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1 Einleitung

Tumoren stellen weltweit eine führende Todesursache dar, deren Inzidenz auch aufgrund
der demografischen Entwicklung weiter steigt. Neben anderen Studien fasst die Studie
GLOBOCAN 2018 die jüngsten Tumorentwicklungen zusammen (Bray et al. 2018). Die
Tumorentitäten mit der höchsten Inzidenz weltweit sind Lungentumoren bei beiden Ge-
schlechtern (11,6 %), Brusttumoren bei Frauen (11,6 %), Prostatatumoren bei Männern
(7,1 %) und kolorektale Tumoren bei beiden Geschlechtern (6,1 %). Die häufigsten To-
desfälle in Bezug zu allen Krebstodesfällen, definiert durch die Kennzahl Mortalität,
werden durch Lungentumoren (18,4 %), gefolgt von kolorektalen Tumoren (9,2 %), Le-
bertumoren (8,2 %) und Magentumoren (8,2 %) verursacht. Zu den tödlichsten Tumoren,
deren 5-Jahres-Überlebensrate unter 20 % liegt, zählen jedoch Pankreastumoren mit ei-
ner 5-Jahres-Überlebensrate von 8 % und Lebertumoren sowie Lungentumoren mit einer
5-Jahres-Überlebensrate von jeweils 18 % (Bray et al. 2018; Siegel et al. 2018).
Die Maßnahmen zur Bekämpfung von Tumorerkrankungen umfassen neben der Präven-
tion, d. h. dem Vermeiden von bekannten Risikofaktoren, die Tumorfrüherkennung sowie
die Entwicklung suffizienter Therapiemöglichkeiten zur Heilung von Tumoren (Bray et al.
2018).
Zu den vermeidbaren Auslösern von Krebserkrankungen zählen unter anderem Zigaret-
tenrauch für Lungentumoren, virale oder bakterielle Infektionen für Zervix-, Magen- und
Lebertumoren und ionisierende Strahlung für Schilddrüsenkarzinome (Bray et al. 2018).
Screeningmethoden, die zur Früherkennung von Tumoren oder auch bereits ihrer Vor-
läufer dienen, sind zum Beispiel der Test auf okkultes Blut im Stuhl (Fecal Occult Blood
Test, FOBT) und die Koloskopie zur Früherkennung von kolorektalen Tumoren (Fedewa
et al. 2015).
Für eine Heilung ist die Kenntnis der Tumorgenese und der Tumoreigenschaften entschei-
dend. Der Tumorgenese liegen häufig Genominstabilitäten und -veränderungen zugrun-
de. Dazu gehören unter anderem Mutationen, die eine Resistenz gegenüber der Apoptose
vermitteln, Mutationen, die zur Überexpression von Wachstumsfaktoren und damit zur
unkontrollierten Proliferation führen oder Mutationen, die die Erkennung maligner Zel-
len durch das Immunsystem unterbinden (Hanahan und Weinberg 2011).
Diese Hallmarks of Cancer bilden Angriffspunkte für die therapeutische Intervention
(Abb. 1.1).
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1 Einleitung

Abb. 1.1: Die Hallmarks of Cancer mit möglichen medikamentösen Angriffspunk-
ten.
Durch Genominstabilitäten und -veränderungen können gesunde Zellen zu invasiven und meta-
stasierenden Tumorzellen werden (Hanahan undWeinberg 2011). Die Verwendung der Abbildung
erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.

Neben den spezifischen Eigenschaften des Tumors ist insbesondere die Tumorabwehr des
Wirts entscheidend für das Tumorwachstum. Die Balance zwischen Tumorwachstum und
-abwehr macht die Tumorprogression aus. Neuere Tumortherapieansätze zielen auf eine
Stärkung der immunsystemvermittelten Abwehr ab und versuchen, durch den Einsatz
sogenannter Immuntherapeutika das patienteneigene Immunsystem gegen den Tumor zu
sensibilisieren (Yang 2015).

1.1 Das hepatozelluläre Karzinom (HCC)

Global werden etwa 841.000 neue Fälle des hepatozellulären Karzinoms (hepatocellular
carcinoma, HCC) pro Jahr diagnostiziert und ca. 782.000 Todesfälle dokumentiert, mit
den höchsten Raten in den Ländern Nord- und Westafrikas sowie Südostasiens (Bray
et al. 2018).
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1 Einleitung

In Deutschland erkrankten im Jahr 2016 etwa 9.000 Menschen an HCC und ca. 8.000
Patienten verstarben, wobei weniger als 40 % der HCC-Patienten das erste Jahr nach
Diagnose überlebten (Robert Koch-Institut 2019). Bei Männern repräsentiert das HCC
die fünft häufigste Tumorart und bei Frauen ist es die acht häufigste Tumorart (Bray
et al. 2018). Wie die meisten Tumorerkrankungen ist auch das HCC eine Erkrankung des
höheren Lebensalters mit einem Inzidenzmaximum von etwa 64 Jahren (NCI 2020b).

1.1.1 Ätiologie des HCC

Studien zeigten, dass in gesunden Lebern fast nie ein HCC entsteht (Marrero et al. 2018).
In der chronisch geschädigten Leber, in der sich eine Fibrose bis hin zur Zirrhose ent-
wickeln kann, steigt das Risiko für die Entstehung eines HCC signifikant an. Von den
HCC-Patienten weisen 80–90% eine Leberzirrhose auf und 5–30% der Patienten mit Le-
berzirrhose entwickeln nach fünf Jahren ein HCC (Marrero et al. 2018).
Die chronische Leberschädigung mit der Folge einer Leberzirrhose wird durch verschiede-
ne Faktoren verursacht, die damit gleichzeitig die Risikofaktoren für die Entstehung des
HCC darstellen. Dazu zählen Infektionen mit dem Hepatitis-B-Virus (HBV) oder dem
Hepatitis-C-Virus (HCV), Intoxikationen durch Alkohol, Medikamente oder Aflatoxin
B1 (AFB1), nutritive Intoxikationen oder Leberzellverfettung und genetische Dispositio-
nen im Leberstoffwechsel wie zum Beispiel die hereditäre Hämochromatose (Bray et al.
2018). Das gleichzeitige Vorliegen mehrerer Risikofaktoren innerhalb eines Patienten ist
möglich.

Der Tumorgenese des HCC zugrunde liegende Genominstabilitäten und -veränderungen
wurden durch die genomweite Sequenzierung aller proteincodierenden Regionen
(whole exome sequencing, WXS) detektiert. Diese Sequenzierung von insgesamt 243
Tumorgewebeproben zeigt einer französischen Studie entsprechend 161 genetische
Veränderungen, die 11 verschiedene Signalwege betreffen (Schulze et al. 2015). Hier-
bei wurde beobachtet, dass bekannte Treibermutationen (driver mutations) anderer
Tumorentitäten wie die Mutationen des EGFR (epidermal growth factor receptor)-
Gens, des BRAF (B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase)-Gens, des PIK3CA
(phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha)-Gens oder des
KRAS (KRAS proto-oncogene, GTPase)-Gens bei dem HCC nur selten auftreten
(Schulze et al. 2016) (Abb. 1.2). Stattdessen zählen zu den drei am häufigsten mutierten
Genen innerhalb des HCC: (i) aktivierende Mutationen im Promoterbereich des TERT
(telomerase reverse transcriptase)-Gens, (ii) vorwiegend funktionsbeeinträchtigende
Missense-Mutationen des Tumorsupressorgens TP53 (tumor protein p53 ) und (iii) den
WNT (wingless integrated)-Signalweg aktivierende Mutationen im CTNNB1 (catenin

3



1 Einleitung

beta 1 )-Gen (Schulze et al. 2015) (Abb. 1.2). Zusätzlich sind die Gene AXIN1 (axin 1 ),
ARID1A (AT-rich interaction domain 1A), CDKN2A (cyclin dependent kinase inhibitor
2A) und CCND1 (cyclin D1 ) häufig betroffen (Schulze et al. 2015) (Abb. 1.2).
Die Analyse der Daten von Schulze et al. (2015) ergab zusätzlich, dass das Auftreten
der Mutationen mit Risikofaktoren assoziiert: Mutationen des CTNNB1 (catenin
beta 1 )- und des TERT (telomerase reverse transcriptase)-Gens assoziieren mit der
alkoholinduzierten Leberzirrhose, wohingegen Mutationen im TP53 (tumor protein
p53 )-Gen mit dem HBV-bedingten HCC assoziieren (Abb. 1.2). Dagegen kommt es bei
dem HCC unklarer Ätiologie vermehrt zu Mutationen des IL6ST (interleukin 6 signal
transducer)-Gens. Für das HCV-bedingte HCC konnte keine Assoziation mit einer
spezifischen Mutation festgestellt werden (Schulze et al. 2015).
Neben diesen molekularen Anomalien in Zellsignalwegen weisen viele HCC-Patienten
geänderte Angiogenesemechanismen und epigenetische Veränderungen auf (Schulze
et al. 2016).

