cen' e Cgyeteches Chremosomae "ol Wit whiver” Vaia® W ross
tausch (HWE)
Gemcitabin-Metabolismus
CDA  rs540282 P'g?%"r 1:20911872 A>G 780 21,3 07 113 0,6
rs532545 P“_)Z”;c;tor 1:20915172  C>T 46,1 43,7 102 320 1
rs603412 P“{g‘gtor 1:20915418  G>C 31,9 542 139 410 01
1602950  5'UTR 1:20915531 A>G 458 444 98 320 09
rs2072671 Exon 1 1:20915701 T>G 45,6 46,3 8,1 31,3 04
rs818202  Inron1  1:20916791 C>T 341 517 142 400 04
rs10916824 Intron1  1:20918912 A>G 838 155 07 84 1
rs577042 Intron 1 1:20928154 T>C 68,6 27,7 3,7 176 0,8
rs818194  Inron2  1:20931828 T>A 584 338 78 247 03
rs10916827 Intron2  1:20933341 G>A 362 46,6 17,2 40,5 0,9
rs580032  Intron2  1:20933893 A>C 887 103 10 62 02
rs11579252  Intron 2 1:20934213 ™C 77,0 21,0 2,0 125 0,8
rs527912 Intron 2 1:20934283 G>A 46,0 41,6 124 332 06
(51689924  Intron2  1:20934796 T>C 231 468 302 464 06

rs12404655 Intron 3 1:20943195 T™>C 56,3 36,3 7,4 256 0,7

rs12072405  Intron 3 1:20943281 A>G 64,7 319 34 193 09
rs1048977  Exon 4 1:20945055 G>A 457 412 131 337 04
rs1614627 Uﬁigggm 1:20946756 C>A 827 159 14 93 06
CMPKL rs11211517 Pr_‘fggg’r 1:47798131 C>T 29,7 486 21,7 460 09
rs7543016  Exon 1 1: 47799639 C>G 275 475 250 488 0,7

rs12132521 Intron 1 1: 47818324 G>A 514 39,9 8,7 28,7 0,9


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=540282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=532545
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=603412
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=602950
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=2072671
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=818202
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=10916824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=577042
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=818194
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=10916827
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=580032
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=11579252
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=527912
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1689924
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=12404655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=12072405
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1048977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1614627
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=11211517
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_032977.9?report=graph&m=47798131&v=47798081:47798181&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=7543016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_032977.9?report=graph&m=47799639&v=47799589:47799689&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=12132521
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_032977.9?report=graph&m=47818324&v=47818274:47818374&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
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Gon' s Cepetisches Chromasomale "oy W Wt Vaar WA st
tausch (HWE)
rs35687416  Exon 2 1:47834209 G>T 853 140 07 77 1
rs6660321  Intron 4 1:47841627 T>G 710 269 21 156 0,9
rs7534571 Uﬁszt%gm 1: 47847279 A>G 794 203 03 105 04
rs12039726 UESSt{‘ZZm 1: 47849679 G>A 710 269 21 156 0,9
DCK  rs6446982 P'[ZT;;” 4:71855143 G>A 941 59 0 29 09
rs2306744  5UTR 471859352 C>T 973 27 0o 14 1
rs12648166 Intron2  4:71873745 C>T 323 47,1 20,6 442 0,7
rs10805074 Intron2  4:71874331 C>T 935 6,5 0 33 09
rs11544786 Exon 3 4:71888176 C>T 89,7 10,3 0 5,2 0,7
DCTD  rs5016499 Pr_‘g‘gg’r 4:183840898 C>A 49,7 405 98 301 08
rs13111117 Intron3  4: 183825476 G>A 86,4 132 04 7.0 1
rs10016530 Intron3  4:183824984 T>G 930 7,0 0 35 08
rs10520543 Intron3  4:183822229 G>A 50,7 36,4 129 311 0,05
rs13148414 Intron 3 4:183817674 C>G 57,3 31,5 11,2 26,9 0,003
rs6834019  Intron3  4: 183817659 C>A 884 112 04 60 1
rs4742 Exon 4 4:183815688 T>C 49,0 38,5 125 31,8 0,2
rs1960207  Intron5  4: 183813366 G>A 80,4 18,2 14 105 09
rs2515683  Intron5  4: 183813147 G>A 36,0 458 18,2 411 07
rs10017797 Intron 5 4:183812883 C>A 85,3 14,3 0,4 75 09
rs7278 3UTR  4:183811487 C>T 615 350 35 21,0 07
13924787 ”E’jgj%m 4:183806904 A>G 31,1 483 206 448 0,9
rs4073676 ”E’jg"gm 4:183806565 A>T 88,8 10,9 04 68 1
rs4073675 ”E’rjté%‘;m 4:183806412 C>T 733 24,9 1,8 142 009
NT5C3 rs6946062  Intron1l  7:33083107 T>C 33,7 491 17,2 418 1
rs7795860  Intron1  7:33082489 A>G 49,7 428 7,6 290 08
rs7792135 Intron 1 7: 33082375 A>G 64,1 33,1 2,8 193 0,6
rs12668520 Intronl  7:33075248 T>C 641 314 45 202 0,9
rs17170218 Intron 1 7: 33074785 A>T 46,6 46,2 7,2 30,3 0,3
rs3750117  Exon5 7:33060946 G>A 47,4 439 87 306 08


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=35687416
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_032977.9?report=graph&m=47834209&v=47834159:47834259&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=6660321
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_032977.9?report=graph&m=47841627&v=47841577:47841677&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=7534571
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/nuccore/NC_000001.10?report=graph&v=47846779:47847779&content=5&m=47847279%21&mn=rs7534571&dispmax=1&currpage=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=12039726
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/nuccore/NC_000001.10?report=graph&v=47849179:47850179&content=5&m=47849679%21&mn=rs12039726&dispmax=1&currpage=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/nuccore/NC_000004.11?report=graph&v=71854643:71855643&content=5&m=71855143%21&mn=rs6446982&dispmax=1&currpage=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_022778.16?report=graph&m=71859352&v=71859302:71859402&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_022778.16?report=graph&m=71873745&v=71873695:71873795&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_022778.16?report=graph&m=71874331&v=71874281:71874381&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_022778.16?report=graph&m=71888176&v=71888126:71888226&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=5016499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/nuccore/NC_000004.11?report=graph&v=183840398:183841398&content=5&m=183840898%21&mn=rs5016499&dispmax=1&currpage=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=13111117
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_016354.19?report=graph&m=183825476&v=183825426:183825526&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10016530
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_016354.19?report=graph&m=183824984&v=183824934:183825034&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10520543
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_016354.19?report=graph&m=183822229&v=183822179:183822279&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=13148414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_016354.19?report=graph&m=183817674&v=183817624:183817724&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=6834019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_016354.19?report=graph&m=183817659&v=183817609:183817709&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=4742
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_016354.19?report=graph&m=183815688&v=183815638:183815738&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1960207
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_016354.19?report=graph&m=183813366&v=183813316:183813416&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2515683
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_016354.19?report=graph&m=183813147&v=183813097:183813197&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10017797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_016354.19?report=graph&m=183812883&v=183812833:183812933&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=7278
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_016354.19?report=graph&m=183811487&v=183811437:183811537&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=3924787
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/nuccore/NC_000004.11?report=graph&v=183806404:183807404&content=5&m=183806904%21&mn=rs3924787&dispmax=1&currpage=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/nuccore/NC_000004.11?report=graph&v=183806065:183807065&content=5&m=183806565%21&mn=rs4073676&dispmax=1&currpage=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/nuccore/NC_000004.11?report=graph&v=183805912:183806912&content=5&m=183806412%21&mn=rs4073675&dispmax=1&currpage=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=6946062
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_007819.17?report=graph&m=33083107&v=33083057:33083157&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=7795860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_007819.17?report=graph&m=33082489&v=33082439:33082539&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=7792135
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_007819.17?report=graph&m=33082375&v=33082325:33082425&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=12668520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_007819.17?report=graph&m=33075248&v=33075198:33075298&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=17170218
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_007819.17?report=graph&m=33074785&v=33074735:33074835&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=3750117
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_007819.17?report=graph&m=33060946&v=33060896:33060996&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0

4 Ergebnisse 47
Gon' s Cepetisches Chromasomale "oy W Wt Vaar WA st
tausch (HWE)
rs17170153 Intron5  7:33060755 A>C 934 62 04 34 05
rs4394301  “PSUCAT  7:33049584 A>G 268 502 230 481 1
RRM1  rs1561876 Pr_grg;éor 11:4113395 A>G 773 21,3 14 120 1
rs1465952 Pr_cggéor 11:4114539 A>G 856 14,4 0 72 04
rs11030918 Prf’g‘;tor 11:4115487 T>C 40,3 465 132 365 1
rs12806698  5'UTR 11: 4115974 C>A 515 412 73 278 09
rs10835613 Intron2  11:4124276 C>G 30,6 522 17,2 433 06
rs7932702  Intron2  11:4124372 C>T 40,7 49,0 103 348 04
rs10498198 Intron2  11:4124731 C>G 914 86 0 43 08
rs183484  Exon9  11:4141132 T>G 251 529 220 485 06
rs9937  Exon19  11:4159457 C>T 26,1 522 21,6 47,8 07
rs1042858  Exon19  11:4159466 T>C 849 148 04 7,7 08
rs1042919  3UTR 11: 4159764 T>A 849 148 04 77 08
RRM2  rs7574663 Pr_%rggéor 2:10259327 G>C 612 337 52 220 1
rs1130609 ~ Exonl  2:10262920 C>A 526 388 86 280 08
(6741290  Intron4  2:10264709 C>T 31,3 498 189 438 1
[s4668664  Intron7  2:10268798 G>A 533 399 69 268 1
rs1138729  3UTR 2110271196 A>G 69,4 268 38 172 06
Gemcitabin-Transport
ENTL  rs9357436 Pr_‘jg';;or 6:44182720 C>T 666 30,7 27 181 0.8
152297393 Pr_‘;'ggor 6:44184719 A>G 253 497 250 498 1
rs3734701  OTOOT  6:44185254  C>T 620 342 38 209 08
rs1057985 Pr_‘i’;"ﬁor 6:44185901 C>T 389 462 149 380 1
rs66872347  5UTR  6:44187386: G>A 854 14,6 0 73 05
167057732  5UTR  6:44187403: G>A 951 49 0 25 09
(6914414  Intron1  6:44188277 G>A 880 11,6 03 62 1
19462977  Intron1  6:44188701 A>G 270 539 191 461 04
rs11274220 Intronl  6:44191783 Dze(')?gs 627 336 37 205 09
1693955  Intron1  6:44191920 G>T 625 341 34 205 07


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=17170153
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_007819.17?report=graph&m=33060755&v=33060705:33060805&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=4394301
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/nuccore/NC_000007.13?report=graph&v=33049084:33050084&content=5&m=33049584%21&mn=rs4394301&dispmax=1&currpage=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1561876
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/nuccore/NC_000011.9?report=graph&v=4112895:4113895&content=5&m=4113395%21&mn=rs1561876&dispmax=1&currpage=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1465952
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_009237.18?report=graph&m=4114539&v=4114489:4114589&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=11030918
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_009237.18?report=graph&m=4115487&v=4115437:4115537&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=12806698
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_009237.18?report=graph&m=4115974&v=4115924:4116024&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10835613
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_009237.18?report=graph&m=4124276&v=4124226:4124326&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=7932702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_009237.18?report=graph&m=4124372&v=4124322:4124422&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10498198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_009237.18?report=graph&m=4124731&v=4124681:4124781&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=183484
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_009237.18?report=graph&m=4141132&v=4141082:4141182&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=9937
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_009237.18?report=graph&m=4159457&v=4159407:4159507&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1042858
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_009237.18?report=graph&m=4159466&v=4159416:4159516&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1042919
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_009237.18?report=graph&m=4159764&v=4159714:4159814&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=7574663
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/nuccore/NC_000002.11?report=graph&v=10258827:10259827&content=5&m=10259327%21&mn=rs7574663&dispmax=1&currpage=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1130609
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_005334.16?report=graph&m=10262920&v=10262870:10262970&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=6741290
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_005334.16?report=graph&m=10264709&v=10264659:10264759&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=4668664
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_005334.16?report=graph&m=10268798&v=10268748:10268848&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_005334.16?report=graph&m=10271196&v=10271146:10271246&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=9357436
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/nuccore/NC_000006.11?report=graph&v=44182220:44183220&content=5&m=44182720%21&mn=rs9357436&dispmax=1&currpage=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=2297393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/nuccore/NC_000006.11?report=graph&v=44184219:44185219&content=5&m=44184719%21&mn=rs2297393&dispmax=1&currpage=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=3734701
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_007592.15?report=graph&m=44185254&v=44185204:44185304&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1057985
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_007592.15?report=graph&m=44185901&v=44185851:44185951&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=66872347
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_007592.15?report=graph&m=44185901&v=44185851:44185951&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=67057732
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_007592.15?report=graph&m=44185901&v=44185851:44185951&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=6914414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_007592.15?report=graph&m=44188277&v=44188227:44188327&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=9462977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_007592.15?report=graph&m=44188701&v=44188651:44188751&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_007592.15?report=graph&m=44191783&v=44191733:44191833&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=693955
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_007592.15?report=graph&m=44191920&v=44191870:44191970&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0

4 Ergebnisse 48
Gon' s Cepetisches Chromasomale "oy W Wt Vaar WA st
tausch (HWE)
rs1886884  Intron1l  6:44192158 T>C 298 533 169 43,6 04
rs747199  Intronl  6:44194345 G>C 61,1 359 30 209 04
rs9394992  Inron2  6:44195992 C>T 544 389 67 262 1
rs324148  Intron2  6:44196578 G>A 51,9 40,3 7,8 280 1
rs324149  Intron2  6:44196995 C>T 548 387 65 259 1
Siooreos®  Exon7  6:44198362 T>C 936 64 0 32 09
rs1128930  Intron 11  6:44200325 T>G 37,7 47,6 14,7 385 1
rs760370  Intron12  6:44200953 A>G 336 483 181 423 1
Hedgehog-Signalweg
PTCHL rs71366293  5'UTR 9: 98270669 Dg'é'gs 572 370 58 243 1
rs10512249 Intron2  9:98256309 C>T 80,1 184 15 106 0,9
rs473902  Intron2  9:98256235 A>C 868 125 07 7,0 0,9
rs574688  Intron10  9:98239190 G>C 535 37,3 92 278 07
rs2066836  Exon12  9:98238358 C>T 58,7 350 63 238 009
rs2236407 Inron12  9:98237796 A>G 37,8 47,6 147 385 1
rs357564  Exon23  9:98209594 G>A 434 441 12,6 346 1
rs357565  3UTR 9: 98205443 G>T 569 372 59 245 1
rs16909856 ”pf;r;"‘l"‘m 9: 98204493 C>T 824 162 14 95 08
rs357563 ”E’rsltcr)%asm 9: 98204199 C>T 42,6 468 10,6 340 09
SHH  rs288746 oTO°"  7:155606672 T>C 718 268 14 148 08
rs872723  F'OMOO"  7.155605744 C>T 674 201 35 181 1
rs756884 Intron 1 7:155604099 G>A 824 16,2 1,4 95 0,8
rs9333596  Intron1l  7:155603978 T>C 68,3 28,2 35 17,6 009
rs1233556  Intron1  7:155600417 G>A 70,4 26,1 35 165 08
rs1233571 “Eslt;%im 7:155594294 G>A 71,3 25,2 35 161 07
rs1233560 ”ﬁszt;ez%m 7:155503438 G>A 29,6 465 239 47,2 07
SMO  rs6962740 Pr_‘fggg’r 7:128826811 C>G 57,1 364 65 246 1
rs11762252 Intron1  7:128834345 C>G 887 11,3 0 56 08
rs2718107  Intronl  7:128838659 T>G 31,2 442 246 46,7 04


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1886884
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_007592.15?report=graph&m=44192158&v=44192108:44192208&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=747199
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_007592.15?report=graph&m=44194345&v=44194295:44194395&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=9394992
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_007592.15?report=graph&m=44195992&v=44195942:44196042&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=324148
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_007592.15?report=graph&m=44196578&v=44196528:44196628&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=324149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_007592.15?report=graph&m=44196995&v=44196945:44197045&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=45573936
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=45573936
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_007592.15?report=graph&m=44198362&v=44198312:44198412&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1128930
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_007592.15?report=graph&m=44200325&v=44200275:44200375&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=760370
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_007592.15?report=graph&m=44200953&v=44200903:44201003&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=71366293
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_008470.19?report=graph&m=98270669&v=98270619:98270719&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10512249
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_008470.19?report=graph&m=98256309&v=98256259:98256359&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=473902
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/nuccore/NC_000009.11?report=graph&v=98255735:98256735&content=5&m=98256235%21&mn=rs473902&dispmax=1&currpage=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=574688
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_008470.19?report=graph&m=98239190&v=98239140:98239240&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2066836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_008470.19?report=graph&m=98238358&v=98238308:98238408&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2236407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_008470.19?report=graph&m=98237796&v=98237746:98237846&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=357564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_008470.19?report=graph&m=98209594&v=98209544:98209644&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
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1 Genetisches Chromosomale Basen- Wt/Wt> Wt/Var® Var/Var® MAF® Ch"7
Gen SNP 2 JRPNEE aus- ! A ! ! Test
Element Lokalisation tausch’ (%) (%) (%) (%) (HWE)

rs4731562 Intron 1 7:128842573 C>T 40,9 43,1 16,1 376 0,6
rs2566871 Intron 1 7:128843169 C>T 28,6 45,7 257 48,6 0,6

rs2228617 Exon 6 7:128846328 G>C 68,3 28,2 3,5 176 09

Tab. 9 Charakteristika untersuchter Genpolymorphismen geordnet nach Genen. Die Analyse der 109
Polymorphismen erfolgte an 142 Proben von Patienten mit Pankreaskarzinom. Zuséatzlich habe ich diese
Genloci (mit Ausnahme des Hedgehog-Signalwegs) noch an 153 Probanden aus vorangegangenen Studien
der Abteilung Klinische Pharmakologie mit isolierten Leukozyten (Preu3 2009; Kuschel 2011) typisiert.
Die in der Tabelle genannten Haufigkeitsangaben beziehen sich auf die Gesamtzahl von 295 Proben. 'Bei
mehreren Transkriptvarianten des Gens beziehen sich die Angaben immer auf die langste Isoform
(betrifft CMPK1, DCTD, NT5C3, RRM2, ENT1 und PTCHZ1). 2*Fiir jeden Polymorphismus (SNP) sind die
rs-Nummer (reference snp number) und die Angaben zur chromosomalen Lokalisation aus der Datenbank
dbSNP (Version GRCh37.p2/ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) des NCBI (National Center of
Biotechnology Information) entnommen. Fir in der Promotorregion bzw. upstream des Gens gelegenen
Varianten sind die Abstdnde in Relation zum Transkriptionsstart- bzw. -endpunkt angegeben.
*Basenaustausch an der jeweiligen polymorphen Stelle. °Haufigkeitsverteilung der beobachteten
Genotypkonfigurationen (Wt/Wt = homozgot fur Wildtyp-Allel; Wt/Var = Wildtyp- und Variantenallel,
d.h. Heterozygotie; Var/Var = homozygot fiir Varianten-Allel). °"MAF = minor allele frequency (Frequenz
des selteneren Allels). ‘Chi-Quadrat-Test zur Abschatzung des Hardy-Weinberg-Equilibriums (HWE).

4.4 Genpolymorphismen und Gesamttiberleben

Die Analyse von Genpolymorphismen hinsichtlich ihrer Korrelation zum Gesamtiiberleben
wurde initial an einer Kohorte von insgesamt 142 Patienten durchgefuhrt. Aufgrund des
mafgeblichen Einflusses des Resektionsstatus auf das Gesamtiiberleben (siehe Kapitel 4.2.2)
wurden fir die spatere Auswertung ausschlie3lich Patienten mit Resektionstatus RO und R1
berucksichtigt (n=97). Die Tab. 10 gibt fur jeden der 109 Polymorphismen als singulére
unabhéngige Variable die mit dem Cox-proportional-hazard-Modell berechneten Hazard
Ratios mit Konfidenzintervall sowie die False Discovery Rate (FDR) an. Die angefthrten
Hazard Ratios (HR) beschreiben in meinen Daten die Uber die Zeit konstante
Sterbewahrscheinlichkeit einer Gruppe von Patienten im Vergleich zur Referenzgruppe, d.h.
die Sterbewahrscheinlichkeit in Abhangigkeit der jeweiligen Genotypenkonstellation. Ein HR
von 1 bedeutet keinen Unterschied zwischen Variante und Wildtyp. Lag die HR > 1, so war
das Risiko zu versterben fiir die betreffende Gruppe groRer als beim Wildtyp. Ein HR <1
weist auf ein vermindertes Risiko fur die beobachtete Gruppe gegentiber dem Wildtyp hin.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=4731562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/nuccore/NC_000007.13?report=graph&v=128842073:128843073&content=5&m=128842573%21&mn=rs4731562&dispmax=1&currpage=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=2566871
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/nuccore/NC_000007.13?report=graph&v=128842669:128843669&content=5&m=128843169%21&mn=rs2566871&dispmax=1&currpage=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=2228617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_007933.15?report=graph&m=128846328&v=128846278:128846378&c=3366FF&theme=Details&flip=false&select=null&content=5&color=0&decor=0&layout=0&spacing=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/
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4.4.1 Explorative Analyse mit 109 Kandidatengen-Varianten

Fett gedruckt in Tab. 10 sind die rs-Nummern derjenigen Varianten, die nach Log-rank-Test
(linearer Trend entsprechend der Anzahl der Variantenallele angenommen) mit einem P-
Wert < 0,05 mit der Uberlebenszeit assoziiert waren. Dies war fiir zehn Genvarianten der Fall,

welche in Tab. 11 aufgelistet sind.

Het versus Wt

Gen SNP Var versus Wt

Hazard Ratio (95%-KIl) P FDR

Gemcitabin-Metabolismus

CDA rs540282 AG versus AA 1,07 (0,63-1,83) 0,8 0,9
GG versus AA 2,21 (0,30-16,2) 0,4 0,8
rs532545 CT versus CC 1,15 (0,71-1,87) 0,5 0,9
TT versus CC 1,22 (0,54-2,75) 0,6 0,9
rs603412 GC versus GG 1,24 (0,74-2,06) 0,4 0,8
CC versus GG 1,38 (0,70-2,72) 0,3 0,8
rs602950 AG versus AA 1,13 (0,70-1,82) 0,6 0,9
GG versus AA 1,36 (0,60-3,07) 0,5 0,8
rs2072671 TG versus TT 1,19 (0,74-1,91) 0,5 0,8
GGversus TT 0,89 (0,35-2,29) 0,8 0,9
rs818202 CT versus CC 0,74 (0,45-1,23) 0,3 0,7
TT versus CC 1,06 (0,53-2,11) 0,9 0,9
rs10916824 AG versus AA 0,76 (0,36-1,58) 0,5 0,8
GG versus AA 1,44 (0,19-10,5) 0,7 0,9
rsS77042 TCversus TT 1,16 (0,71-1,90) 0,5 0,9
CCversus TT 0,74 (0,29-1,92) 0,5 0,9
rs818194 TAversus TT 1,32 (0,81-2,14) 0,3 0,7
AAversus TT 1,31 (0,55-3,10) 0,5 0,9

rs10916827 GA versus GG 0,99 (0,58-1,69) 1 1
AA versus GG 1,19 (0,63-2,23) 0,6 0,9
rs580032 AC versus AA 1,27 (0,66-2,45) 0,5 0,8
CC versus AA 0,20 (0,02-1,54) 0,1 0,6


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=540282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=532545
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=603412
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=602950
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=2072671
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=818202
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=10916824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=577042
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=818194
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=10916827
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=580032
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Het versus Wt

Gen SNP Var versus Wt Hazard Ratio (95%-KI) P FDR
rs11579252 TCversus TT 0,89 (0,52-1,52) 0,7 0,9
CCversus TT 2,33 (0,56-9,69) 0,2 0,7
rsb527912 GA versus GG 0,92 (0,56-1,52) 0,8 0,9
AA versus GG 0,84 (0,37-1,91) 0,7 0,9
rs1689924 TCversus TT 0,95 (0,56-1,60) 0,9 0,9
CCversus TT 0,89 (0,48-1,62) 0,7 0,9
rs12404655 TCversus TT 1,14 (0,70-1,87) 0,6 0,9
CCversus TT 0,60 (0,25-1,45) 0,3 0,7
rs12072405  AG versus AA 1,06 (0,67-1,69) 0,8 0,9
GG versus AA 0,73 (0,10-5,39) 0,8 0,9
rs1048977 GA versus GG 1,28 (0,77-2,12) 0,3 0,8
AA versus GG 1,09 (0,53-2,25) 0,8 0,9
rs1614627 CA versus CC 0,80 (0,45-1,45) 0,5 0,8
AA versus CC 0,19 (0,02-1,45) 0,1 0,6
CMPK1 rs11211517 CT versus CC 1,44 (0,81-2,56) 0,2 0,7
TT versus CC 1,22 (0,62-2,43) 0,6 0,9
rs7543016 CG versus CC 1,58 (0,85-2,95) 0,1 0,6
GG versus CC 1,33 (0,67-2,64) 0,4 0,8
rs12132521 GA versus GG 1,28 (0,78-2,07) 0,3 0,8
AA versus GG 0,90 (0,37-2,19) 0,8 0,9
rs35687416 GT versus GG 1,08 (0,51-2,26) 0,8 0,9
TT versus GG 0,76 (0,10-5,52) 0,8 0,9
rs6660321 TG versus TT 1,54 (0,93-2,55) 0,09 0,5
GGversus TT 0,94 (0,12-6,89) 1 1
rs7534571 AG versus AA 1,20 (0,71-2,03) 0,5 0,8
rs12039726 GA versus GG 1,54 (0,93-2,55) 0,09 0,5
AA versus GG 0,94 (0,12-6,89) 1 1
DCK rs6446982 GA versus GG 0,95 (0,38-2,37) 0,9 1