Abb. 1.2: Darstellung der Häufigkeit genetischer Mutationen im HCC und die ver-
änderten Zellfunktionen oder Signalwege.
Mehrere Mutationen können gleichzeitig in einer HCC-Tumorzelle auftreten. Am häufigsten wer-
den Mutationen im Promoter des TERT (telomerase reverse transcriptase)-Gens, des Tumor-
suppressorgens TP53 (tumor protein p53 ) und des CTNNB1 (catenin beta 1 )-Gens detektiert
(Schulze et al. 2016). Die Verwendung der Abbildung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von
Elsevier.
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1.1.2 Klinische Aspekte des HCC

Vor der Therapie als sekundärprophylaktische Maßnahme steht die Primärprävention
durch Vermeidung oder Verringerung der zum HCC führenden Risikofaktoren. Es wurde
nachgewiesen, dass landesweit eingeleitete HBV-Impfungen zu einer deutlichen Redu-
zierung der Inzidenz des HCC führen, sodass eine HBV-Impfung jedem Neugeborenen
und allen Menschen mit hohem Infektionsrisiko empfohlen wird (Bray et al. 2018; Mar-
rero et al. 2018). Liegt eine chronische HBV-Infektion vor, ist die konsequente antivirale
Therapie mit Interferonen (IFNen) oder Lamivudin die derzeitige Methode, um das
Risiko für die Entwicklung eines HCC signifikant zu reduzieren (Marrero et al. 2018).
Auch bei Vorliegen einer HCV-Infektion konnte durch eine Eradikation des Virus mit-
tels IFN-basierter Therapie bei Patienten mit und ohne Leberzirrhose eine eindeutige
HCC-Risikoreduktion erreicht werden. Die Voraussetzung für die Risikoreduktion war
das dauerhaft virologische Ansprechen auf die Therapie (Marrero et al. 2018).
Bei jeglicher Form der chronischen Lebererkrankung wird zur Alkoholabstinenz geraten.
Bei einer nicht-alkoholinduzierten Steatohepatitis wird zur Gewichtsreduktion und bei
Diabetes mellitus-induzierten Lebererkrankungen zu einer Therapie mit Metformin ge-
raten (DKG/DKH 2013).
Zur weiteren HCC-Prophylaxe empfehlen die Leitlinien der AASLD (American Associa-
tion for the Study of Liver Disease) die aktive Überwachung von HCC-Risikopatienten
mittels Abdomensonografie. Die Bestimmung des Lebertumormarkers Alpha-Fetoprotein
(AFP) im Serum ist umstritten (Marrero et al. 2018).
Nicht für die aktive Überwachung, aber für die Diagnose eines HCC wird die Bildgebung
mittels Mehrphasen-CT oder -MRT und gegebenenfalls die Biopsie auffälliger Herde in
der Leber mit anschließender pathologischer Untersuchung empfohlen (Marrero et al.
2018).
Symptome des HCC treten zumeist erst in fortgeschrittenen Tumorstadien durch die
Einschränkung der physiologischen Funktion der Leber auf und umfassen unter anderem
Druckschmerzen im rechten Oberbauch, Vergrößerung des Abdomens mit Appetitverlust
und Übelkeit, Gewichtsabnahme und Leistungsminderung, Aszites, Ödeme der unteren
Extremitäten sowie Skleren- und Hautikterus (Tunissiolli et al. 2017).
In Europa werden Patienten mit diagnostiziertem HCC auf der Basis des Tumorstadiums,
des Allgemeinzustands der Patienten, der Anzahl und Größe der Tumorherde, der Tu-
morsymptome und der Leberfunktion, beschrieben durch die Child-Pugh-Klassifikation,
in Stadien eingeteilt (nach der Barcelona Clinic Liver Cancer(BCLC)-Klassifikation)
(Forner et al. 2010) (Abb. 1.3). Mithilfe dieser Einteilung (sehr frühes Stadium, Frühsta-
dium, Intermediärstadium, fortgeschrittenes Stadium und Endstadium) kann die Pro-
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gnose der HCC-Patienten individuell abgeschätzt und die jeweilige Therapie danach
ausgerichtet werden (Forner et al. 2010) (Abb. 1.3). Bei Patienten im sehr frühen Sta-
dium/Frühstadium des HCC wird eine kurative Therapie mittels Resektion, Ablation
oder Transplantation angestrebt, wohingegen Patienten in einem Intermediärstadium
eine Chemoembolisation empfohlen wird (Forner et al. 2010). Bei Patienten in einem
fortgeschrittenen Tumorstadium erfolgt die Standardbehandlung primär systemisch mit-
tels des Multikinaseinhibitors Sorafenib als Erstlinientherapie. Patienten im Endstadium
wird nur noch der Leidensdruck durch eine symptomorientierte Palliativtherapie (Best
Supportive Care, BSC) genommen (Forner et al. 2010) (Abb. 1.3).

Abb. 1.3: Stadieneinteilung und Therapieoptionen von HCC-Patienten.
Bei Patienten im sehr frühen Stadium 0 und Frühstadium A wird eine kurative Therapie mittels
Transplantation, Resektion oder Ablation (Radiofrequenzablation (RFA)/ Perkutane Ethanol-
injektion (PEI)) angestrebt, wohingegen Patienten im Intermediärstadium B eine Chemoem-
bolisation und Patienten im fortgeschrittenen Stadium C eine primär systemisch Therapie mit
dem Multikinaseinhibitor Sorafenib als Erstlinienmedikament empfohlen wird. Bei keinem An-
sprechen können Patienten im fortgeschrittenen Stadium C auch innerhalb einer Studie in eine
zielgerichtete Therapie eingeschlossen werden. Patienten im Endstadium D wird nur noch der
Leidensdruck durch eine symptomatische Palliativtherapie genommen (Best Supportive Care,
BSC) (modifiziert nach: Geier et al. 2012). Die Verwendung der Abbildung erfolgt mit freundli-
cher Genehmigung von Springer Nature.
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Eine aktuelle Therapieoption bilden die sogenannten Immuntherapeutika, die an der
Stärkung der wirtseigenen Tumorabwehr ansetzten (vgl. S. 2 oben). Dazu zählen un-
ter anderem Inhibitoren des PD-1 (programmed cell death protein 1 )-Rezeptors, der
auf Immunzellen vorliegt und bei Aktivierung das Immunsystem herunterreguliert. Des
Weiteren können als Immuntherapeutika Inhibitoren der auf Tumorzellen exprimierten
Liganden PD-L1/2 (programmed cell death 1 ligand 1/2 ) wie Nivolumab eingesetzt wer-
den. Nivolumab wurde bereits als Zweitlinienmedikament für die Behandlung von HCC-
Patienten im fortgeschrittenen Stadium zugelassen (Marrero et al. 2018). Die Überex-
pression der Liganden PD-L1/2 (programmed cell death 1 ligand 1/2 ) auf Tumorzellen
ist ein wichtiger Mechanismus der Tumorzellen zur Immunevasion, da durch die Bindung
des Liganden an den PD-1 (programmed cell death protein 1 )-Rezeptor die Apoptose von
Immunzellen eingeleitet wird (Lázár-Molnár et al. 2017; Marrero et al. 2018).
Für die Entdeckung und Beschreibung, diesen Mechanismus der Immunevasion zu un-
terbinden und damit einen neuen Angriffspunkt innerhalb der Tumortherapie zu ermög-
lichen, wurde im Jahr 2018 der Nobelpreis an Allison und Honjo verliehen (Fares et al.
2019).

1.2 Das duktale Pankreasadenokarzinom (PDAC)

Das duktale Pankreasadenokarzinom (pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC) ist
ein Tumor des exokrinen Pankreas (Haeberle und Esposito 2019). Global werden etwa
459.000 neue Fälle des PDAC pro Jahr diagnostiziert und ca. 432.000 Todesfälle doku-
mentiert mit den höchsten Raten in Europa, Nordamerika und Australien/Neuseeland
(Bray et al. 2018). In Deutschland sind im Jahr 2016 insgesamt etwa 18.400 Menschen
an PDAC erkrankt, wobei die Todesfallzahl aufgrund der ungünstigen Prognose fast
ebenso viele Personen umfasste (Robert Koch-Institut 2019). Aufgrund fehlender
spezifischer Symptome wird das PDAC erst sehr spät entdeckt, worin sich die schlechte
Prognose von einem medianen Überleben nach Erstdiagnose von nur wenigen Monaten
für die PDAC-Patienten begründet (Siegel et al. 2018). Wie auch bereits das HCC ist
das PDAC eine Erkrankung des höheren Lebensalters mit 80 % der Patienten zwischen
60 und 80 Jahren und nur sehr wenigen Patienten unter 40 Jahren. Hierbei liegt die
Inzidenz und Mortalität bei Männern höher als bei Frauen (Reig et al. 2016). Das PDAC
stellt sowohl klinisch als auch ätiologisch und molekular einen sehr vielfältigen Tumor
dar, der häufig eine Therapieresistenz aufweist (Raphael et al. 2017).
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1.2.1 Ätiologie des PDAC

Das PDAC weist vielfältige, sehr komplexe und interindividuell unterschiedliche Muta-
tionen auf, wobei es sich zumeist um somatische Mutationen, hier vor allem um Punkt-
muationen, handelt (Raphael et al. 2017).
Bailey et al. (2016) identifizierten in ihren Genomanalysen von 456 PDAC-Tumorgewebe-
proben 32 wiederkehrend mutierte Gene, die sich 10 molekularen Pfaden zuordnen lassen:
dem RAS/MAPK (KRAS protooncogene/mitogen-activated protein kinase)-Signalweg,
der G1/S-Transition, dem TGF-β (transforming growth factor beta 1 )-Signalweg, den Hi-
stonmodifizierungen, dem SWI/SNF (SWItch/sucrose non-fermentable)-Komplex, dem
Tumorsuppressorgen BRCA (breast cancer), dem WNT (wingless integrated)-Signalweg,
dem NOTCH1 (notch receptor 1 )-Gen, der RNA-Prozessierung und der DNA-Reperatur.
Die vier am häufigsten wiederkehrend mutierten Gene sind hierbei das Onkogen KRAS
(KRAS proto-oncogene, GTPase) in 93 % der PDAC-Fälle, das Tumorsupressorgen
TP53 (tumor protein p53 ) in 72 % der Fälle, das SMAD4 (SMAD family member 4 )-
Gen in 32 % der Fälle und das CDKN2A (cyclin dependent kinase inhibitor 2A)-Gen in
30 % der Fälle (Raphael et al. 2017) (Abb. 1.4). Die weniger häufigen KRAS (KRAS
proto-oncogene, GTPase)-Wildtyptumoren weisen ein anderes Mutationsspektrum und
andere Signalwegveränderungen auf. Unter anderem wurden Mutationen in den GNAS
(GNAS complex locus)-Genen, den BRAF (B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kina-
se)-Genen, den CTNNB1 (catenin beta 1 )-Genen und auch in anderen RAS -Genen de-
tektiert (Raphael et al. 2017). Dieser Unterschied der Mutationen nimmt vermutlich Ein-
fluss auf die klinischen Therapieergebnisse der PDAC-Patienten (Raphael et al. 2017).

Wie viele andere Tumoren kann auch das PDAC aus präkanzerösen Läsionen hervor-
gehen, wobei diese in mikroskopische und makroskopische Läsionen eingeteilt werden
können (Haeberle und Esposito 2019). Zu den mikroskopischen Präkanzerosen zählen
hauptsächlich die nichtinvasiven pankreatisch intraepithelialen Neoplasien (PanIN),
bei denen je nach Grad der Zell- und Kernatypie ein low-grade von einem high-grade
Stadium unterschieden werden kann (Haeberle und Esposito 2019). Die Stadien weisen
auch typische Mutationen auf, wobei die KRAS (KRAS proto-oncogene, GTPase)-
Mutation sowohl in dem low-grade als auch in dem high-grade Stadium vorkommt.
Die CDKN2A (cyclin dependent kinase inhibitor 2A)-, TP53 (tumor protein p53 )- und
SMAD4 (SMAD family member 4 )-Mutationen wurden hingegen nur in dem high-grade
Stadium detektiert (Haeberle und Esposito 2019).
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Abb. 1.4: Darstellung der Vielfalt der Genomalterationen des PDAC.
Die Übersicht zeigt Mutationen in 149 Tumoren, deren Art (Missense Mutation, Inframe Mu-
tation und andere) farbig gekennzeichnet ist. Auf der Basis der betroffenen Gene konnten die
meisten drei funktionellen Gruppen zugeordnet werde: Onkogene, DNA-Reparaturgene und Ge-
ne, die die Chromatinmodifikation regulieren. Auf der linken Seite ist die Detektionshäufigkeit
der Mutationen innerhalb der 149 Tumoren in Prozent angegeben (modifiziert nach: Raphael
et al. 2017). Die Verwendung der Abbildung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.

Zu den makroskopischen Präkanzerosen zählen hauptsächlich die intraduktal papillär
muzinösen Neoplasien (IPMN) sowie die muzinös zystischen Neoplasien (MCN) (Hae-
berle und Esposito 2019). Auch die intraduktal papillär muzinösen Neoplasien (IPMN)
können in ein low-grade und ein high-grade Stadium eingeteilt werden, wobei neben den
KRAS (KRAS proto-oncogene, GTPase)-, CDKN2A (cyclin dependent kinase inhibitor
2A)-, TP53 (tumor protein p53 )- und SMAD4 (SMAD family member 4 )-Mutationen
häufiger als bei den pankreatisch intraepithelialen Neoplasien (PanIN) zusätzlich eine
GNAS (GNAS complex locus)-Mutation vorliegt (Haeberle und Esposito 2019).
Die muzinös zystischen Neoplasien (MCN) stellen zystische Pankreasläsionen vorwie-
gend bei Frauen dar, die die gleichen Mutationen wie die intraduktal papillär muzinösen
Neoplasien (IPMN) aufweisen. Eine Ausnahme hierbei bildet die GNAS (GNAS complex
locus)-Mutation, die deutlich seltener vorliegt (Singhi et al. 2018).
Das klinische Ziel ist die rechtzeitige Erkennung und Elimination dieser präkanzerösen
Läsionen, bevor sie sich zu invasiven Karzinomen entwickeln. Zur Diagnose von Pankre-
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aszysten und zur Detektion fortgeschrittener Neoplasien gibt es vorläufige Ansätze, prä-
operativ Pankreaszystenflüssigkeit mit der hochsensitiven und spezifischen NGS (Next
Generation Sequencing)-Methode zu untersuchen (Singhi et al. 2018).
Meist unterliegt dem PDAC eine sporadische Tumorgenese (sporadic pancreatic can-
cer, SPC), jedoch wird geschätzt, dass 10 % der PDACs einen familiären Hintergrund
aufweisen (Matsubayashi et al. 2017). Pankreaskarzinompatienten mit einem familiären
Pankreaskarzinom (familial pancreatic cancer, FPC) sind definiert als Patienten mit min-
destens zwei erstgradigen Verwandten mit Pankreaskarzinom ohne das Vorliegen eines
Syndroms. Dieser familiäre Hintergrund führt zu einem signifikanten Anstieg des Risikos,
an einem Pankreaskarzinom zu erkranken (Matsubayashi et al. 2017).
Einige wenige hereditäre Pankreaskarzinomfälle stehen im Zusammenhang mit einem
Syndrom, unter anderem mit dem Peutz-Jeghers-Syndrom, der hereditären Pankreatitis
und dem familiären atypischen multiplen Muttermal- und Melanomsyndrom. Des Wei-
teren zählen zu den Syndromen das hereditäre Brust- und Ovarialkrebssyndrom, das
hereditäre kolorektale Karzinom ohne Polyposis und die familiäre adenomatöse Polypo-
sis (Matsubayashi et al. 2017).
Bei diesen hereditären PDAC-Formen sind einige auslösende Keimbahnmutationen be-
kannt, unter anderem in den BRCA2 (BRCA2 DNA repair associated)-Genen, den
CDKN2A (cyclin dependent kinase inhibitor 2A)-Genen, den APC (APC regulator of
WNT signaling pathway)-Genen, den MSH2/6 (mutS homolog 2/6 )-Genen, den DNA-
Mismatch-Reparaturgenen, den STK11 (serine/threonine kinase 11 )-Genen sowie den
PRSS1/2 (serine protease 1/2 )-Genen (Matsubayashi et al. 2017).
Neben den familiären und hereditären Risikofaktoren konnten weitere Risikofaktoren
detektiert werden. Hierzu zählen Zigaretten- und Alkoholkonsum sowie das Vorliegen
einer chronischen Pankreatitis, einer Adipositas oder eines Diabetes mellitus. Des Wei-
teren werden die bereits erwähnten intraepithelialen Neoplasien (PanIN) und muzinösen
Neoplasien (IPMN/MCN) zu den Risikofaktoren gezählt (Matsubayashi et al. 2017).

1.2.2 Klinische Aspekte des PDAC

Das PDAC tritt vorwiegend im Pankreaskopf auf, wodurch es häufig zur Gallengangsob-
struktion und damit zu dem erst recht spät auftretenden Leitsymptom des schmerzlosen
Ikterus kommt. Weitere Symptome können Gewichtsverlust, Abdominalschmerzen, Stea-
torrhö und neu aufgetretener Diabetes mellitus sein. Jedoch sind die meisten Patienten
mit einem PDAC asymptomatisch, wenn ihr Tumorleiden, welches sich häufig bereits
in einem weit fortgeschrittenen oder metastasierten Stadium befindet, als Zufallsbefund
entdeckt wird. Aufgrund dessen ist bei 80 % der Patienten das PDAC bei Diagnose be-
reits fortgeschritten (Ducreux et al. 2015).
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CA19-9 ist bis zum heutigen Stand der aussagekräftigste Tumormarker für Pankreas-
tumoren, jedoch ist er für die Diagnose nicht aussagekräftig genug, sondern nur als
prognostischer Marker und zum Therapiemonitoring bei bereits diagnostizierten PDAC-
Patienten verwendbar (Scarà et al. 2015). Aufgrund des Mangels an einem aussagekräf-
tigen Tumormarker existieren noch keine allgemeingültigen Screeningempfehlungen, wo-
durch eine Früherkennung erschwert wird (Haeberle und Esposito 2019). Deswegen ist
die Primärprävention durch Reduktion der Risikofaktoren und durch Lebenstilmodifika-
tion eine sehr wichtige Maßnahme.
Zur Diagnostik und gleichzeitigen Stadieneinteilung des Tumors wird nach den Leitlini-
en der ESMO (European Society for Medical Oncology) zunächst ein CT empfohlen. Bei
Bedarf wird die Diagnostik noch durch eine endoskopische Ultraschalluntersuchung oder
seltener durch ein MRT erweitert (Ducreux et al. 2015).
Nach einem Expertenkonsens der amerikanischen Hepato-Pankreato-Biliären Assoziation
wurde das PDAC in drei Resektabilitätsstadien unterteilt: resektabel, grenzwertig (bor-
derline) resektabel und nicht resektabel/metastasiert (Ducreux et al. 2015) (Abb. 1.5).
Von dem grenzwertigen (borderline) Resektabilitätstadium kann das lokal fortgeschritte-
ne Stadium als Subgruppe unterschieden werden. Diese Einteilung bildet die Grundlage
für die weiteren Therapieoptionen (Abb. 1.5).
Die einzige Möglichkeit, PDAC-Patienten zu heilen, ist die chirurgische Pankreasade-
nektomie, die jedoch nur für die etwa 20 % der diagnostizierten Patienten im resek-
tablen Stadium überhaupt in Frage kommt und nur bei 3–4% zur langfristigen Tumo-
relimination führt (Ducreux et al. 2015). Anschließend werden die Patienten adjuvant
mit einer Chemotherapie nach dem FOLFIRINOX-Regime (Folinsäure/5-Fluoruracil (5-
FU)/Irinotecan/Oxaliplatin) behandelt (Ducreux et al. 2015) (Abb. 1.5).
Die Patienten mit einem grenzwertig resektablen Tumor werden einer neoadjuvanten
(Radio)-/Chemotherapie auch nach dem FOLFIRINOX-Regime zugeführt. Anschließend
wird ihre Resektabilität re-evaluieren (Abb. 1.5).
Im fortgeschrittenen Stadium werden vorwiegend Chemotherapeutika verordnet.
Die Wahl des Chemotherapeutikums richtet sich nach dem Allgemeinzustand des Pa-
tienten, wobei für Patienten im guten Allgemeinzustand das FOLFIRINOX-Regime in
Betracht kommt. Nach aktueller Studienlage soll hauptsächlich darauf geachtet werden,
dass keine Gemcitabin-Monotherapie erfolgt (Conroy et al. 2018).
Bei den metastasierten Tumoren werden nach einem palliativen Behandlungskonzept
(Best Supportive Care, BSC) zunächst die möglicherweise vorhandenen Symptome kon-
trolliert. Hierzu zählen die Schmerzkontrolle und gegebenenfalls das Erweitern von Duo-
denum- und Gallengangsobstruktionen. Die weitere Therapie ist von dem Allgemeinzu-
stand des Patienten abhängig und kann von dem alleinigen palliativen Behandlungskon-
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zept bei sehr morbiden Patienten bis hin zu einer FOLFIRINOX-Chemotherapie reichen
(Ducreux et al. 2015) (Abb. 1.5).
Es wurden bereits Mutationen in PDAC detektiert, die sich für eine zielgerichtete The-
rapie eignen würden und die Gegenstand aktueller Forschung darstellen. Jedoch konnten
bis jetzt noch keine zielgerichteten Therapien von Studien in die Klinik integriert werden
(Ducreux et al. 2015).