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=11579252
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=527912
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1689924
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=12404655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=12072405
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1048977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1614627
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=11211517
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=7543016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=12132521
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=35687416
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=6660321
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=7534571
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=12039726
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Gen SNP petversus W' Hazard Ratio (95%-KI) P FDR
rs2306744 CT versus CC 0,49 (0,06-3,57) 0,5 0,8
rs12648166  CT versus CC 1,19 (0,70-2,02) 0,5 0,8
TT versus CC 1,12 (0,57-2,22) 0,7 0,9
rs10805074 CT versus CC 1,03 (0,41-2,57) 0,9 1
rs11544786  CT versus CC 0,55 (0,24-1,28) 0,2 0,6
DCTD rs5016499 CA versus CC 2,19 (1,33-3,60) 0,002 0,2
AA versus CC 1,04 (0,36-2,96) 0,9 1
rs13111117 GA versus GG 1,47 (0,56-3,88) 0,4 0,8
rs10016530 TG versus TT 0,58 (0,21-1,61) 0,3 0,8
rs10520543  GA versus GG 1,28 (0,78-2,09) 0,3 0,8
AA versus GG 1,47 (0,69-3,11) 0,3 0,8
rs13148414  CG versus CC 2,01 (1,21-3,34) 0,006 0,2
GG versus CC 1,59 (0,73-3,46) 0,2 0,7
rs6834019 CA versus CC 0,64 (0,31-1,31) 0,2 0,7
rs4742 TCversus TT 1,20 (0,73-1,96) 0,5 0,8
CCversus TT 1,96 (0,92-4,15) 0,08 0,5
rs1960207 GA versus GG 1,11 (0,60-2,04) 0,7 0,9
AA versus GG 1,23 (0,29-5,06) 0,8 0,9
rs2515683 GA versus GG 1,67 (0,99-2,81) 0,05 0,4
AA versus GG 1,89 (0,94-3,81) 0,07 0,5
rs10017797 CA versus CC 0,75 (0,40-1,40) 0,4 0,8
AA versus CC 3,46 (0-Inf) 1 1
rs7278 CT versus CC 1,81 (1,10-3,00) 0,02 0,4
TT versus CC 10,8 (2,46-48,0) 0,002 0,2
rs3924787 AG versus AA 1,67 (0,98-2,87) 0,06 0,5
GG versus AA 1,45 (0,75-2,81) 0,3 0,7
rs4073676 AT versus AA 1,46 (0,66-3,22) 0,3 0,8
TT versus AA 0,57 (0,07-4,18) 0,6 0,9


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=5016499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=13111117
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10016530
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10520543
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=13148414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=6834019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=4742
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1960207
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2515683
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10017797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=7278
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=3924787
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Gen SNP petversus W' Hazard Ratio (95%-KI) P FDR
rs4073675 CT versus CC 1,18 (0,69-2,00) 0,5 0,9
TT versus CC 0,86 (0,11-6,32) 0,9 1
NT5C3 rs6946062 TCversus TT 1,48 (0,85-2,57) 0,2 0,6
CCversus TT 1,64 (0,89-3,03) 0,1 0,6
rs7795860 AG versus AA 0,82 (0,49-1,34) 0,4 0,8
GG versus AA 1,17 (0,51-2,68) 0,7 0,9
rs7792135 AG versus AA 0,56 (0,31-0,99) 0,05 0,4
GG versus AA 0,64 (0,15-2,66) 0,5 0,9
rs12668520 TCversus TT 1,32 (0,79-2,20) 0,3 0,8
CCversus TT 1,08 (0,42-2,76) 0,9 0,9
rs17170218 AT versus AA 0,65 (0,40-1,07) 0,09 0,5
TT versus AA 1,33 (0,52-3,38) 0,5 0,9
rs3750117 GA versus GG 0,81 (0,49-1,33) 0,4 0,8
AA versus GG 1,26 (0,57-2,77) 0,6 0,9
rs17170153 AC versus AA 0,51 (0,21-1,22) 0,1 0,6
rs4394301 AG versus AA 0,69 (0,41-1,18) 0,2 0,6
GG versus AA 0,84 (0,44-1,62) 0,6 0,9
RRM1 rs1561876 AG versus AA 1,16 (0,64-2,10) 0,6 0,9
rs1465952 AG versus AA 1,32 (0,69-2,53) 0,4 0,8
rs11030918 TCversus TT 0,98 (0,58-1,66) 1 1
CCversusTT 0,96 (0,47-1,96) 0,9 1
rs12806698 CA versus CC 1,13 (0,69-1,84) 0,6 0,9
AA versus CC 1,22 (0,55-2,67) 0,6 0,9
rs10835613  CG versus CC 0,86 (0,50-1,48) 0,6 0,9
GG versus CC 0,74 (0,36-1,53) 0,4 0,8
rs7932702 CT versus CC 1,01 (0,61-1,68) 0,9 1
TT versus CC 0,79 (0,34-1,82) 0,6 0,9
rs10498198 CG versus CC 1,66 (0,59-4,62) 0,3 0,8


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=6946062
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=7795860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=7792135
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=12668520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=17170218
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=3750117
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=17170153
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=4394301
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1561876
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1465952
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=11030918
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=12806698
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10835613
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=7932702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10498198
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Het versus Wt

Gen SNP Var versus Wt Hazard Ratio (95%-KI) P FDR
rs183484 TG versus TT 0,80 (0,46-1,40) 0,4 0,8
GG versus TT 0,84 (0,43-1,64) 0,6 0,9
rs9937 CT versus CC 0,77 (0,44-1,33) 0,4 0,8
TT versus CC 0,82 (0,42-1,59) 0,6 0,9
rs1042858 TCversus TT 0,71 (0,35-1,44) 0,4 0,8
rs1042919 TAversus TT 0,71 (0,35-1,44) 0,4 0,8
RRM2 rs7574663 GC versus GG 1,28 (0,78-2,10) 0,3 0,8
CC versus GG 0,77 (0,23-2,62) 0,7 0,9
rs1130609 CA versus CC 0,77 (0,46-1,26) 0,3 0,8
AA versus CC 0,43 (0,19-0,97) 0,04 0,4
rs6741290 CT versus CC 0,83 (0,49-1,41) 0,5 0,8
TT versus CC 0,64 (0,33-1,22) 0,2 0,6
rs4668664 GA versus GG 0,48 (0,28-0,81) 0,006 0,2
AA versus GG 0,45 (0,21-0,94) 0,04 0,4
rs1138729 AG versus AA 1,43 (0,84-2,43) 0,2 0,6
GG versus AA 2,62 (0,62-10,9) 0,2 0,6
Gemcitabin-Transport
ENT1 rs9357436 CT versus CC 0,66 (0,40-1,11) 0,1 0,6
TT versus CC 0,58 (0,08-4,26) 0,6 0,9
rs2297393 AG versus AA 0,58 (0,32-1,02) 0,06 0,5
GG versus AA 0,90 (0,47-1,70) 0,7 0,9
rs3734701 CT versus CC 0,73 (0,45-1,18) 0,2 0,7
TT versus CC 0,89 (0,27-2,93) 0,8 0,9
rs1057985 CT versus CC 0,89 (0,55-1,46) 0,7 0,9
TT versus CC 0,39 (0,18-0,88) 0,02 0,4
rs66872347 GA versus GG 1,27 (0,48-3,33) 0,6 0,9
rs67057732 GA versus GG 2,85 (0,66-12,2) 0,2 0,6
rs6914414 GA versus GG 0,46 (0,19-1,08) 0,08 0,5


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=183484
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=9937
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1042858
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1042919
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=7574663
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1130609
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=6741290
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=4668664
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=9357436
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=2297393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=3734701
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Het versus Wt

Gen SNP Var versus Wt Hazard Ratio (95%-KI) P FDR
rs9462977 AG versus AA 0,78 (0,47-1,30) 0,3 0,8
GG versus AA 0,78 (0,39-1,53) 0,5 0,8
rs11274220 DI versus DD 0,63 (0,38-1,03) 0,07 0,5
Il versus DD 5,80 (1,73-19,4) 0,004 0,2
rs693955 GT versus GG 0,67 (0,41-1,09) 0,1 0,6
TT versus GG 5,90 (1,75-19,8) 0,004 0,2
rs1886884 TCversus TT 0,80 (0,48-1,31) 0,4 0,8
CCversus TT 0,87 (0,44-1,74) 0,7 0,9
rs747199 GC versus GG 0,66 (0,40-1,08) 0,1 0,5
CC versus GG 2,57 (0-Inf) 1 1
rs9394992 CT versus CC 1,05 (0,65-1,70) 0,8 0,9
TT versus CC 1,32 (0,58-3,00) 0,5 0,8
rs324148 GA versus GG 0,59 (0,36-0,96) 0,03 0,4
AA versus GG 3,61 (1,58-8,25) 0,002 0,2
rs324149 CT versus CC 0,60 (0,36-1,01) 0,06 0,5
TT versus CC 0,92 (0,36-2,33) 0,9 0,9
rs45573936 TCversus TT 8,79 (3,17-24,3) 0,00003 0,01
rs1128930 TG versus TT 0,63 (0,38-1,03) 0,07 0,5
GG versus TT 1,08 (0,54-2,18) 0,8 0,9
rs760370 AG versus AA 0,63 (0,38-1,06) 0,08 0,5
GG versus AA 0,99 (0,52-1,89) 1 1
Hedgehog-Signalweg
PTCH1 rs71366293 DI versus DD 1,81 (1,10-2,99) 0,02 0,4
Il versus DD 1,20 (0,52-2,74) 0,7 0,9
rs10512249 CT versus CC 1,25 (0,69-2,26) 0,4 0,8
rs473902 AC versus AA 0,62 (0,32-1,23) 0,2 0,6
CC versus AA 0,77 (0,10-5,61) 0,8 0,9
rs574688 GC versus GG 0,85 (0,53-1,37) 0,5 0,9


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=9462977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=693955
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1886884
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=747199
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=9394992
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=324148
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=324149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1128930
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=760370
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=71366293
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10512249
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=473902
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=574688
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Het versus Wt

Gen SNP Var versus Wt Hazard Ratio (95%-KI) P FDR

CC versus GG 0,63 (0,22-1,77) 0,4 0,8

rs2066836 CT versus CC 1,73 (1,06-2,82) 0,03 0,4

TT versus CC 1,13 (0,49-2,59) 0,8 0,9

rs2236407 AG versus AA 2,19 (1,28-3,74) 0,004 0,2

GG versus AA 1,66 (0,87-3,17) 0,1 0,6

rs357564 GA versus GG 1,08 (0,65-1,78) 0,8 0,9

AA versus GG 1,22 (0,62-2,37) 0,6 0,9

rs357565 GT versus GG 0,54 (0,33-0,89) 0,02 0,4

TT versus GG 0,85 (0,30-2,40) 0,8 0,9

rs16909856  CT versus CC 1,39 (0,77-2,51) 0,3 0,7

rs357563 CT versus CC 0,60 (0,37-0,97) 0,04 0,4

TT versus CC 1,12 (0,49-2,57) 0,8 0,9

SHH rs288746 TCversus TT 1,99 (1,18-3,36) 0,01 0,3
CCversusTT 9,46 (0-Inf) 1 1

rs872723 CT versus CC 1,51 (0,89-2,57) 0,1 0,6

TT versus CC 0,56 (0,13-2,34) 0,4 0,8

rs756884 GA versus GG 1,40 (0,71-2,74) 0,3 0,8

AA versus GG 9,40 (1,20-73,3) 0,03 0,4

rs9333596 TCversus TT 1,47 (0,85-2,52) 0,2 0,6
CCversus TT 0,91 (0,28-2,95) 0,9 1

rs1233556 GA versus GG 1,21 (0,72-2,01) 0,5 0,8

AA versus GG 0,67 (0,16-2,77) 0,6 0,9

rs1233571 GA versus GG 0,73 (0,43-1,23) 0,2 0,7

AA versus GG 1,43 (0,51-4,00) 0,5 0,8

rs1233560 GA versus GG 0,91 (0,54-1,52) 0,7 0,9

AA versus GG 1,33 (0,70-2,54) 0,4 0,8

SMO rs6962740 CG versus CC 0,70 (0,41-1,18) 0,2 0,6

GG versus CC 0,76 (0,35-1,63) 0,5 0,8


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2066836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2236407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=357564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=357565
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=16909856
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=357563
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=288746
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=872723
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=756884
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=9333596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1233556
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1233571
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1233560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=6962740
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Gen SNP Hetversus Wt ard Ratio (95%-KI) p FDR
Var versus Wt

rs11762252 CG versus CC 1,53 (0,65-3,60) 0,3 0,8
rs2718107 TG versus TT 1,30 (0,75-2,26) 0,3 0,8
GGversus TT 0,81 (0,43-1,51) 0,5 0,9
rs4731562 CT versus CC 0,93 (0,55-1,57) 0,8 0,9
TT versus CC 1,02 (0,53-1,96) 0,9 1
rs2566871 CT versus CC 1,60 (0,93-2,74) 0,09 0,5
TT versus CC 1,24 (0,64-2,41) 0,5 0,9
rs2228617 GC versus GG 0,60 (0,34-1,07) 0,09 0,5
CC versus GG 1,26 (0,45-3,51) 0,7 0,9

Tab. 10 Genpolymorphismen und Gesamtiberleben. Dargestellt sind Hazard Ratios (HR) mit 95% -
Konfidenzintervall (KI) und P-Wert sowie die False Discovery Rate (FDR) fur jeden Genpolymorphismus
als singulédre unabhéngige Variable in Bezug zum Gesamtiberleben entsprechend einem Cox-
proportional-hazard-Modell. Im Falle von drei Genotypenkonfigurationen sind der heterozygote Genotyp
(Het) und der homozygote Variantenallelstatus (Var) jeweils auf die Wildtyp-Konfiguration (Wt)
bezogen, bei nur zwei Genotypenkonfigurationen nur der Het-Status auf den Wildtyp. Fett gedruckt sind
diejenigen Polymorphismen, die im Log-rank-Test unter Berticksichtigung eines von der Alleldosis
abhangigen linearen Trends einen P-Wert von < 0,05 zeigten. Die Angabe ,,Inf* im Konfidenzintervall
(K1) steht fiir ,infinity* und trat dann auf, wenn in einer Genotypkonfiguration nur eine Person
vorhanden war; das Kl ist dann nicht bestimmbar. FDR gibt ein MaR fur die Wahrscheinlichkeit falsch
positiver Assoziationen an und ist uUblicherweise bei einem Wert >0,2 gegeben, d.h. die statistische
Evidenz fur derartige Befunde ist auch bei einem P-Wert < 0,05 schwach.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=11762252
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=2718107
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=4731562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=2566871
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=2228617
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4.4.2 Adjustierung auf nicht-genetische Faktoren

Die nach Log-rank-Test mit einem P-Wert <0,05 identifizierten und in Tab. 10 durch
Fettschrift hervorgehobenen Varianten sind nachstehend in Tab. 11 aufgelistet. Flr diese
wurde jeweils mit einer Cox-Regression gepruft, ob die beobachtete Assoziation von Grading,
Alter, Geschlecht und Resektionsgrad (RO versus R1) beeinflusst wird. Nach dieser
Adjustierung verlieben noch sieben Polymorphismen mit einer nominalen statistischen
Signifikanz von P < 0,05.