Abb. 1.5: Behandlungsstrategien für PDAC-Patienten eingeteilt nach Tumorresek-
tabilität.
Chemotherapie (ChT), Radiotherapie (RT), FOLFIRINOX (Folinsäure/5-Fluoruracil
(5-FU)/Irinotecan/Oxaliplatin), Allgemeinzustand (performance status, PS), oberer Grenzwert
des Referenzbereichs (upper limit of normal, ULN) (modifiziert nach: Ducreux et al. 2015). Die
Verwendung der Abbildung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.
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1.3 Interferone (IFNe)

IFNe wurden 1957 als eine „Aktivität” entdeckt, die in der Lage war, mit der Replikation
von Influenzaviren zu interferieren (Isaacs und Lindemann 1957; Isaacs et al. 1957).
Mittlerweile sind im Menschen 13 sehr ähnliche IFN-α-Proteine und jeweils ein IFN-β-,
IFN-κ-, IFN-ω- und IFN-ε-Protein bekannt, die zu der Gruppe der Typ-I-IFNe zusam-
mengefasst werden und jeweils von einem eigenen Gen codiert werden. Diesen IFNen ist
gemeinsam, dass sie an einen Rezeptor, den IFN-α-Rezeptor (IFNAR), binden (Schnei-
der et al. 2014).
Ein weiteres Protein mit antiviraler Aktivität ist das IFN-γ, das sich als sogenanntes
Immun-IFN oder Typ-II-IFN in seiner Wirkungsweise wesentlich von den Typ-I-IFNen
und auch den Typ-III-IFNen unterscheidet. Anders als Typ-I- und Typ-III-IFNe ist es
kein Vermittler der angeborenen Immunität, sondern vermittelt bei immunologischen
Prozessen die erworbene Immunität. Es wird vom IFNG-Gen codiert und bindet an
einen eigenen Rezeptor: den IFN-γ-Rezeptor (IFNGR) (Schroder et al. 2004).
Typ-III-IFNe wurden erst 2003, Jahre nach der Sequenzierung des humanen Genoms,
entdeckt (Collins et al. 2003; Kotenko et al. 2003). Zwei unabhängige Forschungsgruppen
haben in der Absicht, weitere antiviral wirksame Proteine zu finden, unter Zuhilfenahme
von verschiedenen bioinformatorischen Gendatenbanken im humanen Genom nach Typ-
I-IFN -ähnlichen Genen gesucht und drei Gene identifizieren können: IL-29, IL-28A und
IL-28B bzw. IFNL1, IFNL2 und IFNL3. Die Proteine werden inzwischen einheitlich als
IFN-λ-Proteine bezeichnet. Da sie an einen eigenen Rezeptor (IFN-λ-Rezeptor, IFNLR)
binden, wurden sie zu den Typ-III-IFNen zusammengefasst (Kotenko et al. 2003).
Bis zum Jahr 2013 waren nur diese drei IFN-λ-Subtypen bekannt. Erst in Experimenten
mit humanen primären Hepatozyten, die mit synthetischer, doppelsträngiger RNA als
virales Mimetikum stimuliert wurden, entdeckten Prokunina-Olsson et al. (2013) neben
den Transkripten von IFNL1-3 Transkripte eines weiteren IFNL-Gens, das IFNL4.

1.3.1 Zellspezifische Expressions- und Wirkorte der IFNe

Die Expression der Typ-I- und der Typ-III-IFNe kann als Teil der angeborenen Immuni-
tät in jeder kernhaltigen Körperzelle durch Viren ausgelöst werden. Zusätzlich exprimie-
ren spezialisierte Zellen, die plasmazytoiden dendritischen Zellen (plasmacytoid dendritic
cells, pDC), große Mengen an Typ-I-IFNen als Antwort auf eine virale Infektion und ver-
knüpfen dadurch die angeborene mit der erworbenen Immunität (Kotenko et al. 2003;
Schneider et al. 2014).
Im Unterschied dazu wird das Typ-II-IFN ausschließlich von natürlichen Killerzellen
(NK), Makrophagen sowie von T-Lymphozyten exprimiert (Schroder et al. 2004).
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Die Zielzellen der IFNe definieren sich über die Expression ihrer Rezeptoren. Die hetero-
dimeren IFN-α-Rezeptoren (IFNAR) sind nahezu ubiquitär exprimiert. Dies erklärt die
starken Nebenwirkungen einer Therapie mit IFN-α (O’Brien et al. 2014).
Im Gegensatz zu der auf wenige Zelltypen restringierten Expression des Typ-II-IFN,
weist sein homodimerer IFN-γ-Rezeptor (IFNGR) eine weit verbreitete, nahezu ubiqui-
täre Expression auf (Schneider et al. 2014).
Die heterodimeren IFN-λ-Rezeptoren (IFNLR) werden vorwiegend von epithelialen Zel-
len exprimiert, vor allem im Respirations- und Gastrointestinaltrakt (Kotenko et al.
2003). Diese restringierte IFN-λ-Rezeptor-Expression lässt weniger unerwünschte Ne-
benwirkungen unter Therapie erwarten und verspricht somit Vorteile einer Therapie mit
Typ-III-IFNen (Mihm 2015).

1.3.2 Pathogenerkennung sowie Aktivierung der IFNe und ihrer Effektoren

Die gemeinsame Wirkung der IFNe besteht in der Kontrolle und Bekämpfung von
Pathogenen (Schneider et al. 2014).
Zunächst kommt es zur extra- oder intrazellulären Detektion mikrobieller oder viraler
Nukleinsäuren oder anderer Pathogen-assoziierter molekularer Muster (pathogen-
associated molecular patterns, PAMP) über eine Vielzahl unterschiedlicher Musterer-
kennungsrezeptoren (pattern recognition receptor, PRR) (Schneider et al. 2014). Zu
den Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptor, PRR) zählen unter
anderem die membranständigen TLRs (toll-like receptors). Intrazelluläre zytosolische
Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptor, PRR) sind beispielsweise
die Doppelstrang-RNA erkennenden RLRs (retinoic acid-inducible gene 1 (RIG-I)-like
receptors) oder die ALRs (AIM2-like receptors), die zytosolische DNA detektieren
können (Schneider et al. 2014) (Abb. 1.6).
Nach Erkennung der Pathogen-assoziierten molekularen Muster (pathogen-associated
molecular patterns, PAMP) kommt es intrazellulär zur Aktivierung des STING (stimu-
lator of IFN genes)-Proteins und des MAVS (mitochondrial antiviral-signaling)-Proteins
(Heim 2013; Schneider et al. 2014) (Abb. 1.6). Daraufhin erfolgt die Translokation der
Transkriptionsfaktoren NF-κB (nuclear factor ’kappa-light-chain-enhancer’ of activated
B-cells) und IFN-regulatorischer Faktoren 3 und 7 (IRF 3/7) in den Nukleus, wo es
zur Bindung an aktivierende DNA-Elemente kommt, die die Transkription von IFNen
auslösen (Abb. 1.6).
Um die jeweils spezifische antivirale Wirkung ausüben zu können, lösen die IFNe
endokrin oder parakrin über ihre spezifischen Rezeptoren die Expression der soge-
nannten IFN-stimulierten Gene (ISGe) oder IFN-Effektoren aus (Schneider et al. 2014)
(Abb. 1.6).

14



1 Einleitung

Abb. 1.6: Mechanismen von der Pathogendetektion bis zur Aktivierung der IFN-
stimulierten Gene (ISGe).
In dieser Abbildung erkennen intrazelluläre Mustererkennungsrezeptoren die Pathogen-
assoziierten molekularen Muster und vermitteln über verschiedene Proteinaktivierungen die
IFN-Expression. Die IFNe induzieren über spezifische Signalwege die Translation von einem
umfangreichen Spektrum an ISGen, die antivirale, aber auch negative und positive Regula-
tionsfunktionen ausüben (Schneider et al. 2014). Die Verwendung der Abbildung erfolgt mit
freundlicher Genehmigung von Annual Reviews.