Gen SNP (Log-razk-Test) (Cox-Regression)

Gemcitabin-Metabolismus

DCTD rs7278 0,003 0,009
rs13148414 0,03 0,2
rs2515683 0,03 0,1

RRM2 rs4668664 0,006 0,004
rs1130609 0,03 0,04

Gemcitabin-Transport

ENT1 rs45573936 0,00003 0,0005
rs1057985 0,04 0,01

Hedgehog-Signalweg

PTCH1 rs2236407 0,04 0,01
rs357565 0,05 0,2

SHH rs288746 0,02 0,05

Tab. 11 Zusammenstellung der mit dem Gesamtlberleben assoziierten SNPs. Betrachtet wurden hier
zunachst alle SNPs mit P <0,05 im Log-rank-Test. Diese wurden dann jeweils einer Cox-
Regressionsanalyse mit den Faktoren Alter, Geschlecht, Grading und Resektionsgrad (RO versus R1) als
potenzielle Confounder unterzogen. Dabei wurde in SPSS die Methode ,,Enter verwendet, wobei die
unabhéangigen Variablen mit Ausnahme des Alters als kategoriell klassifiziert wurden. Varianten mit
daraus resultierenden P-Werten < 0,05 sind durch Fettschrift hervorgehoben.

4.4.3 Kombiniertes SNP-Modell

Diejenigen sieben SNPs, die auch nach Adjustierung auf nicht-genetische Faktoren eine
nominale statistische Signifikanz mit P <0,05 zeigten (siehe Tab. 11 in vorigem Kapitel
4.4.2), wurden nun zusammen in einem Cox-Modell analysiert. Dies ist unter Angabe der HR
mit dem 95%-KI und P-Werten in Tab. 12 aufgefiihrt. Dabei blieben drei Polymorphismen
unterhalb des Signifikanzniveaus von P <0,05. Diese sind in Tab. 12 durch Fettschrift
hervorgehoben (rs1057985 hatte einen P-Wert von exakt 0,049).
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Gen SNP Hazard Ratio (95%-KIl) P

Gemcitabin-Metabolismus

DCTD rs7278 1,60 (0,98 - 2,66) 0,06

RRM2 rs4668664 0,69 (0,41 - 1,16) 0,2
rs1130609 1,02 (0,62 - 1,67) 0,9

Gemcitabin-Transport

ENT1 rs45573936 9,24 (2,95 - 28,9) 0,0001
rs1057985 0,68 (0,47 - 1,00) 0,05

Hedgehog-Signalweg

PTCH1 rs2236407 1,25 (0,93 - 1,70) 0,1

SHH rs288746 2,08 (1,20 - 3,62) 0,01

Tab. 12 Kombiniertes Cox-Modell der am stirksten mit dem Uberleben assoziierten SNPs. Betrachtet
wurden hier zunachst die sieben SNPs mit P < 0,05 in der Cox-Regressionsanalyse nach Adjustierung auf
nicht-genetische Faktoren (Tab. 11). Fett hervorgehoben sind diejenigen SNPs, die im kombinierten
Modell einen P-Wert < 0,05 aufwiesen.

4.4.4 Adjustierung auf multiples Testen

Nun wurde eine Adjustierung auf multiples Testen vorgenommen, indem fir die oben
genannten SNP-Assoziationen eine FDR unter Berticksichtigung der Zahl der insgesamt
untersuchten Genvarianten berechnet wurde. Nach dieser Prozedur verblieb nur der Effekt der
ENT1-Aminosédurevariante rs45573936 statistisch signifikant mit P =0,004. Dieser
Beziehung wurde daher die starkste Bedeutung eingeraumt. Die nachfolgenden Darstellungen
konzentrieren sich somit zunédchst auf diese Variante. Weiterhin werden noch die SNPs
dargestellt, welche sowohl nach Adjustierung auf nicht-genetische Faktoren (Kapitel 4.4.2)
als auch im kombinierten Cox-Modell (Kapitel 4.4.3) mit P < 0,05 mit der Uberlebenszeit
assoziiert waren, auch wenn nach Korrektur auf multiples Testen hier keine statistische

Signifikanz mehr vorlag.

4.45 Starkste Effekte fur Varianten im Bereich des ENT1-Gens

Die starkste Assoziation mit der Uberlebenszeit zeigte sich fiir den SNP rs45573936, der zum
Aminosaureaustausch 11e216Thr im Nukleosid-Transporter ENT1 (SLC29A1) fihrt. Das
Variantenallel hat dabei in der Allgemeinbevolkerung nur eine Haufigkeit von ca. 1%. In dem
ausgewerteten Kollektiv (Resektionsstatus RO und R1, n=97) waren flnf Patienten mit
heterozygoter Allelauspragung enthalten; Homozygotie fir die Variante (Thr216) fand sich
nicht. Der Effekt dieser Variante auf das Uberleben ist in Abb. 10 anhand eines Kaplan-Meier-
Plots grafisch veranschaulicht. Das Hazard Ratio fur Patienten mit heterozygoter
Allelauspragung im Vergleich zu Patienten mit Wildtyp-Konfiguration wurde mit 8,8 (95%-
Kl 3,2 - 24,3; siehe Tab. 10 oben) ermittelt. Das bedeutet, die Variantentrager hatten tber die

Zeit konstant ein 8,8-fach erhdhtes Sterberisiko. Der Einfluss dieser Variante war sowohl nach



4 Ergebnisse 60

Adjustierung auf nicht-genetische Parameter (P = 0,0005; siehe Tab. 11 oben und im Detail
nachstehend in Tab. 13) als auch nach Korrektur auf multiples Testen (P = 0,004; Kapitel
4.4.4) statistisch signifikant.

Parameter Statistische Signifikanz (P-Wert)
ENT1 rs45573936 0,0005

Grading 0,04

Resektionsgrad (0 vs 1) 0,2

Geschlecht 0,4

Alter bei Therapiebeginn 0,8

Tab. 13 Cox-Regressionsanalyse zur Assoziation von ENT1 rs45573936 und Uberleben. Die Angaben
beziehen sich auf 97 Patienten mit adenoduktalem Pankreaskarzinom und RO- bzw. R1-Resektion.

Abb. 10  Uberlebenskurven in
19 ® (L Abhangigkeit des ENT1-SNPs
rs45573936 (11e216Thr). Es sind fur die
zwei Genotypenkonfigurationen
0,8 Sl T bk Wildtyp (TT) und Heterozygotie (TC)
e TT, N=92 L .
TC. =5 die Uberlebensraten ab Beginn der
e + TT zensiert, n=21 Gemcitabin-Therapie veranschaulicht.
g 0.6 Die Uberprufung der statistischen
S ’ Signifikanz erfolgte mit dem Log-rank-
2 Test
S 0,4
2
0,2
0,0
[ I I I I I [
0 10 20 30 40 50 60
Uberlebenszeit [Monate]
Patienten unter Beobachtung
TT 92 80 65 52 39 29 17
TC 5 0

Da sich in der initialen Kohorte von 142 Patienten (einschlieBlich R2 und nicht operable) elf
mit Heterozygotie fur rs45573936 fanden, wurde geprift, ob eventuell ein Einfluss dieser
Variante auf die Ausbreitung des Pankreas-Karzinoms zum Operationszeitpunkt vorliegt.
Dazu wurde die Genotypverteilung dieser Variante in den drei Gruppen ,,R2/Inoperabilitat®,
»RO/R1“ und ,,Gesunde® jeweils paarweise verglichen. Zwischen ,,R0/R1* und ,,Gesunden*
war keinerlei Unterschied festzustellen. In der Gruppe ,,R2/Inoperabilitdat” war ein Trend zu
einem hdufigeren Vorkommen des heterozygoten Status gegeniiber ,,RO/R1“ (P = 0,09) und

gegeniiber ,,Gesunden® (P = 0,07) festzustellen.

Eine weitere Variante des ENT1-Gens, fiir die sich ein Einfluss auf die Gesamtiiberlebenszeit

in Abh&ngigkeit seiner Allelauspragung feststellen liel3, war rs1057985. Dieser SNP ist im
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Promotorbereich des ENT1, 1341 Basenpaare vor der langsten mRNA-Transkriptvariante des
Gens, lokalisiert (Abb. 11). Mit einer beobachteten Allelfrequenz von 38% trat das
Variantenallel relativ hdufig innerhalb der Patientenkohorte auf, was zu den Daten zur
Verteilung innerhalb der kaukasischen Bevolkerung (33% nach Datenbank dbSNP) passt. Wie
aus Abb. 11 ersichtlich, sind rs1057985 und die oben beschriebene Aminosdurevariante

rs45573936 nicht im Kopplungsungleichgewicht (r2=0,03), d.h. sie sind voneinander

unabhéngig.
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Abb. 11 Architektur des ENT1-Gens und Kopplungsplot der analysierten Varianten. Die Abbildung ist
einer Vorarbeit der Abteilung Klinische Pharmakologie (Kuschel 2011) entnommen. Die 18 SNPs sind
von 5'- nach 3'-Richtung aufsteigend nummeriert. Rs1057985 ist SNP ,,4, rs45573936 SNP ,,16%. Im
oberen Teil der Abbildung finden sich die funf Transkriptvarianten des ENT1-Gens in Relation zu den
untersuchten  Polymorphismen. Im unteren Teil der Abbildung sind paarweise die
Kopplungsungleichgewichte (linkage disequilibrium, LD) der Genvarianten als Plot dargestellt. Anhand
der Zahlen und Farbgebung innerhalb der Rauten kann auf die Starke des LD geschlossen werden. Ein
hohes LD wird durch einen hohen Zahlenwert und dunkle Farbe signalisiert. Starke genetische Kopplung
spricht fir haufige gemeinsame Vererbung der beiden Genvarianten. Ein dunkel-schwarzes Feld ohne
Zahlenwert zeigt ein LD von 100% an.

Univariat zeigte der SNP rs1057985 als singuldre unabhéngige Variable sowohl im Log-rank-
Test und der Cox-Regressionsanalyse einen Effekt auf die Uberlebenszeit mit P =0,04.
Grafisch ist dies in Abb. 12 illustriert. Dabei ist klar erkennbar, dass Trager der Variante AA
bedeutend langer Gberlebten als Wildtyptrager (HR 0,39; 95%-KI 0,18 - 0,88; siehe Tab. 10
oben). Dies besagt, dass homozygote Trager des Variantenallels gegentber der Wildtyp-
Konfiguration eine um fast 2/3 reduzierte Wahrscheinlichkeit haben, in einem bestimmten

Zeitintervall unter Gemcitabin zu versterben. Fur Tréger heterozygoter Allelausprdgung waren
diese Befunde nicht nachweisbar (HR 0,89; 95%-KI 0,55 - 1,46).



4 Ergebnisse

62

Abb. 12 Einfluss von rs1057985 auf die
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Wurden wie zuvor nicht-genetische Faktoren im Cox-Modell beriicksichtigt, nahm die
statistische Signifikanz dieser Variante noch leicht zu (siehe Tab. 14). Nach Korrektur auf
multiples Testen wurde ein P-Wert von 0,5 bestimmt, so dass die Nullhypothese eines falsch-

positiven Befundes gegenwaértig nicht verworfen werden kann.

Parameter Statistische Signifikanz (P-Wert)
ENT1 rs1057985 0,01

Grading 0,006

Resektionsgrad (0 vs 1) 0,3

Alter bei Therapiebeginn 0,8

Geschlecht 0,9

Tab. 14 ENT1 rs1057985 und nicht-genetische Faktoren im Cox-Modell bezogen auf Gesamtiiberleben.
Betrachtet wurden 97 Patienten mit Pankreaskarzinom und RO- bzw. R1-Resektionsstatus.