Die Bindung der IFNe an ihre spezifischen Rezeptoren löst eine Rezeptorkonformations-
änderung und dadurch die Aktivierung des JAK-STAT-Signalwegs (Januskinase-signal
transducers and activators of transcription-Signalweg) aus, wobei es zur Phospho-
rylierung der intrazellulären IFN-Rezeptorabschnitte kommt. Somit können die
extrazellulären Signale der IFNe in den Nukleus transportiert werden (Schneider et al.
2014).
Infolge der Phosphorylierung der IFN-Rezeptorabschnitte kommt es zur Rekrutierung
und Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren STAT unter Bildung von STAT-
Homo- oder -Heterodimeren (Schneider et al. 2014) (Abb. 1.7). Die intrazelluläre
Rekrutierung der STAT1-Homodimere als Transkriptionsfaktoren, die durch alle IFN-
Rezeptoren erfolgen kann, führt zur nukleären Bindung der STAT1-Homodimeren an
aktivierende DNA-Sequenzelemente (Gamma-aktivierte Sequenzelemente, GAS) der
ISGe und löst damit ihre Transkription aus (Abb. 1.7).
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Abb. 1.7: IFN-vermittelte Aktivierung der IFN-stimulierten Gene (ISGe) über den
JAK-STAT-Signalweg.
Das Ziel der IFN-Wirkung über den JAK-STAT-Signalweg ist die Induktion von ISGen. Hier-
bei lösen Typ-I- und Typ-III-IFNe trotz unterschiedlicher Rezeptoren (IFNAR1/2 bzw. IL-
10R2/IFNLR1) über die Aktivierung von STAT1/2 die gleichen Signalmechanismen aus und
führen zu sehr ähnlichen ISG-Expressionen. Das Typ-II-IFN aktiviert über seinen Rezeptor
(IFNGR1/2) nur STAT1, wodurch es zu einer teilweise abweichenden ISG-Expression kommt
(modifiziert nach: Heim 2013). Die Verwendung der Abbildung erfolgt mit freundlicher Geneh-
migung von Elsevier.

Typ-I- und Typ-III-IFNe sind zusätzlich in der Lage, durch die Rekrutierung des He-
terodimers aus STAT1 und STAT2 sowie durch die zusätzliche Rekrutierung des IFN-
regulierenden Faktors 9 (IRF-9) den IFN-stimulierten Genfaktor-3(ISGF3)-Komplex zu
bilden (Heterotrimer) (Abb. 1.7). Dieser Komplex bindet wiederum intranukleär an so-
genannte ISRE (IFN-stimulated response elements) in den Promotorregionen der ISGe
und führt zur deren Transkription (Heim 2013; Schneider et al. 2014) (Abb. 1.7). Anzahl
und Art der exprimierten ISGe sind für jeden IFN-Typ und jeden Zelltyp unterschied-
lich, wobei zwischen allen IFN-Typen ein gewisses Spektrum an überlappenden ISGen
auffindbar ist (Schneider et al. 2014).
Nach der Aktivierung der IFN-Rezeptoren greifen negative Rückkopplungsmechanismen,
die einer überschießenden ISG-Antwort entgegenwirken. Vermittelt durch sofortige En-
dozytose und Abbau der IFN-Rezeptoren sowie der de novo-Synthese von Inhibitoren
induzieren diese negativen Rückkopplungsmechanismen eine frühe und eine verzögerte,
langanhaltende IFN-Desensibilisierung (Heim 2013; Schneider et al. 2014).
Der verzögerte, langanhaltende Rückkopplungsmechanismus wirkt ausschließlich hem-
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mend auf die Typ-I-IFNe, hier vor allem auf das IFN-α, und erfolgt über die Ubiquitin-
spezifische Peptidase 18 (USP18). Bei diesem Mechanismus kommt es zur Hemmung der
Bindung zwischen der IFN-α-Rezeptorkette 2 (IFNAR2) und der JAK 1, wodurch die
JAK 1 nicht mehr aktiviert werden kann (Schneider et al. 2014) (Abb. 1.7).

1.3.3 Antivirale und antitumorale Wirkungen sowie klinische Nutzung der
IFNe

Die antiviralen Wirkungen der Typ-I- und Typ-III-IFNe beruhen auf den Wirkungen ih-
rer Effektoren (Kotenko et al. 2003). In verschiedenen Experimenten konnten antivirale
Wirkungen von Typ-I- und Typ-III-IFNen in vivo in humanen Zellen gegen vielfälti-
ge Viren nachgewiesen werden. Unter anderem gegen das Herpes-Simplex-Virus Typ 2
(HSV-2) (Zhou et al. 2015), das Cytomegalievirus (CMV) (Egli et al. 2014b), das In-
fluenzavirus (Egli et al. 2014a), das Dengue-Virus (Palma-Ocampo et al. 2015) sowie in
vitro gegen HBV und HCV (Ank et al. 2006; Prokunina-Olsson et al. 2013)) konnten die
Wirkungen detektiert werden.
Des Weiteren wurden für Typ-I- und Typ-III-IFNe antiproliferative und antitumorale
Wirkungen für verschiedene Tumoren beschrieben, darunter für Melanome (Lasfar et al.
2006), Lungenadenokarzinome (Tezuka et al. 2012), Ösophaguskarzinome (Li et al. 2010)
und das HCC (Abushahba et al. 2010; Stiff und Carson 2015; Lasfar et al. 2019).
Maher et al. (2008) zeigten eine Abhängigkeit der antiproliferativen und antitumoralen
Wirkungen von der Aktivierungsdauer des JAK-STAT-Signalwegs. Hierbei fiel auf, dass
die Typ-III-IFNe länger anhaltend aktivieren, wodurch ein effizienterer antiproliferati-
ver Effekt zustande kam als bei den Typ-I-IFNen. Dies zeigt neben der restringierten
Rezeptorexpression einen weiteren Vorteil von Typ-III-IFNen gegenüber Typ-I- und Typ-
II-IFNen für mögliche antitumorale therapeutische Anwendungen.
Weitere Studien beschrieben, dass das ISG-Spektrum von post-transkriptionalen Modifi-
kationen abhängt. Dadurch wird bestimmt, ob die IFNe antitumoral wirken oder in den
Tumoren eine Chemo- und Bestrahlungstherapieresistenz induzieren (duale Wirkung der
IFNe durch U-STAT- oder P-STAT-Signalweg) (Minn 2015).
Das Typ-II-IFN ist nicht wie die Typ-I- und Typ-III-IFNe an der direkten Virenbekämp-
fung über das angeborene Immunsystem beteiligt, sondern wirkt indirekt antiviral über
die verstärkte Expression von Proteinen, die in der für die erworbene Immunität obliga-
ten Antigenpräsentation involviert sind, wie zum Beispiel die Proteasomuntereinheiten
oder die Haupthistokompatibilitätskomplex-Moleküle (major histocompatibility complex,
MHC) (Mihm et al. 2004; Schroder et al. 2004).
Auf diese Art kann das Typ-II-IFN die Typ-I-IFN-Wirkungen erhöhen (hier vor allem
die Wirkung des IFN-α und des IFN-β), was zu verstärkten antiviralen und antitumo-
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ralen Wirkmechanismen führt (Schroder et al. 2004).
Bei einigen Tumorentitäten konnten epigenetische Gen-Stilllegungen (gene silencing)
und somatische Deletionen innerhalb der IFN-α- und IFN-β-Chromosomenloki sowie
Keimbahnmutationen der ISGe detektiert werden. Vermutlich sind diese Genänderun-
gen mit einer frühen Immortalität der Tumorzellen assoziiert, was wiederum verdeutlicht,
dass aktivierte IFNe antitumorale Wirkungen aufweisen (Kulaeva et al. 2003).
Aufgrund ihrer zahlreichen antiviralen sowie antitumoralen Wirkungen werden die IFNe
heutzutage auch im klinischen Alltag verwendet, wobei vorwiegend das IFN-α unter
anderem bei viralen Erkrankungen wie dem Hepatitis B und C, bei Tumoren des blut-
bildenden Systems (unter anderem dem Multiplen Myelom, der chronisch myeloischen
Leukämie, dem follikulären Lymphom), bei soliden Tumoren (unter anderem dem rena-
len Zellkarzinom, dem HCC) und bei Multipler Sklerose (hier vor allem das IFN-β)
angewandt wird (Lasfar et al. 2011).
Neben einer Kombination von IFN-α und IFN-λ, bei der in Tiermodellen gezeigt werden
konnte, dass feine Unterschiede in der Wirkungsweise von Typ-I- und Typ-III-IFNen
existieren, die zum Wirtsvorteil genutzt werden könnten, scheint vor allem die IFN-λ-
Monotherapie vielversprechend, da weniger Nebenwirkungen erwartet werden (Lasfar
et al. 2008; Maher et al. 2008).

1.3.4 Genetische Polymorphismen in Typ-III-IFN-Genen

Noch vor der Entdeckung des IFNL4 -Gens wurden durch unabhängige genomweite As-
soziationsstudien (GWAS) an Humankollektiven europäischer, afrikanischer, asiatischer
und japanischer Abstammung mit bemerkenswerter Übereinstimmung genetische Po-
lymorphismen im Bereich der IFNL-Gene identifiziert, die mit der spontanen und der
therapieinduzierten Ausheilung einer HCV-Infektion assoziierten (Ge et al. 2009; Sup-
piah et al. 2009; Tanaka et al. 2009; Thomas et al. 2009).
Einer dieser Polymorphismen IFNL3 rs12979860 befindet sich upstream des IFNL3 -
Gens, aufgrund der entgegengesetzten Orientierung von IFNL3 und IFNL2 auch up-
stream des IFNL2 (Abb. 1.8).
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Abb. 1.8: Darstellung des IFNL-Genlokus mit ausgewählten Polymorphismen.
Die IFNL-Gene befinden sich auf dem Chromosom 19 (19q13.12–13). Die IFNL3 - und IFNL4 -
Genloki enthalten die in dieser Arbeit betrachteten fünf polymorphen Positionen, über die be-
reits publiziert wurde: IFNL3/4 rs12979860 [C/T] (wird mit Fähigkeit der Virenbekämpfung
in Zusammenhang gebracht), IFNL4 rs368234815 [TT/∆G] (entscheidet über die Expression
des IFN-λ4), IFNL4 rs11764844 [G/A] (führt über die Aminosäuresubstitution (P70S) zu ei-
nem funktionsbeeinträchtigten IFN-λ4), IFNL3 rs4803217 [C/A] (beeinflusst die Stabilität der
IFNL3 -mRNA) und IFNL3 rs28416813 [C/G] (beeinflusst die IFN-λ3-Expression) (modifiziert
nach: Mihm 2015). Die Verwendung der Abbildung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von
Karger Publishers.