4.4.6 SNP in SHH mit tendenzieller Beeinflussung der Uberlebenszeit

Die Genvariante rs288746 ist im Promotorbereich des SHH-Gens, 1705 Basenpaare vor
Das SHH-Gen selbst befindet sich auf

Chromosom 7. Innerhalb der kaukasischen Normalbevolkerung hat das Variantenallel dieses

Beginn des RNA-Transkripts, lokalisiert.
Polymorphismus eine Haufigkeit von 10,5% (in meiner Studie 14,8%). Die Variante war bei
den 97 analysierten Patienten mit Pankreaskarzinom und Resektionsstatus RO bzw. R1 mit
P =0,02 nach Log-rank-Test mit dem Gesamtiberleben assoziiert. Das HR wurde mit 1,99

(95%-KI: 1,18 - 3,36) bestimmt, d.h. Patienten mit heterozygoter Allelauspragung hatten
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verglichen mit Tragern des Wildtypes ein 2-fach erhohtes Risiko, unter Gemcitabin-Therapie

zu versterben (P = 0,01). Eine Kaplan-Meier-Grafik in Abb. 13 verdeutlicht diesen Befund.

P=0,02 Abb. 13 Uberlebenszeit in
1,0 Abhangigkeit von SHH-SNP rs288746.
-"I:h_ Die Darstellung erfolgte analog zu
- Abb. 6 und Abb. 7
+ SHH rs288746
0,8 e TT, N=T72
TC, n=24
CC, n=1
% | = TT zensiert, n=17
b 0,6 TC zensiert, n=3
5 CC zensiert, n=1
£
<
3 0,4—
Q L
=)
0,2—
0,0—
| | | T | | T
0 10 20 30 40 50 60
Uberlebenszeit [Monate]
Patienten unter Beobachtung
T 72 49 25 15 8 5 4
TC 24 12 3 1 0
cc 1 0

Auch nach Adjustierung auf nicht-genetische Faktoren war in einem Cox-Regressionsmodell
ein Einfluss dieser Variante in ahnlicher GroRenordnung wie das Grading erkennbar

(P = 0,05; Tab. 15).

Parameter Statistische Signifikanz (P-Wert)
SHH rs288746 0,05

Grading 0,05

Resektionsgrad (0 vs 1) 0,2

Geschlecht 0,5

Alter bei Therapiebeginn 0,7

Tab. 15 Einfluss von SHH rs288746 und nicht-genetischer Faktoren auf Gesamtiberleben. Im Cox-
Modell analysiert, wurden Daten von 97 Patienten mit Pankreaskarzinom mit RO- oder R1-
Resektionsstatus zugrunde gelegt.
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4.5 Hamatotoxizitat unter Gemcitabin-Therapie

4.5.1 Deskriptiver Verlauf von Leukozyten und Thrombozyten

Fiir die Bewertung der sekunddren Zielgrofle ,,Hamatotoxizitdt unter Gemcitabin-Therapie*
wurde wieder die urspringliche Patientenzahl von 142 ungeachtet des Resektionsstatus zu
Grunde gelegt. Fir 116 von diesen gelang eine lickenlose Darstellung der Verlaufe von
Leukozyten- und Thrombozytenzahlen wahrend der ersten 42 Tage der Therapie. Bedingung
war die erstmalige Gabe von Gemcitabin. Bei dem zumeist angewandten 3/4-Takt (d.h. drei
Gaben von 1000 mg Gemcitabin/m2 KOF im woéchentlichen Abstand gefolgt von einer Woche
Pause) sind in diesem 42-Tage-Intervall zwei komplette Gemcitabin-Zyklen enthalten. VVon
den 116 Patienten mit auswertbaren Blutbilddaten erhielten 71 einen solchen 3/4-Takt, 23
einen 2/3-Takt, 16 Patienten einen 6/8-Takt und 6 eine andere Taktung der Chemotherapie.

Die Charakteristika der Hamatotoxizitatsdaten sind in Tab. 16 und Tab. 17 zusammengefasst.
Der tiefste Wert fir Leukozyten und Thrombozytenzahl innerhalb des Beobachtungsintervalls
von 42 Tagen wurde als Nadir festgelegt. Der Nadir von Leukozyten betrug im Median
3400/pl und der von Thrombozyten 155000/ul. Diese Nadirwerte wurden schlief3lich
Zytotoxizitatskriterien, den sogenannten Common Terminology Criteria for Adverse Events
(CTC, Version 4.0, 2010) des National Cancer Instituts (NCI), zugeordnet. Diese Kriterien
beschreiben den Grad der (Hamato-) Toxizitat einer Therapie auf einer Skala von Grad 1
(leicht) bis Grad 4 (schwer).

Nadir Leukozyten [1000/ul] bzw. in % zu Tag 0*

Median (%) 3,4 (51)
Interquartilabstand (%) 2,6-4,9(39-67)
Range (%) 0,7-10,6 (11 - 102)
NCI - CTC [Zahl der Patienten]?
GO0:>4000 Leukozyten/ul (Untergrenze Normbereich) 48
G1:3000 - 4000 Leukozyten/ul 26
G2:2000 - 3000 Leukozyten/ul 26
G3:1000 - 2000 Leukozyten/ul 15
G4:<1000 Leukozyten/pl 1
Zeit bis Nadir Leukozyten [Tage]
Median 14
Interquartilabstand 7-28
Range 3-42
Gemcitabin-Intensitat bei Leukozytennadir [Zahl der Patienten]®
<1000 mg/m2 KOF 49
1000 - 2000 mg/m2 KOF 46
2000 - 3000 mg/m2 KOF 21
Leukozyten [1000/ul] an Tag 0*
Median 7

Interquartilabstand 5,7-8,6
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Range 3-12,4
Leukozyten [1000/ul] an Tag 7 der Gemcitabin-Therapie

Median 4,5

Interquartilabstand 34-57

Range 12-11,4
% Leukozyten Tag 7 zu Tag O

Median 64,3

Interquartilabstand 50,0 - 83,3

Range 29,1-186,0

Tab. 16 Verlaufsdaten fiir Leukozyten wahrend der ersten 42 Tage Gemcitabin-Therapie. ‘Die Werte von
Tag 0 beziehen sich in der Regel auf eine unmittelbar vor der ersten Gemcitabin-Gabe abgenommene
Blutprobe, in einzelnen Fallen bis zu maximal zwei Tage davor. 2NCI (National Cancer Institute) - CTC
(Common Terminology Criteria for Adverse Events) beschreibt den Grad der Toxizitat einer
durchgefiihrten Therapie, hier diejenige von Gemcitabin auf Leukozyten und bezieht sich auf die
gemessenen Nadir-Werte. Die Einteilung erfolgte entsprechend den Kriterien der CTC-Version 4.0
(2010). GO entspricht dem Normbereich und bedeutet keine Toxizitat.’Die Gemcitabin-Intensitat bei
Nadir beschreibt die kumulative Gesamtdosis Gemcitabin, welche innerhalb von 3 Wochen (21 Tage) vor
Eintritt des Nadir verabreicht wurde.

Nadir Thrombozyten [1000/ul] bzw. in % zu Tag 0

Median (%) 154,5 (55)

Interquartilabstand (%) 113,5-199 (42 - 67)

Range (%) 38 - 350 (8 - 184)
NCI - CTC [Zahl der Patienten]

GO0:>150000 Thrombozyten/ul (Untergrenze Normbereich) 61

G1: 75000 - 1500000 Thrombozyten/pul 45

G2: 50000 - 75000 Thrombozyten/pl 8

G3: 25000 - 50000 Thrombozyten/pul 2

G4:<25000 Thrombozyten/pl 0

Zeit bis Nadir Thrombozyten [Tage]

Median 14

Interquartilabstand 8-28,3

Range 2-43
Gemcitabin-Intensitat bei Thrombozytennadir [Zahl der Patienten]

<1000 mg/m2 KOF 37

1000 - 2000 mg/m2 KOF 64

2000 - 3000 mg/m2 KOF 16
Thrombozyten [Tsd./ul] an Tag 0 der Gemcitabin-Therapie

Median 273

Interquartilabstand 222 - 346

Range 102 - 705
Thrombozyten [Tsd./ul] an Tag 7 der Gemcitabin-Therapie

Median 196

Interquartilabstand 158 - 255,5

Range 42 - 708
% Thrombozyten Tag 7 zu Tag 0

Median 70,6

Interquartilabstand 60,1 - 82,9

Range 31,6-197,8

Tab. 17 Verlaufsdaten fur Thrombozyten in den ersten 42 Tagen der Gemcitabin-Therapie. Die
Darstellungsweise ist wie in Tab. 16 fir Leukozyten beschrieben.
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4.5.2 Variabilitat in Auspragung und Zeitdauer des Nadir-Eintritts

Die Héaufigkeitsverteilung der Nadire entsprechend der CTC-Skala und die Zeitdauer bis zu
deren Eintreten ist fir Leukozyten in Abb. 14 und fir Thrombozyten in Abb. 15
veranschaulicht. Von 116 Patienten entwickelten 16 (14%) eine schwere Leukozytopenie mit
Grad 3 odere 4. Demgegeniber zeigten 48 (41%) keine nennenswerte LeukozytotoXizitéat.
Schwere Thrombozytopenien waren wesentlich seltener zu verzeichnen (2 Félle). Fir beide
Zellreihen traten die Nadire bei etwa 2/3 der Patienten innerhalb der ersten 21 Tage auf
(Median 14 Tage). Zwischen der Auspragung des Nadirs (in absoluten Zahlen) und der
Zeitdauer bis zu dessen Eintreten bestand keinerlei Korrelation, weder bei den Leukozyten

noch bei den Thrombozyten (Spearman rho =-0,07, P = 0,5 bzw. rho =-0,14, P = 0,2).
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Abb. 14 Haufigkeitsverteilung des Leukozytopeniegrades und des Zeitintervalls bis Nadireintritt.
Betrachtet wurden insgesamt 116 Patienten wahrend der ersten 42 Tage einer Gemcitabin-Therapie. Die
Gradeinteilung der Leukozytopenie wurde anhand der der Common Terminology Criteria for Adverse

Events (CTC) des National Cancer Institute (NCI) vorgenommen. Grad 0 entspricht dem Normbereich
und stellt keine Toxizitat dar.
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Abb. 15 Haufigkeitsverteilung des Thrombozytopeniegrades und des Zeitintervalls bis Nadireintritt.
Darstellungsweise analog zu Abb. 14.
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Es ist denkbar, dass die Intensitdat der Gemcitabin-Therapie (im Median aller Patienten
2000 mg/m2 KOF) die Nadirwerte von Leukozyten und Thrombozyten beeinflusst. Dies wurde
in einer nicht-parametrischen Korrelationsanalyse flr die in einem Zeitraum von 21 Tagen vor
Auftreten des Nadirs verabreichte kumulative Gemcitabin-Dosis gepriift. Ein Zusammenhang
fand sich nur fir die Zeit bis zum Eintreten des Leukozytennadirs (rho = 0,61, P < 0,001), was
jedoch nicht erstaunlich ist, da einem ,spdteren” Nadir in der Regel auch eine hohere
Gemcitabin-Dosis voranging. Mit der Schwere des Nadirs war die Gemcitabin-Intensitét
dagegen Uberhaupt nicht korreliert, weder bei Leukozyten (rho =-0,01, P =0,9) noch bei
Thrombozyten (rho = 0,01, P =0,9).

4.5.3 Zytotoxizitat nach singularer Gemcitabin-Gabe

Als weiterer Parameter zum Vergleich der Zytotoxizitat bei den einzelnen Patienten wurden
die Veranderungen der Hamatotoxizitatswerte (ber ein konstantes Zeitintervall betrachtet. Es
wurden dafiir die ersten sieben Tage gewdhlt, da zu Beginn der Therapie in der Regel noch
keine Dosisanpassungen erfolgten und fast alle Patienten initial 2000 mg/m2? KOF Gemcitabin
erhielten. AuBerdem werden bei allen angewandten Regimen unabhdngig des Gemcitabin-
Takts nach einer Woche routinemaRig Blutbilddaten vor der nachsten Gabe erhoben. Bezogen
auf den pratherapeutischen Ausgangswert waren die Leukozyten nach sieben Tagen im
Median auf 64,3% und die Thrombozyten auf 70,6% abgefallen. Fur eine diesbeziglich
auswertbare Subgruppe von 93 Patienten ist die Verteilung der absoluten Leukozyten- und
Thrombozyten-Werte flir Tag 0 und Tag 7 in Abb. 16 dargestellt.
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Abb. 16 Verlauf von Leukozyten (links) und Thrombozyten (rechts) innerhalb der ersten sieben Tage.
Alle betrachteten 93 Patienten hatten, der préatherapeutischen Blutentnahme an Tag 0 folgend, eine
einmalige Gabe von 1000 mg Gemcitabin/m? KOF erhalten. Die statistische Signifikanz der
Veranderungen der Leukozyten- und Thrombozytenwerte zwischen den beiden Messpunkten wurde mit
dem gepaarten Rangsummentest nach Wilcoxon gepruft und ist als P-Wert angegeben.
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4.5.4 Einfluss von Varianten in Gemcitabin-Kandidatengenen auf Nadir
sowie Zytotoxizitat nach singularer Gemcitabin-Gabe

Denkbar ist, dass Polymorphismen in Kandidatengenen fir die Wirksamkeit von Gemcitabin
nicht nur den Erfolg, sondern auch die Nebenwirkungen einer Therapie beeinflussen kénnen.
Daher wurden 86 der 109 in Kapitel 4.3 gelisteten Genvarianten hinsichtlich mdglicher
Assoziationen zur Hamatotoxizitdt wahrend einer Gemcitabin-Therapie Uberprift. Keine
Berlicksichtigung fanden hier die 23 Varianten der Gene des Hedgehog-Signalwegs (PTCHL,
SHH und SMO), da die Bedeutung dieser Signalkaskade vor allem im Tumor-induzierten
Bindegewebswachstum zu sehen ist. Als Phanotypen wurden — wie oben beschrieben (siehe
Kapitel 4.5.2 und 4.5.3) — fur Leukozyten und Thrombozyten die Zeitdauer (in Tagen) bis
zum Nadir wahrend der ersten 42 Tage der Gemcitabin-Therapie sowie die Verdnderungen
beider Blutzelllinien wahrend der ersten sieben Therapietage analysiert. Insgesamt zeigten 14
Genvarianten einen Einfluss auf mindestens einen der genannten phénotypischen Parameter
mit P <0,05. Eine Zusammenstellung dieser Ergebnisse ist in Tab. 18 aufgefuhrt. Unter
Beriicksichtigung multiplen Testens war jedoch keine dieser Assoziationen statistisch
signifikant. Eine medizinische Bedeutung einer dieser Varianten wére plausibler, wenn
weitere Hinweise fiir eine Funktionalitat vorlagen. Aus diesem Grund wurden hier zusatzlich
die Effekte der 14 Polymorphismen auf die Uberlebenszeit der Patienten betrachtet (siehe
ebenfalls Tab. 18) und den Assoziationen mit Hdmatotoxizitatsdaten gegentiber gestellt. In
diesem Zusammenhang fand sich fir den ENT1-SNP rs747199 eine Kkonsistente
Beeinflussung von Uberleben und der Wirkung von Gemcitabin auf den

Thrombozytenverlauf innerhalb der ersten sieben Therapietage.
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Gen  SNP Parameter - Gemoiabin | CeIeRe”
klinischer Hamatotoxizitét Sensitivitat | Tendenz P
(Log-rank)
CDA rs12404655 Thrombozyten Therapietag 7 0,04 1 o 0,5
CMPK1 rs12039726 Zeit bis Nadir Leukozyten 0,02 1 “ 0,2
CMPK1 rs35687416 Leukozyten Therapietag 7 0,02 1 o 1,0
CMPK1 rs6660321  Zeit bis Nadir Leukozyten 0,02 1 “ 0,2
DCTD rs1960207 Thrombozyten Therapietag 7 0,02 ! “ 0,7
rs4073675  Thrombozyten Therapietag 7 0,003 ! > 0,7
Zeit bis Nadir Leukozyten 0,01 !
DCTD rs7278 Zeit bis Nadir Leukozyten 0,01 1 l 0,003
ENT1 rs1128930 Thrombozyten Therapietag 7 0,01 1 “ 0,6
rs747199 Thrombozyten Therapietag 7 0,007 1 1 0,07
rs760370 Thrombozyten Therapietag 7 0,01 1 > 0,6
NT5C3 rs7795860  Zeit bis Nadir Thrombozyten 0,01 ! > 0,9
RRM1 rs7932702  Leukozyten Therapietag 7 0,02 ! o 0,7
rs9937 Leukozyten Therapietag 7 0,04 1 > 0,6
RRM2 rs1138729  Zeit bis Nadir Leukozyten 0,02 1 l 0,09

Tab. 18 SNPs mit Einfluss auf Hamatotoxizitat. Klinische Parameter waren fir Leukozyten sowie
Thrombozyten die Zeit bis Eintritt des Nadir innerhalb der ersten 42 Tage der Gemcitabin-Therapie und
die Veranderung der Zellzahlen von Tag 7 der Therapie bezogen auf Tag 0 (in %). Assoziationen mit
P < 0,05 sind aufgelistet. Die Prifung auf statistische Signifikanz erfolgte mit Mann-Whitney-U-Test (zwei
Genotyp-Konfigurationen) bzw. Jonkheere-Terpstra-Test (drei Genotypen-Auspragungen mit je
mindestens funf Patienten). Entsprechend der biochemischen Funktionsweise eines Gens wurden die
Effekte des Variantenallels eines Polymorphismus hinsichtlich der Sensitivitat auf Gemcitabin bewertet
(1 = gesteigerte, | =reduzierte Empfindlichkeit). Zum Vergleich ist der Einfluss dieser
Genpolymorphismen auf die Uberlebenszeit gegeniiber gestellt, wobei ,,7“ eine Veringerung, ,,|“ eine
Verkiirzung und ,,<»>* kein Effekt des Variantenallels bedeutet.

4.5.5 Rs747199 beeinflusst gleichsinnig Uberleben und Hamatotoxizitat

Historisch zundchst dem Promotorbereich zugerechnet (traditionelle Nomenklatur:-706G>C),
wird rs747199 heute auf Intron 1 des ENT1-Gens, 7103 Basenpaare hinter dem
Transkriptionsstart der langsten mRNA-Isoform, lokalisiert (siehe oben Abb. 11). Laut
dbSNP-Datenbank besteht eine Haufigkeit des selteneren Allels von 16% bei Kaukasiern. Die
Uberpriifung der Auswirkungen dieses SNPs auf die untersuchten Hamatotoxizitdtsparameter
zeigte eine Assoziation mit P =0,007 mit den Verdnderungen der Thrombozytenzahlen
innerhalb der ersten Therapiewoche. Flr Patienten mit Variantenallel war an Tag sieben der
Therapie bezogen auf den préatherapeutischen Wert eine verstarkte Thrombozytopenie zu
verzeichnen (siehe Abb. 17, links). In Gegenwart des Variantenallels C zeigte sich zudem eine
Tendenz zu langerem Gesamtlberleben. Ein Kaplan-Meier-Plot in Abb. 17 rechts illustriert

diese Beobachtung.
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Abb. 17 Effekte von rs747199 auf Hamatotoxizitat (links) und Gesamtiberleben (rechts). Links ist der
Anteil Thrombozyten an Therapietag 7 bezogen auf Therapietag 0 in Abhéangigkeit von rs747199
dargestellt. Die statistische Prifung erfolgte hier mit dem Mann-Whitney-U-Test, wobei der heterozygote

und homozygote Variantenallel-Status zusammengefasst wurden.

Rechts ist der Einfluss dieser

Genvariante auf das Gesamtiberleben veranschaulicht und mit Hilfe des Log-rank-Tests statistisch

bewertet.
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5 Diskussion

Der Einfluss des Resektionsgrades und des histopathologischen Gradings auf die
Uberlebenszeit von Patienten mit Pankreaskarzinom ist bekannt. Als moglicher neuer Marker
fir das Uberleben mit Gemcitabin therapierter Patienten konnte in meiner Arbeit eine
Aminosdurevariante im Nukleosidtransporter ENT1 identifiziert werden. Diese (rs45573936)
zeigte sich auch unter Berticksichtigung nicht-genetischer Faktoren und nach Korrektur auf
multiples Testen statistisch signifikant mit dem Uberleben verkniipft. Zwei weitere Varianten
im Promotorbereich bzw. im Intron 1 des ENT1-Gens, rs1057985 bzw. rs747199, zeigten
ebenfalls einen Bezug zum Gesamtiiberleben. Letztgenannte war gleichzeitig auch mit dem
Grad der Thrombozytotoxizitat verbunden. Das Zeitintervall bis zum Auftreten des Nadirs fir
Thrombozyten bzw. Leukozyten stand in keinem Zusammenhang mit dessen Intensitat. In den
Genen DCTD, RRM2, PTCH1 und SHH konnten finf weitere Genvarianten mit einer
Beeinflussung der Uberlebenszeit identifiziert werden. Unter Beriicksichtigung multiplen
Testens kann jedoch nur der Zusammenhang zwischen Uberlebenszeit und der
Aminosaurevariante rs45573936 als statistisch signifikant betrachtet werden. Nachfolgend
werden diese Befunde — beginnend mit rs45573936 als starkstem — diskutiert und mit der
aktuellen Literaturlage in Beziehung gesetzt.

5.1 ENT1-Aminosdaurevariante lle216Thr (rs45573936)

Die Aminoséurevariante rs45573936 des ENT1-Gens zeigte einen starken Effekt auf die
Gesamtlberlebenszeit der untersuchten Patienten mit Pankreaskarzinom. Heterozygote
Patienten verstarben deutlich friher als Patienten mit Homozygotie fur den Wildtyp.
Homozygote Trager des Variantenallels wurden nicht beobachtet. Auch nach Adjustierung
auf nicht-genetische Faktoren sowie auf multiples Testen erwies sich die Assoziation als
statistisch signifikant. Die Thr216-Variante dieses biallelischen Polymorphismus findet sich

in der deutschen Bevolkerung mit einer Frequenz von etwa 2,5%.

Der ENT1-Transporter enthalt elf transmembrandre Domanen (Sundaram et al. 2001). In der
sechsten dieser Domanen befindet sich der Aminosaureaustausch 11e216Thr (siehe Abb. 18).
Klare Beweise fir die Funktionalitdt der Variante liegen noch nicht vor. In der Literatur
existieren hierzu bislang nur zwei Arbeiten. In Thr216-tberexprimierenden Hefezellen wurde
die kompetitive Hemmung des [*H]-Inosin-Transports durch die Nukleosid-Analoga
Gemcitabin, Cytarabin und Ribavirin analysiert (Osato et al. 2003). Es konnte dabei fir keines
der drei Medikamente eine relevante Modifikation des Transports durch das Thr216-Allel

nachgewiesen werden. Diese Messungen wurden Uber einen Zeitraum von 20 min
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durchgefuhrt. Dabei wurde der einwérts gerichtete Transport, jedoch kaum derjenige in die
Gegenrichtung erfasst. Es ist durchaus denkbar, dass sich Thr216 bei einem von intra- nach
extrazelluléar gerichteten Gradienten auswirkt. Weiterhin ist in Bezug auf die zitierte Arbeit
anzumerken, dass Gemcitabin und die beiden anderen Nukleosid-Analoga (da nicht radioaktiv
markiert) lediglich als Inhibitoren des Transports von [*H]-Inosin, nicht jedoch als direkte
Substrate des ENT1 gemessen wurden. Diese Unterscheidung sollte gleichwohl nicht auBRer
Acht gelassen werden. Dass Thr216 tatséchlich die Aufnahme von Nukleosiden modulieren

kann, wurde kirzlich in einer Studie fur Adenosin gezeigt (Kim et al. 2011).

extrazellular

NH,
intrazellular

Abb. 18 Sekundarstruktur des ENT1-Transporters. Der rote Pfeil zeigt die Lokalisation von 11e216Thr an.

Einen weiteren Hinweis auf eine Funktionalitat dieser Variante erbrachte eine frihere Studie
der Abteilung Klinische Pharmakologie (Kuschel 2011). Dabei fand sich in vitro eine nahezu
komplette Resistenz auf Gemcitabin in Gegenwart von Thr216 (siehe Abb. 19). Leukozyten
wurden 6 h mit Gemcitabin inkubiert, danach das Zytostatikum durch grindliches Waschen
entfernt und nach weiteren 42 h die Apoptoserate in Bezug auf eine unbehandelte Kontrolle
durchflusszytometrisch gemessen. Somit scheint es sich hier im Wesentlichen um eine
Wirkung auf den Efflux von Gemcitabin zu handeln, der bei der homogeneren Zellpopulation
der T-Lymphozyten besonders zu Tage trat. In Parallelansatzen, die wahrend der gesamten
Inkubationszeit von 48 h Gemcitabin exponiert waren, war dies so nicht zu sehen. Diese
Beobachtung zusammen mit der Tatsache, dass der starke Effekt bereits im heterozygoten

Zustand von 11e216Thr bewirkt wurde, lasst die Hypothese zu, dass es sich bei Thr216 um ein
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gain-of-function-Allel handeln kénnte. Mdglicherweise beruht dies auf einer Phosphorylierung
des Thr-Restes. In einem weiteren Schritt sollte zundchst untersucht werden, ob dies in
Anbetracht der Lokalisation dieser Aminoséure in der ENT1-Proteinkette prinzipiell denkbar
ist. Ausgeschlossen hingegen wurde bereits ein Einfluss von rs45573936 auf die Transkription
und Translation des ENT1-Gens (Kim et al. 2011). Demzufolge werden bei Heterozygotie das
Ile- und das Thr-Allel gleichberechtigt exprimiert, was ein weiterer Grund fur die Annahme
ist, dass ein Thr-bedingter Effekt mutmaRlich hyperfunktionell ist.
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Abb. 19 Gemcitabin-Toxizitat in Abh&ngigkeit von rs45573936 (11e216Thr). Die Abbildung ist einer
Vorarbeit der Abteilung Klinische Pharmakologie (Kuschel 2011) entnommen. Aus vendsem Blut von 67
gesunden Spendern wurden PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) isoliert, tGiber 6 h bei 37°C mit
10 pg/ml Gemcitabin behandelt und danach so gewaschen, dass Gemcitabin im Kulturmedium um
mindestens Faktor 1000 verdinnt wurde. Nach 42 h Weiterkultivierung bei 37°C (insgesamt 48 seit
Beginn der Gemcitabin-Zugabe) erfolgte die Bestimmung der Apoptoserate mittels Durchflusszytometrie.
Es wurde jeweils eine Probe ohne jegliche Gemcitabin-Behandlung als Kontrolle mitgefihrt. Dargestellt
sind die Effekte von rs45573936 auf die mit Gemcitabin exponierten Proben in Relation zur jeweiligen
Kontrolle, und zwar fiir die Gesamtpopulation der PBMCs (links) sowie fur die mit einem spezifischen
Antikérper markierte Subpopulation der T-Lymphozyten (rechts). Die statistische Testung erfolgte mit
dem Mann-Whitney-U-Test.