Die naheliegende Vermutung, dass dieser Polymorphismus die Expression des IFNL3 -
Gens oder auch die der anderen Typ-III-IFNe reguliert, konnte trotz intensiver Be-
mühungen nicht bestätigt werden. Erst mit der Entdeckung des IFNL4 wurde klar,
dass rs12979860 nicht nur upstream des IFNL3 sondern gleichzeitig auch im Intron 1
des IFNL4 -Gens lokalisiert ist (Abb. 1.8). Seine Bezeichnung änderte sich von IFNL3
rs12979860 zu IFNL3/4 rs12979860.
Eine Analyse der Allelhäufigkeiten bezüglich der Ansprechrate (sustained virological re-
sponse, SVR) auf eine Medikation mit IFN-α bei chronischer Hepatitis C in verschie-
denen Bevölkerungsgruppen ergab eine positive Korrelation zwischen der Häufigkeit des
IFNL3/4 -rs12979860-Allels C und der Ausheilung einer chronischen Hepatitis C unter
IFN-α-Therapie (Ge et al. 2009). Diese Beobachtung erklärt auch die Ausheilungs- und
Chronifizierungstendenzen bei HCV-Infektionen innerhalb verschiedener Ethnizitäten.
Im selben Jahr veröffentlichten Thomas et al. (2009) ihre Ergebnisse zu der Assoziation
der IFNL3/4 -rs12979860-Genotypen mit der spontanen Viruselimination des HCV, wo-
bei auch ein positiver Zusammenhang zwischen dem Auftreten des IFNL3/4 -rs12979860-
Allels C und der spontanen Ausheilung ermittelt wurde (Abb. 1.9).
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Abb. 1.9: Zusammenhang zwischen den IFNL3/4 -rs12979860-Genotypen und der
spontanen Viruselimination bei Hepatitis C.
Die Daten für diese Abbildung wurden der Publikation von Thomas et al. (2009) entnommen,
in der die Genotypisierung von 1006 Patienten, unterteilt nach europäischer und afrikanischer
Herkunft, aus sechs unabhängigen HCV-Kollektiven vorgenommen wurde. Hierbei kam es bei
388 Patienten zur spontanen Viruselimination. Bei 620 Patienten persistierte die Infektion.

Die Allelvarianten des Einzelnukleotidpolymorphismus (single nucleotide polymorphism,
SNP) IFNL3/4 rs12979860 stehen im Kopplungsungleichgewicht (Linkage Disequili-
brium, LD) mit den Allelvarianten eines Dinukleotidpolymorphismus im IFNL4 -Gen,
IFNL4 rs368234815 [TT/∆G] (Prokunina-Olsson et al. 2013). Ursprünglich als Dinu-
kleotidpolymorphismus bezeichnet, wird er inzwischen in einigen Datenbanken als zwei
aufeinanderfolgende getrennte Polymorphismen mit der Nomenklatur von zwei SNPs
geführt (IFNL4 rs11322783 und IFNL4 rs74597329) (Prokunina-Olsson 2019).

IFNL4 rs368234815, der innerhalb des Exon 1 des IFNL4 -Gens liegt, entscheidet über
die Expression des IFN-λ4-Proteins (Abb. 1.8). Beim Vorliegen der Allelvariante ∆G
wird ein funktionstüchtiges IFN-λ4 codiert (Prokunina-Olsson et al. 2013). Das Allel TT
bedingt eine Verschiebung des offenen Leserasters und damit den vorzeitigen Abbruch
der Proteinsynthese (Pseudogen) (Prokunina-Olsson et al. 2013) (Tab. 1.1).
Es konnte gezeigt werden, dass die Transkriptmenge des IFNL4 -Gens unabhängig vom
Genotyp ist, jedoch funktionstüchtige IFN-λ4-Proteine nur bei Trägern des Allels ∆G
synthetisiert werden (Onabajo et al. 2015; Obajemu et al. 2017). Auf Grundlage dessen
wurde für diese Arbeit zwischen Trägern des Allels ∆G, die für ein funktionstüchtiges
IFN-λ4 codieren und Allel-TT-Homozygoten, bei denen eine Leserasterverschiebung zu
einem funktionalen knock-out des IFN-λ4 führt, unterschieden.
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Mihm et al. (2004) zeigten noch vor der Entdeckung des IFNL4 -Gens, dass bei Patienten
mit chronischer Hepatitis C Transkripte der Typ-I- und Typ-III-IFNe zwar in mono-
nukleären Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear cell, PBMC),
nicht aber in Lebergewebe nachweisbar waren. Dieses Ergebnis war kompatibel mit dem
Nachweis der Aktivität einer HCV-Protease, die in der Lage ist, die Phosphorylierung
von Transkriptionsfaktoren und damit die Expression von IFNen zu unterdrücken. Das
unerwartete Ergebnis dieser Studie war, dass trotz nicht nachweisbarer Typ-I- und
Typ-III-IFN-Expression in dem Lebergewebe die IFN-Effektoren aktiviert waren (Mihm
et al. 2004).
Mit der Entdeckung und Beschreibung des IFNL4 im Jahr 2013 bot sich als Erklärung
an, dass die HCV-Protease zwar die Expression von Typ-I- und Typ-III-IFNen in
den Hepatozyten unterdrückt, jedoch nicht die des IFNL4, das wahrscheinlich für die
Aktivierung der ISGe verantwortlich ist (Prokunina-Olsson et al. 2013; Heim 2013;
O’Brien et al. 2014).
Paradoxerweise ist die Abwesenheit des IFN-λ4 bei einer HCV-Infektion prognostisch
günstiger, obwohl in vitro-Studien ähnliche antivirale Wirkungen des IFN-λ4 aufzeigen
konnten wie für die anderen Typ-III-IFNe (O’Brien et al. 2014; Obajemu et al. 2017).
Es konnte gezeigt werden, dass das IFN-λ4 spezifisch durch die HCV-Infektion aktiviert
wird, jedoch reicht die Aktivität nur zur leichten Hemmung des HCV aus und nicht zur
kompletten Elimination (Heim 2013; O’Brien et al. 2014). Diese insuffiziente Aktivierung
von IFNen und die insuffiziente antivirale Wirkung des IFN-λ4 könnten der Grund sein,
warum eine HCV-Infektion in vielen Fällen zu einer Chronifizierung führt.
Durch das schneller agierende IFN-λ4 werden ISGe früher hochreguliert, wodurch auch
die negativen Rückkopplungsmechanismen früher aktiviert werden als bei anderen IFNen
(Obajemu et al. 2017). Diese negativen Rückkopplungsmechanismen hemmen vor allem
den IFN-α-Signalweg und machen den Körper refraktär für weitere IFN-Stimulationen.
Daraus ergibt sich eine mögliche Erklärung für das schlechte Ansprechen der Patienten
mit chronischer Hepatitis C, die gleichzeitig Träger des IFNL4 -rs368234815-Allels ∆G
sind, auf eine exogene IFN-α-Therapie (Obajemu et al. 2017).
Diese Erkenntnisse gehen einher mit der Detektion des Zusammenhangs zwischen
der schlechten Prognose für Patienten mit HCV und der Ausprägung des IFNL4 -
rs368234815-Allels ∆G (Prokunina-Olsson et al. 2013). Dieses Allel bewirkt die
Synthese eines funktionstüchtigen IFN-λ4, was zu einer Desensibilisierung gegenüber
IFN-α führt und die Wahrscheinlichkeit der HCV-Chronifizierung erhöht.

Des Weiteren ist im Exon 2 des IFNL4 -Gens der SNP IFNL4 rs11764844 lokalisiert, bei
welchem das Vorliegen des minor Allels A zur einer Aminosäuresubstitution an Position
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70 führt (P70S), woraus die Expression eines funktionsbeeinträchtigten IFN-λ4-Proteins
resultiert (Abb. 1.8, Tab. 1.1). Die IFNL4 -rs11764844-Allelvariante A assoziiert mit
einer besseren Prognose für Patienten mit Hepatitis C, wodurch vorherige Befunde,
die die Assoziation eines nicht funktionsfähigen IFN-λ4 mit einer besseren Prognose
beschreiben, gestützt werden (O’Brien et al. 2015).
Der SNP IFNL3 rs4803217 liegt in der 3’-untranslatierte Region (UTR) vom IFNL3
positioniert (Abb. 1.8). Es gibt Hinweise, dass das minor Allel A der IFNL3 -mRNA
eine erhöhte Instabilität verleiht und damit den Abbau begünstigt (O’Brien et al. 2015)
(Tab. 1.1).
Auch der SNP IFNL3 rs28416813 beeinflusst die IFN-λ3-Expression durch eine ver-
änderte Bindung des Transkriptionsfaktors NF-κB (Nuclear Factor ’kappa-light-chain-
enhancer’ of activated B-Cells) an spezifische Gensequenzen, wobei beim Vorliegen
des minor Allels G die Expression des IFN-λ3 abnimmt (Chinnaswamy et al. 2013)
(Tab. 1.1). Im Hinblick auf die Überwindung der HCV-Infektion scheint neben dem
Fehlen des IFN-λ4, eine erhöhte Stabilität und damit erhöhte Expression des IFN-λ3
günstiger.

Tab. 1.1: Allelvarianten ausgewählter Polymorphismen im Bereich der IFNL3 - und
IFNL4 -Gene sowie beschriebene Phänotypen

Polymorphismus Allele Major Allel Phänotyp Minor Allel Phänotyp
IFNL3 rs4803217 [C/A] ↑ Stabilität IFNL3 -mRNA ↓ Stabilität IFNL3 -mRNA
IFNL3 rs28416813 [C/G] ↑ IFN-λ3-Expression ↓ IFN-λ3-Expression
IFNL4 rs117648444 [G/A] Wildtyp IFN-λ4 beeinträchtigtes IFN-λ4

IFNL3/4 rs12979860 [C/T] ↑ HCV-Ausheilung ↓ HCV-Ausheilung
IFNL4 rs368234815 [TT/∆G] funktionsloses IFN-λ4 funktionales IFN-λ4

1.4 The Cancer Genome Atlas (TCGA)

Dieses Vorhaben greift auf die US-amerikanisch geförderte TCGA (The Cancer Genome
Atlas)-Datenbank1 innerhalb der NCI (National Cancer Institut) GDC (Genomic Data
Commons)-Datensammlung zurück.
Die TCGA-Datenbank wurde in die GDC-Datensammlung aufgenommen. Sie gilt als
eine unermessliche Wissensquelle und als eines der wichtigsten Projekte, das das um-
fassende Verständnis der für jede Tumorentität individuellen Genomalterationen mittels
innovativer Genomanalysetechnologien stark beschleunigt (Tomczak et al. 2015).
Das Ziel der TCGA-Datenbank ist es, gesammelte Tumordaten in harmonisierter Form

1https://portal.gdc.cancer.gov/, Zugriff am 11.10.2018
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Wissenschaftlern weltweit zur Verfügung zu stellen. Außerdem wurde das nicht-maligne
Wirtsgenom, auf welchem in dieser Arbeit das Hauptinteresse liegt, ausgelesen und in die
Datenbank aufgenommen. Dadurch soll die Krebsforschung und im Speziellen die For-
schung an diagnostischen Methoden, an Behandlungsmethoden und letztendlich an der
Heilung gefördert werden. Hierbei soll das Prinzip des data sharing als globales Kommu-
nikationsmittel zwischen Wissenschaftlern dienen sowie einen regen globalen Wissens-
austausch unterstützen (Grossman et al. 2016).

Die TCGA-Datenbank wurde als sehr umfangreiches, internationales Projekt zwischen
dem NCI und dem NHGRI (National Human Genome Research Institute) im Jahr 2006
mit einem dreijährigen Pilotprojekt gestartet und endete im Jahr 2013 mit der Pro-
bensammlung2. Insgesamt wurden molekulargenetische Daten von über 10.000 Primär-
tumoren und korrespondierenden nicht-malignen Gewebeproben von 33 verschiedenen
Tumorentitäten erhoben und mit dazugehörigen demografischen und klinischen Daten
zur Verfügung gestellt3. Die molekulargenetischen Daten enthalten genomische Daten,
das Transkriptom, miRNA-Daten, Daten zu SNPs, Daten der Kopienzahlvariationen und
Daten zu der DNA-Methylierung sowie Aufnahmen mikroskopischer Gewebepräparate.
Im TCGA-LIHC (liver hepatocellular carcinoma)-Kollektiv sind 377 Patienten mit HCC
unterschiedlicher Ethnizität zusammengefasst. Das TCGA-PAAD (pancreatic adenocar-
cinoma)-Kollektiv umfasst 185 Patienten mit PDAC hauptsächlich europäischer Her-
kunft.
Bei der Projektkonzeption der TCGA-Datenbank war das Zusammentragen demogra-
fischer und klinischer Daten und insbesondere der Ereigniszeiten inklusive Nachbeob-
achtungen nicht das primäre Ziel, weswegen die demografischen und klinischen Daten
sowie die Ereigniszeiten für alle Tumorentitäten im Nachhinein kuratiert, validiert und
als TCGA-CDR (Pan-Cancer Clinical Data Resource)-Datensatz publiziert wurden (Liu
et al. 2018). Bei den HCC- und PDAC-Patienten wird ausdrücklich die Nutzung des
progressionsfreien Intervalls (progression free interval, PFI), des spezifischen progressi-
onsfreien Intervalls (progression free interval.2, PFI.2) und der Gesamtüberlebensdauer
(overall survival, OS) als Ereigniszeiten empfohlen4 (Weinstein et al. 2013; Liu et al.
2018).

2https://www.cancer.gov/about-nci/organization/ccg/research/structural-genomics/tcga/history/
timeline, Zugriff am 25.08.2019

3https://portal.gdc.cancer.gov/, Zugriff am 25.08.2019
4https://gdc.cancer.gov/about-data/publications/pancanatlas, Zugriff am 15.03.2019
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1.5 Fragestellung

Diese Arbeit beschäftigt sich mit der Bedeutung genetischer Keimbahnvariationen
in Typ-III-IFN-Genen für die Progression der beiden tödlichsten Tumorentitäten
HCC und PDAC. Typ-III-IFN-Gene enthalten genetische Polymorphismen, die mit
einem überzeugenden antiviralen Phänotyp assoziieren. Eine der Variationen, IFNL4
rs368234815 [TT/∆G], entscheidet über die Fähigkeit des Wirts, IFN-λ4 zu exprimieren.
Während die IFNL4 -rs368234815-Allelvariante ∆G für ein funktionsfähiges IFN-λ4
codiert, führt das Vorliegen des Allels TT über eine Verschiebung des Leserasters zu
einem funktionalen knock-out des IFNL4 -Gens.
Die Frage nach der klinischen Evidenz für oder gegen eine prognostische Signifikanz
dieser IFNL-Polymorphismen für die Tumorentitäten HCC und PDAC sollte unter
Nutzung der Tumordatenbank TCGA adressiert werden. Die TCGA-Datenbank enthält
neben frei zugänglichen demografischen und klinischen Datensätzen auch eingeschränkt
zugängliche molekulargenetische und genomische Daten. Für letztere war zunächst für
die Verwendung im Rahmen der hier definierten Fragestellung eine Zugangsberechtigung
einzuholen (Data Acess Request Approval Process).
Die TCGA-Datenbank enthält Daten von insgesamt 377 HCC-Patienten (TCGA-LIHC-
Kollektiv), davon 187 Patienten europäischer Herkunft, und 185 PDAC-Patienten
(TCGA-PAAD-Kollektiv) mit insgesamt 162 Patienten europäischer Herkunft.
Zunächst sollten die frei zugänglichen Daten deskriptiv und explorativ analysiert wer-
den. Im Anschluss sollten mittels Daten des 1000-Genome-Projekts im Zusammenhang
mit den Keimbahnvariationen stehende und für den IFNL-Genlokus repräsentative
polymorphe Positionen (tagSNP) definiert werden. Die Genotypen der fünf ausgewähl-
ten Keimbahnvariationen sollten aus dem nicht-malignen Wirtsgewebe in Form von
nicht-malignem, dem Tumor benachbarten Gewebe (Code: 11A) sowie Proben aus
peripheren Blutleukozyten (Code: 10A) ausgelesen werden. Die dadurch ermittelten
Genotypverteilungen der HCC- und PDAC-Patienten sollten mit den Genotypver-
teilungen eines Referenzgenoms aus dem 1000-Genome-Projekt verglichen werden.
Anschließend sollten die Patientengruppen nach Genotypen stratifiziert und hinsichtlich
der Tumorprogression analysiert werden. Als Kriterien für die Tumorprogression sollten
die Ereigniszeiten PFI, PFI.2 und OS herangezogen werden. Hierbei sollten die Tumor-
progressionskriterien durch Ereigniszeitanalysen nach dem Kaplan-Meier-Verfahren und
der Cox-Regression ausgewertet werden.
Die Ergebnisse sollen eine Einschätzung der Eignung der Typ-III-IFNe als prognostische
Wirtsfaktoren für das HCC und das PDAC ermöglichen.
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Diese Arbeit entspricht einer genetischen Assoziationsstudie, bei der die Progression
zweier Tumorentitäten (HCC bzw. PDAC) vor dem Hintergrund genetischer Polymor-
phismen im Bereich der Typ-III-IFNe betrachtet wird. Als Kriterien für die Progression
dienen die Ereigniszeiten PFI, PFI.2 sowie OS. Verglichen werden Patienten mit dem
genetischen Hintergrund, der eine Expression des IFNL4 -Gens zu einem funktionstüch-
tigen IFN-λ4-Protein zulässt, mit denen, die aufgrund einer Leserasterverschiebung kein
funktionstüchtiges IFN-λ4 exprimieren können (Fall-Kontroll-Ansatz).
Zur Analyse standen demografische, klinische und genomische Daten der zwei Patien-
tenkollektive TCGA-LIHC und TCGA-PAAD sowie kuratierte Ereigniszeiten des PFI,
des PFI.2 und der OS zur Verfügung.
Das verwendete Analysekonzept (Anhang Tab. A.1) und alle in dieser Arbeit verwende-
ten Datenquellen (Anhang Tab. A.2) wurden tabellarisch zusammengefasst.

2.1 The Cancer Genome Atlas (TCGA)

Die Analysen und das Erheben der Ergebnisse in dieser Arbeit wurden durch Daten
der durch NCI und NHGRI (National Human Genome Research Institute) geführten,
renommierten TCGA-Datenbank (phs000178.v10.p8) ermöglicht (Informationen zu der
TCGA-Datenbank 1).