5.2 Varianten in Promotorregion und Intron 1 von ENT1

Zwei weitere Varianten im ENTL1 hatten einen gunstigen Einfluss auf das Gesamtiberleben,
wenngleich diese Befunde unter Berticksichtigung multiplen Testens zum jetzigen Zeitpunkt
nicht als statistisch signifikant bezeichnet werden kénnen.

Zum Polymorphismus rs1057985 ist in der Literatur noch nichts bekannt. Auf Grund seiner
Lokalisation (siehe oben Abb. 11) sind Allel-spezifische Effekte auf die Transkription
vorstellbar. Mdglicherweise werden die beiden langeren Transkripte nur in Gegenwart eines
Allels gebildet (mutmaBlich desjenigen mit einem effizienteren Transport von Gemcitabin und

einem somit besseren Ansprechen). Fiir diese Uberlegungen sprechen Daten aus einer
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friheren Arbeit der Abteilung Klinische Pharmakologie (PreuR 2009). Dort waren, bezogen
auf Genvarianten, Expressionsanalysen an isolierten PBMCs gesunder Probanden
durchgefihrt worden (siehe Abb. 20). Im Basalzustand ohne weitere Medikamentenzugabe
lagen in Anwesenheit des Variantenallels deutlich hohere Transkriptkonzentrationen vor. Bei
homozygotem Vorkommen des Variantenallels zeigte sich nahezu einer Verdopplung der
ENT1-Transkripte.
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Abb. 20 Einfluss des Promotor-SNPs rs1057985 auf die basale ENT1-Transkription. Die Abbildung ist
einer friheren Dissertation der Abteilung Klinische Pharmakologie entnommen (Preu 2009). Dort war
mittels quantitativer Real time-PCR die basale Transkription des ENT1-Gens 6 h nach Gewinnung von
PBMCs aus vendsem Blut gesunder Spender analysiert worden. Links ist fur jede der drei Genotyp-
Konfigurationen der Mittelwert (+ SEM, standard error of the mean) der gemessenen ENT1-Transkripte
dargestellt, rechts mit Bezug auf TBP (tata box-binding protein) als Referenzgen. Die angegebenen P-
Werte wurden mittels linearer Regression ermittelt.

Der zweite ENT1-Polymorphismus, dessen Variantenallel das Uberleben in der von mir
untersuchten Patientenkohorte glinstig beeinflusste, ist rs747199. Diese Variante war vor
Entdeckung der langeren Transkriptformen dem Promotor des ENT1-Gens zugeordnet worden
(traditionelle Nomenklatur:-706G>C), wird aber heute als Intron 1-Variante gefuhrt. Neben
einer tendenziell ginstigeren Prognose ging das Variantenallel auch mit einem verstarkten
Abfall der Thrombozyten wéhrend der ersten sieben Therapietage mit Gemcitabin einher. Dies
lasst vermuten, dass es sich hierbei um ein den ENT1-vermittelten Transport steigerndes Allel
handelt. Zu dieser Auffassung gelangten auch die Autoren einer Studie, welche basierend auf
bioinformatischen  Analysen zu  Transkriptionsfaktor-Bindestellen  Konstrukte — mit
Genvarianten im 5-Bereich des ENT1 herstellten und damit Reportergenanalysen
durchfiihrten. Eine Kombination dreier Genvarianten mit dem Variantenallel von rs747199

ging in diesen Untersuchungen mit einer erhohten Transkriptrate einher (Myers et al. 2006).
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5.3 Weltweite Verteilung der ENT1-Varianten

Auf  Basis genomweiter  Daten des ,1000 humane genome-Projekts*
(http://www.1000genomes.org/) kodnnen Haufigkeiten einzelner Genvarianten zwischen
unterschiedlichen Ethnizitaten verglichen werden. Fir die ENT1-SNPs rs1057985, rs747199
und rs45573936 ist dies in Tab. 19 aufgelistet.

Dabei fallt auf, dass die in meiner Studie so stark mit dem Sterberisiko bei Pankreaskarzinom
unter Gemcitabin-Therapie verbundene Genvariante rs45573936 (11e216Thr) weltweit selten
ist, am hdufigsten jedoch bei Kaukasiern mit einer Frequenz von 1,9% fur das Thr216-Allel
auftritt. Bei gesunden in Gottingen rekrutierten Probanden deutscher Abstammung belief sich
dieses Vorkommen sogar auf 2,6% und war damit ahnlich haufig wie bei der Subpopulation
von Briten innerhalb der Kaukasier (2,8%). Bei Finnen und Italienern (Toskana) kommt diese
Variante mit etwa 1,5% vor. Noch seltener ist sie bei Afrikanern (0,6%) und in Lateinamerika
(0,3%). Gar nicht vorhanden scheint sie bei Asiaten (Chinesen und Japaner) zu sein.

Auch bei den anderen beiden betrachteten ENT1-Varianten waren deutliche Unterschiede
zwischen den ethnischen Gruppen festzustellen. Das Allel von rs1058985, welches in meiner
Studie eine bessere Prognose unter der durchgefiihrten Therapie bedingte, kommt am
h&ufigsten bei Asiaten, am seltensten bei Afrikanern vor. Auch das Variantenallel von SNP
rs747199 scheint meinen Daten zufolge mit einer tendenziell lingeren Uberlebenszeit
einherzugehen und ein Bezug zu einer starkeren ENT1-Transkription wurde beschrieben
(Myers et al. 2006, siehe oben in Abschnitt 5.2). Dieses Allel ist bei Afrikanern sehr selten,
wéhrend es bei den anderen Bevolkerungsgruppen eine gleichmaRige Verteilung von etwa
20% hat. Sollte sich die Assoziationen fur diese Genvarianten in weiteren klinischen Studien
bestatigen, kdnnten die ethnisch bedingten Disparitaten eine therapeutische Relevanz haben.
Asiaten scheinen fur die Prognose eines Gemcitabin-therapierten Pankreaskarzinoms die

gunstigste genetische Konstellation in Bezug auf ENT1-Genpolymorphismen zu haben.
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popuaion Al siostess - erenies - eziernr

T>C (Cin %)
Afrikaner 246 26,0 0,8 0,6
Asiaten 288 54,3 22,6 0,0
Kaukasier 434 37,0 21,1 1,9
Lateinamerikaner 179 46,9 20,4 0,3

Tab. 19 Haufigkeit der ENT1-Varianten rs1057985, rs747199 und rs45573936 bezogen auf Ethnizitéaten.
Die Angaben basieren auf Daten des 1000 human genome-Projekts (http://www.1000genomes.org/) und
beziehen sich stets auf das in dieser Arbeit als ,seltener auftretend* identifizierte Allel, dessen
Vorkommen in % angegeben ist. Unter ,Afrikaner“ wurden Afroamerikaner der amerikanischen
Sudstaaten, Yoruba aus Nigeria und Luhya aus Kenia zusammengefasst. Als ,,Asiaten“ z&hlten die
Gruppen der Chinesen (Peking und Siidchina) und Japaner. Unter ,,Kaukasier wurden Amerikaner
europaischer Abstammung, Briten, lIberer, Toskaner, Finnen und Deutsche subsumiert. Letztere
entsprechen 153 Probanden aus Vorstudien der Abteilung Klinische Pharmakologie der
Universitatsmedizin Gottingen (Preu 2009 und Kuschel 2011). Die Gruppe der Lateinamerikaner
umfasste Kolumbianer, Puertoricaner und Mexikaner.

5.4 Weitere Genvarianten als mogliche Biomarker fir
Therapieansprechen

AuBerhalb des ENT1-Gens zeigten noch einige weitere Varianten einen Einfluss auf die
Uberlebenszeit unter Gemcitabin bei Pankreaskarzinom. Es werden hier nur diejenigen kurz
diskutiert, die auch nach Adjustierung auf die nicht-genetischen Faktoren Alter, Geschlecht,
Resektionsstatus (RO versus R1) und Grading eine Assoziation von P < 0,05 aufwiesen. Unter
Berlicksichtigung multiplen Testens zeigte sich jedoch keine statistische Signifikanz (P > 0,05
unter Anwendung der False Discovery Rate). Fir die Varianten DCTD rs7278, RRM2
rs4668664 und RRM2 rs1130609 ist in der Literatur funktionell noch nichts beschrieben.
Rs7278 befindet sich in der 3'-UTR von DCTD und konnte die Transkriptstabilitat (z.B. durch
differenzielle Bindung von microRNAs) modulieren. Dies kdnnte weiter untersucht werden,
indem man die RNA-Neusynthese mit Actinomycin D hemmt und somit die biologische
Halbwertszeit der DCTD-Transkripte in Abhdangigkeit von rs7278 bestimmt. Die beiden
genannten RRM2-SNPs stehen in starkem genetischen Kopplungsungleichgewicht (r? = 0,72)
und sind somit nicht als unabhangig voneinander zu betrachten. Rs1130609 liegt in Exon 1,
reprasentiert den Aminosaureaustausch Ser59Ala und konnte somit die Proteinfunktion
verandern.

Fir die PTCH1-Variante rs2236407 zeichnete sich ab, dass Trager des Variantenallels
tendenziell friher verstarben als solche mit Homozygotie fur das Wildtyp-Allel. Dieser
Polymorphismus wurde im Zusammenhang mit dem Risiko der Entwicklung von Lippen-
Kiefer-Gaumenspalten bei menschlichen Neugeborenen beschrieben (Letra et al. 2010). Der
SNP befindet sich auf Intron 12 des PTCH1-Gens (Chromosom 9). Auswirkungen des


http://www.1000genomes.org/
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Hedgehog-Signalwegs auf das Therapieansprechen von Patienten mit Pankreaskarzinom sind
bereits bekannt (Olive et al. 2009): Im Mausmodell fihrte eine Hemmung dieses Signalwegs
zu einer erhohten Sensitivitat von Pankreaskarzinomen auf Gemcitabin. Inwiefern rs2236407
als Genvariante die Expression und/oder Aktivitat dieses Signalwegs beeinflusst, bedarf
detaillierter funktioneller Untersuchungen. Zuvor sollte aber die in meinen Daten beobachtete
klinische Assoziation in einer weiteren Studie mit vergleichbaren Bedingungen bestatigt

werden.

Ein weiterer Polymorphismus des Hedgehog-Signalwegs mit Assoziation zum
Gesamtiberleben war rs288746 des SHH-Gens (Chromosom 7). Rs288746 wird dem
Promotorbereich des Gens zugerechnet. Patienten mit heterozygoter Allelauspragung besalien
verglichen mit Trégern des Wildtyps ein erhdhtes Risiko unter Gemcitabin-Therapie zu
versterben (Homozygotie fir die Variante lag nur in einem Fall vor). Basierend auf
genomweiten Analysen wurde eine Bedeutung von SHH-SNPs, einschlieBlich rs288746 fr
das Risiko der Entwicklung eines Pankreaskarzinoms postuliert (Amundadottir et al. 2009).
Diese Publikation beinhaltete eine schnelle Replikationsstudie, in der sich die initial
beobachtete Assoziation zu einem hoéheren Erkrankungsrisiko fiir Trager des Variantenallels
von rs288746 nicht bestatigte. In  Anbetracht der Lokalisation dieses SNPs im
Promotorbereich des SHH-Gens ware am ehesten ein Einfluss auf die Transkription plausibel.
Dies konnte z.B. durch Reportergenuntersuchungen mit entsprechenden Allel-spezifischen

Konstrukten tberprift werden.

5.5 Determinanten der Hamatotoxizitat unter Gemcitabin

Eine Abnahme um mehr als 20% gegenuber dem Ausgangswert fand sich wahrend der ersten
42 Therapietage mit Gemcitabin bei 92 (von 104) bzw. bei 97 (107) Patienten hinsichtlich der
Leukozyten bzw. Thrombozyten. Ein Zusammenhang zwischen dem Ausmal} der
H&matotoxizitat und der Zeit bis zu deren Eintreten konnte nicht ausgemacht werden. Ebenso
wenig war eine Korrelation zwischen dem Nadir fir Leukozyten bzw. Thrombozyten und der
waéhrend 21 Tage unmittelbar zuvor verabreichten Gemcitabindosis zu erkennen. Umso
wichtiger erscheinen Biomarker, mit denen sich schwere Blutbildverdnderungen im
Therapieverlauf vorhersagen lassen. Solche Marker konnten nicht nur schwere
Nebenwirkungen vermeiden helfen, sondern auch bei Patienten mit geringer Sensitivitét eine
Dosiseskalation erlauben. Von den analysierten 86 genetischen Markern in potenziellen
Kandidatengenen fir die H&matotoxizitdt von Gemcitabin  (ENT21-Transporter,

metabolisierende und katabolisierende Enzyme) zeigten sich fir 14 SNPs tendenzielle
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Assoziationen mit den in-vivo-Parametern fir Leuko- und Thrombozytotoxizitat. Unter
Anwendung der Kriterien fir multiples Testen waren diese Befunde jedoch nicht belastbar
und bediirfen weiterer Uberprifung.

Weiterhin konnten fir die Hypothese, dass im Rahmen einer Zytostatikatherapie haufig
diejenigen Patienten profitieren, die besonders schwere Nebenwirkungen erfahren, in meiner
Studie keine Belege gefunden werden. Auch bei den nominal signifikanten Assoziationen
fanden sich — mit Ausnahme von rs747199 — keine Genvarianten, welche im Hinblick auf eine
postulierte Modulation der Gemcitabinempfindlichkeit in gleicher Weise mit Uberlebenszeit
und Hamatotoxizitdt verbunden waren. Daher kann vermutet werden, dass
Therapieansprechen und Nebenwirkungen einer Gemcitabin-Therapie durch unterschiedliche

Biomarker beeinflusst werden.

5.6 Kritische Betrachtung

Fr den wesentlichen Befund meiner Arbeit, der Identifizierung von 11e216Thr als mdglichen
Biomarker fiir die Prognose eines mit Gemcitabin behandelten Pankreaskarzinoms, ist eine
Beziehung zu Gemcitabin auf Grund der Lokalisation dieser Genvariante im Nukleosid-
Transporter ENT1 naheliegend. Eine Aussage dariiber, ob der beobachtete klinische Effekt
tatsachlich in ursachlichem Zusammenhang mit Gemcitabin steht, kann endgultig jedoch nicht
getroffen werden. Denkbar waére eine Beeinflussung des naturlichen Verlaufs der Erkrankung
durch diese Genvariante, da fur diese Arbeit keine Vergleichsgruppe ohne Gemcitabin-
Behandlung (d.h. mit Placebo) zur Verfligung stand. Eine Studie mit Placebo muss aus
ethischen Griinden ausgeschlossen werden. Ohnehin erscheint die Frage, ob der Effekt dieser
Aminosdurevariante in direkter Beziehung zu Gemcitabin steht, eher theoretischer Natur, da
Gemcitabin als Standardtherapie bei Pankreaskarzinom etabliert ist. Neuere Strategien sind
typischerweise Add-on-Therapien, d.h. es wird der Zusatz weiterer Substanzen, zumeist
Tyrosinkinase-Inhibitoren, zu Gemcitabin erprobt. Fur einen direkten Zusammenhang mit
Gemcitabin sprechen die ex-vivo-Daten einer praktisch kompletten Resistenz von Leukozyten
auf dieses Medikament in Gegenwart von Thr216 (Kuschel 2011).

Kritisch zu sehen ist insbesondere, dass der beobachtete Effekt von Thr216 letztlich auf nur
funf Patienten beruht. Dies ist aber der niedrigen Allelfrequenz geschuldet. Angemerkt sei hier
noch, dass auch in der initial betrachteten Kohorte von 142 Patienten insgesamt elf das
Thr216-Allel aufwiesen und auch hier ein deutlicher Effekt auf das Gesamtilberleben
erkennbar war. Eine grundsétzliche Schwierigkeit bei klinischen Assoziationsstudien besteht

in der Erfordernis eines modglichst homogenen Patientenkollektivs. Aus dem Patientenpool
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von 552 Patienten, die wegen des Verdachts auf einen malignen Pankreasprozesses zwischen
2003 und 2010 am Uniklinikum Gottingen behandelt wurden, kam der Grofteil fur meine
Analysen letztlich nicht in Frage. Festzuhalten bleibt, dass trotz der geringen Fallzahl die
Assoziation dieser Genvariante so stark war, dass die statistische Signifikanz auch nach

Adjustierung auf multiples Testen Bestand hatte.

In letztgenannter Hinsicht mussten Assoziationen sechs weiterer Genvarianten, die nach
Korrektur auf nicht-genetische Faktoren eine nominale Signifikanz mit P < 0,05 zeigten,
kritisch bewertet werden. Hierzu bedarf es zunéchst einer Kklinischen Bestatigung, um die
medizinische Relevanz besser einschéatzen zu kénnen und ggf. dann weitergehende molekular-

biologische Untersuchungen anzustrengen.

5.7 Ausblick

Auf Grund der starken Kklinischen (auch nach Korrektur auf multiples Testen) sowie der
funktionellen Assoziation von I1le216Thr (in Leukozyten) sollten nun weiterfiihrende
Analysen klaren, ob sich diese Genvariante tatsachlich auf die Gemcitabin-Empfindlichkeit
auswirkt. Um einen eindeutigen Beweis flr die Funktionalitat von 11e216Thr zu fiihren,
missen Allel-spezifische Konstrukte, eines mit [le216 und eines mit Thr216, bei ansonsten
identischem genetischem Hintergrund hergestellt werden. Nach Transfektion dieser
Konstrukte in Modellzellen konnten vergleichende Toxizitatsversuche durchgefuhrt werden.
Weiterhin waren Prifungen der Transporterfunktion in Abhangigkeit der Allelkonfiguration
denkbar. Wegen der Hypothese eines Effekts auf den Efflux von ENT1 konnten die Zellen
mit radioaktiv-markiertem Gemcitabin inkubiert, gewaschen, in Gemcitabin-freiem Medium
weiterkultiviert und die intrazellulare Konzentration des Pharmakons fir 11e216 mit Thr216
verglichen werden. Entscheidend im Hinblick auf eine mdgliche klinische Anwendung waére
die Initiierung einer prospektiven Studie zu 1le216Thr als biologischem Marker. Hierbei
mussten Patienten mit Pankreaskarzinom, die sich fur eine Gemcitabin-Therapie entscheiden,
pratherapeutisch genotypisiert werden. Die Gesamtlberlebenszeit und das progressionsfreie
Uberleben konnten Studienendpunkte im Sinne des Therapieansprechens sein. In Deutschland
findet sich das seltenere Allel Thr216 mit einer Frequenz von 2,5%. Dies lasst von 5%
heterozygoten  Alleltrdgern ausgehen. Bei 13000 neuerkrankten Patienten mit
Pankreaskarzinom pro Jahr in Deutschland entspricht das etwa 650 Personen. Varianten-
bedingt hatten diese Patienten per se keinen Benefit von einer Gemcitabin-Chemotherapie zu
erwarten. Ihnen koénnte stattdessen eine alternative Therapie angeboten werden. Wichtig wére

weiterhin zu Uberpriifen, ob Thr216 auch die Wirksamkeit von Gemcitabin bei anderen
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Tumorentitdten beeinflusst. Zundchst koénnten Patientenkohorten mit nicht-kleinzelligem
Bronchialkarzinom oder Mammakarzinom retrospektiv dahingehend analysiert werden.

Die Befunde fir die anderen Genvarianten mit nominal signifikantem Bezug zum
Gesamtiberleben sind im Rahmen dieser Arbeit als explorativ einzuordnen. Fir diese
Varianten ist eine gezielte Replikation der Befunde an einem vergleichbaren Patientensatz
erforderlich. Im positiven Falle wéren auch dann weitergehende funktionelle
Charakterisierungen anzustellen.

Dariiber hinaus liefern die aufwéndig erhobenen Nachsorgedaten eine hervorragende Basis zur
Prifung einer Assoziation mit weiteren Genvarianten. Solche Kandidaten kdnnten z.B. aus
Experimenten mit Genom-weit sequenzierten Zellen gewonnen werden, in welchen die

Empfindlichkeit auf Gemcitabin bestimmt wird.
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6 Zusammenfassung

Jahrlich erkranken etwa 13000 Personen in Deutschland an einem Pankreaskarzinom.
Therapiestandard ist die Resektion des Tumors und die Gemcitabin-basierte Chemotherapie in
adjuvanter und palliativer Intention. Auch unter adaquater Therapie z&hlt das
Pankreaskarzinom mit einer durchschnittlichen Uberlebenszeit von weniger als einem Jahr zu
den Tumorentitdten mit der schlechtesten Prognose uberhaupt. Einige Patienten leben jedoch
verhaltnismalig lange, ohne dass man die Griinde dafur kennt. Unter anderem wird ein
Einfluss genetischer Varianten vermutet, insbesondere in Genen, welche fir die Wirksamkeit
von Gemcitabin wichtig sind. Dabei handelt es sich Ublicherweise nicht um somatische
Tumormutationen, sondern um Keimbahn-Varianten. Letztere kommen in der
Allgemeinbevoélkerung in unterschiedlicher Hé&ufigkeit vor und haben meist keinen
Krankheitswert. Ziel meiner Arbeit war es, den Einfluss solcher Keimbahn-Polymorphismen
in Genen fur Transport (extrazellular Hedgehog-Signalweg und transmembranére
Nukleosidtransporter) sowie Metabolismus von Gemcitabin auf Ansprechen und
Nebenwirkung (Hdmatotoxizitat) von Patienten mit Pankreaskarzinom zu prifen.

Aus 552 Patienten, die zwischen 2003 und 2011 in der Abteilung Allgemein- und
Viszeralchirurgie der Universitatsmedizin Gottingen wegen einer Pankreaserkrankung
behandelt wurden, kamen fur meine Studie letztlich 142 in Betracht. Kriterien waren ein
histologisch  gesichertes adenoduktales Pankreaskarzinom, eine Gemcitabin-haltige
Chemotherapie und die Verfiigbarkeit von Uberlebensdaten. Dazu wurden Pathologie-
Berichte und Arztbriefe ausgewertet, sowie Kontakte zu ambulanten Onkologen und
Hausérzten hergestellt. Dabei wurden auch die Blutbildverlgufe unter Therapie dokumentiert.
Aus peripherem Blut dieser Patienten konnten genomische DNA isoliert und daran 109
Polymorphismen in elf Genen mit dem Primerextensions-Verfahren analysiert werden.

Das mediane Gesamtiberleben aller 142 Patienten betrug elf Monate und variierte im Bereich
von einem bis 114 Monaten. Ein deutlicher Einfluss auf das Uberleben konnte fiir den
Resektionsstatus und das histopathologische Grading des Tumors nachgewiesen werden. Die
Genanalysen erfolgten daraufhin an 97 Patienten mit RO/R1-Resektionsstatus. Ein
Signifikanzniveau von P < 0,05 mit dem Gesamtiberleben erreichten zunéchst in univariater
Analyse zehn Varianten in DCTD, RRM2, ENT1, PTCH1 und SHH. Nach Adjustierung auf
nicht-genetische Faktoren durch Cox-Regressionsanalyse verblieben davon noch sieben.
Wurden diese dann zusammen in einem kombinierten Modell betrachtet, waren es noch drei:
Eine Promotorvariante (rs1057985) und eine Aminosaurevariante (rs45573936, 11e216Thr) in

ENT1 sowie ein SNP im Promotorbereich von SHH. Nach Adjustierung auf multiples Testen
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war ausschliellich die ENT1-Aminosdurevariante 1le216Thr statistisch signifikant mit
Gesamtuberleben verbunden (P = 0,004). Heterozygote Trager von Thr216 wiesen eine um
Faktor 8,8 erhdhte Sterbewahrscheinlichkeit auf. In der deutschen Bevolkerung tragen etwa
5% dieses Allel, d.h. bezogen auf die jahrliche Pankreaskarzinom-Inzidenz betrifft dies ca.
650 Personen. Homozygotie fur Thr216 fand sich weder in meiner Patientenkohorte noch in
den ca. 2000 Individuen des weltweiten Genom-Resequenzierungsprojekts. Friihere in der
Abteilung Klinische Pharmakologie der Universitatsmedizin Gottingen durchgefuhrte Studien
ex vivo mit Gemcitabin behandelter Leukozyten zeigten in Gegenwart von Thr216 eine
massiv verminderte Empfindlichkeit auf das Zytostatikum. Das Variantenallel des ENT1-
SNPs rs1057985 in der Promotorregion des Gens ging mit einer verlangerten Uberlebenszeit
wahrend der Gemcitabin-Therapie einher. Funktionelle Untersuchungen deuten auf eine
verstarkte ENT1-Transkription in Gegenwart dieses Allels hin. Dies fugt sich in die durch die
Literatur gut belegte Hypothese, dass die Expressionsstarke des ENT1 eine wichtige
Determinante fur das Ansprechen auf Gemcitabin ist. Auch der Effekt des SNPs rs288746 im
Hedgehog-Liganden SHH auf die Uberlebenszeit konnte infolge der Lokalisation im
Promotorbereich auf einer transkriptionellen Beeinflussung beruhen; hierzu gibt es jedoch
noch keine funktionellen Daten. Im Hinblick auf die Hamatotoxizitdt von Gemcitabin liel
sich keine Korrelation zwischen den Nadirwerten der Leuko- und Thrombozyten und der
Zeitdauer bis zu deren Eintreten innerhalb der ersten 42 Therapietage nachweisen. Eine klare
Assoziation der Hamatotoxizitat mit den untersuchten Genpolymorphismen zeigte sich nicht.
Am kohérentesten stellte sich in diesem Zusammenhang der ENT1-SNP rs747199 dar. Trager
des Variantenallels tendierten in meiner Kohorte zu mehr Hamatotoxizitat unter Gemcitabin
und sprachen gleichzeitig etwas besser auf die Therapie an.

Die Bestétigung der Effekte von 11e216Thr in einer prospektiven Studie und den Nachweis
einer direkten Funktionalitdt mittels Allel-spezifischer molekular-genetischer Konstrukte
vorausgesetzt, ware in Zukunft der Einsatz dieser Genvariante als moglicher Biomarker fiir
eine Gemcitabin-basierte Chemotherapie bei Pankreaskarzinom denkbar. Den Patienten mit
Thr216 koénnten, in Annahme der Wirkungslosigkeit der Therapie, bereits initial alternative
Therapiemodalitaten vorgeschlagen werden. Uber einen Beitrag zur personalisierten
Tumortherapie  hinaus  konnen die  Ergebnisse  meiner  Dissertation  weitere
Forschungsanstrengungen zu einem besseren Verstandnis der molekularen Zusammenhéange
bei der Gemcitabin-Therapie stimulieren. Dies wirde dann zukinftig weitere Optionen der

Therapieverbesserung eréffnen.
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