2.1.1 Frei zugängliche Datensätze

Für die vorliegende Arbeit wurden die kuratierten, validierten und publizierten demo-
grafischen und klinischen Daten der HCC- und PDAC-Patienten dem TCGA-CDR-
Datensatz entnommen. Alle Daten wurden gesichtet und die für diese Arbeit relevanten
Kriterien ausgelesen und deskriptiv zusammengefasst. Die ausgewählten Kriterien setzen
sich aus dem Patientenalter zum Zeitpunkt der Diagnose, dem Geschlecht, der Ethni-
zität, dem Differenzierungsgrad des Tumors und dem Stadium der Tumorerkrankung
jeweils zum Zeitpunkt der Diagnose zusammen. Das Stadium der Tumorerkrankung ist
innerhalb der TCGA-Datenbank nach den Kriterien des AJCC (American Joint Com-
mittee on Cancer) eingeteilt. Für das TCGA-LIHC-Kollektiv wurden außerdem auf der
Basis von serologischen und anamnestischen Daten mutmaßliche Risikofaktoren (Ätio-
logie) kategorisiert. Zu den Risikofaktoren zählen Alkoholkonsum, Ausprägung einer
nicht-alkoholinduzierten Steatose oder Steatohepatitis, hereditäre Hämochromatose, Le-

1htpp: //cancergenome.nih.gov, Zugriff am 27.10.2018
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bertoxinexposition, α1-Antitrypsinmangel, Autoimmunhepatitis sowie HBV- und HCV-
Infektionen. Die HCC-Patienten wurden in eine Gruppe ohne jegliche Risikofaktoren
bei nicht vorhandener Hepatitisserologie („Kein Risiko“), in eine Gruppe mit nicht-viral
bedingten Lebererkrankungen bei nicht vorhandener Serologie („Kein virales Risiko“) so-
wie in jeweils eine Gruppe mit serologischem Nachweis einer HBV- oder HCV-Infektion
(„HBV“ bzw. „HCV“) und eine Gruppe mit serologischem Nachweis einer HBV-/HCV-
Koinfektion („HBV-/HCV-Koinfektion“) unterteilt.
Zusätzlich enthalten die Daten verschiedene Ereigniszeiten, von denen das PFI und das
PFI.2 sowie die OS für Analysen in dieser Arbeit genutzt wurden. Das PFI wird als Zeit-
spanne von der Diagnose bis zur Progression der Tumorerkrankung, bis zum Auftreten
eines weiteren Tumors jeglicher Entität oder bis zum Tod durch einen Tumor jeglicher
Entität definiert. Hierbei wird die Progression des Ausgangstumors, ein lokoregionales
Tumorrezidiv, Metastasierung, ein neuer Primärtumor und Tod durch einen Tumor je-
weils jeglicher Tumorentität als Ereignis gewertet und in dieser Arbeit als PFI-Ereignis
zusammengefasst (Liu et al. 2018). Das PFI.2 wird als Zeitspanne von der Diagnose bis
zur Progression der ursprünglichen Tumorerkrankung oder bis zum Tod durch selbige
Tumorentität definiert, wobei hier im Unterschied zu dem PFI nur die Ausgangstu-
morentität betrachtet wird (in dieser Arbeit HCC bzw. PDAC). Als Ereignis wird die
Progression des Ausgangstumors, ein lokoregionales Tumorrezidiv, Metastasierung des
Ausgangstumors, ein neuer Primärtumor der gleichen Entität wie der Ausgangstumor
und Tod durch die Ausgangstumorentität als Ereignis gewertet und in dieser Arbeit
als PFI.2-Ereignis zusammengefasst. Zusätzlich wurde jeder neue Tumor, dessen Enti-
tät unbekannt war, im überarbeiteten Datensatz des TCGA-CDR bei der Ereigniszeit
PFI.2 ausgeschlossen (Liu et al. 2018). Die OS ist definiert als die Zeitspanne zwischen
der Diagnose und dem Tod durch jegliche Ursache (Liu et al. 2018).

2.1.2 Zugangsberechtigung

Die Sequenzdateien der HCC- und PDAC-Patienten fallen in die Kategorie Datensät-
ze mit kontrolliertem Zugang, für deren Nutzung eine Genehmigung eingeholt werden
muss (Controlled Data Access Request) (Übersicht über das Prozedere2). Zunächst ist
die Erstellung eines eRA (electronic Research Administration) Commons Accounts über
die Institution erforderlich, deren eigene eRA-Registrierung Voraussetzung ist. Die Uni-
versitätsmedizin Göttingen (UMG) verfügt über eine institutionelle eRA-Registrierung,
sodass über den Signing Official für den Principal Investigator ein eRA-Account einge-
richtet wurde.
Der eRA-Account ermöglicht den Zugang zum Datenportal dbGaP (database of Ge-
2https://gdc.cancer.gov/access-data/obtaining-access-controlled-data, Zugriff am 29.10.2018
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notypes and Phenotypes) und das Einreichen eines Controlled Data Access Request, in
dem das Vorhaben beschrieben wird (Research Use Statement). Zusätzlich müssen sich
Antragssteller und Institution verpflichten, die Datenschutzrichtlinien gemäß Genomic
Data Use Code of Conduct zu wahren (Data Use Certificate Agreement).
Das Projekt wurde über die Universitätsmedizin Göttingen (UMG) über das dbGaP (da-
tabase of Genotypes and Phenotypes)-Datenportal NIH (National Institutes of Health)
angemeldet und genehmigt (project ID 20041). Der Zugang zu allen geschützten Daten
des TCGA wurde gewährt.
Die Datennutzung genügt US-amerikanischen und deutschen Datenschutzrichtlinien.
Für genehmigte Projekte gewähren die NIH (National Institutes of Health) Zugriff auf
die Datensätze mit kontrolliertem Zugang für einen Zeitraum von einem Jahr.

2.1.3 Datensätze mit kontrolliertem Zugang

Proben des primären Tumorgewebes (Code: 01A), des nicht-malignen, dem Tumor be-
nachbarten Gewebes (Code: 11A) sowie Proben aus peripheren Blutleukozyten (Code:
10A) stellen das Gewebe zur Ermittlung der WXS-DNA-Sequenzierdaten. Das Gewebe
für die Erstellung der RNA-Sequenzierdaten entstammt entweder Proben des primären
Tumorgewebes (Code: 01A) oder Proben des nicht-malignen, dem Tumor benachbarten
Gewebes (Code: 11A).
Detaillierte Informationen über die TCGA-Datenstruktur, DNA- und RNA-Sequenzana-
lysen, die durchgeführten Experimente mit Protokollen sowie über die benutzten Softwa-
re werden in dem TCGA-Datenportal zur Verfügung gestellt3. Darüber hinausgehende
Informationen finden sich in wissenschaftlichen Artikeln zu den einzelnen Tumorentitä-
ten (für HCC: Raphael et al. 2017; für PDAC: Ally et al. 2017), wobei die DNA und
RNA sowohl der HCC- als auch der PDAC-Tumorentität mittels des Illumina HiSeq
2000 sequenziert wurden (Raphael et al. 2017; Ally et al. 2017).

2.1.4 Auslesen der polymorphen Positionen

Aufgrund der Größe von bis zu 80 GB der im BAM-Format vorliegenden Dateien wurde
das BAM slicing tool genutzt, um die Dateien auf den Lokus von Interesse, in dieser Ar-
beit der IFNL-Lokus auf Chromosom 19 (Chr19: 39.230.000–39.300.000), zu begrenzen.
Alle in TCGA verfügbaren Sequenzdateien, pro Patienten durchschnittlich vier, wurden
auf diese Art zugeschnitten und auf ein Gruppenlaufwerk der Universitätsmedizin Göt-
tingen (UMG) heruntergeladen. Insgesamt wurden auf diese Weise etwa 2.300 Dateien
generiert.
Zur Darstellung und zum Auslesen von genomischen Sequenzen wurde die Software NCBI
3https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/, Zugriff am 29.10.2018
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(National Center for Biotechnology Information) Genome Workbench4 genutzt, deren
Funktionen und Anwendung in verschiedenen Tutorials und Artikeln beschrieben werden
(Zhang et al. 2007).
Die Bearbeitung der Dateien innerhalb der NCBI Genome Workbench verlangt soge-
nannte indexfiles, die für jede der zugeschnittenen BAM-Dateien mittels IGV (Integrative
Genomics Viewer) angelegt wurden (Robinson et al. 2017). Zum Auslesen polymorpher
Positionen im IFNL-Lokus erfolgte die Ausrichtung der Sequenzdaten (alignment) an
Chromosom 19 eines Referenzgenoms des Menschen (Human Genome Reference Assem-
bly, GRCh38.p12). Von jedem Patienten wurde mindestens eine Sequenzdatendatei in
die NCBI Genome Workbench eingelesen. Sofern vorhanden, wurde das Material der pe-
ripheren Blutleukozyten (Code: 10A) gewählt. Ansonsten wurde nicht-malignes Gewebe
(Code: 11A) verwendet. Zu Kontrollzwecken wurden von zufällig ausgewählten Patien-
ten Daten aller verfügbaren Materialien eingelesen. Pro eingelesener Sequenzdatendatei
wurde an fünf polymorphen Positionen innerhalb der IFNL3 - und IFNL4 -Gene die Ge-
notypen ausgelesen (Tab. 2.1).

Tab. 2.1: Übersicht über die in NCBI Genome Workbench markierten und ausge-
lesenen IFNL-Polymorphismen auf Chromosom 19

Marker Position auf Chromosom 19 Polymorphismen Allele
M1 39.243.580 IFNL3 rs4803217 [C/A]
M2 39.245.004 IFNL3 rs28416813 [C/G]
M3 39.247.938 IFNL4 rs117648444 [G/A]
M4 39.248.147 IFNL3/4 rs12979860 [C/T]
M5 39.248.514 IFNL4 rs368234815 [TT/∆G]

Zur Bestimmung der Genotypen der polymorphen Positionen wurden die Kriterien der
biotechnischen Firma Illumina angewendet5. Es wurde davon ausgegangen, dass die Ge-
notypen ab einer Sequenziertiefe von mindestens 20 (besser 30) reads belastbar sind,
wobei von einer Heterozygotie ausgegangen wird, wenn beide Allelvarianten eine Se-
quenziertiefe von ≥ 10 reads haben und das Verhältnis ihrer reads ≤ 3 beträgt5.
Bei Nichterreichen der Mindestanzahl an reads oder Uneindeutigkeit wurden die ver-
fügbaren Daten auf Konsistenz mit den anderen, im LD befindlichen Genompositionen
überprüft (siehe Kapitel 3.2 Abb. 3.5).

4https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/gbench/, Zugriff am 20.01.2019
5https://www.illumina.com/Documents/products/technotes/technote_snp_caller_sequencing.pdf,
Zugriff am 08.04.2019
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2.2 Das 1000-Genome-Projekt

Für diese Arbeit wurde ein gesundes, nicht-tumordiagnostiziertes Kontrollkollektiv be-
nötigt, welches dem 1000-Genome-Projekt (Phase 3, Version 5) entnommen wurde.
Das internationale 1000-Genome-Projekt6 hat sich zum Ziel gesetzt, sämtliche Varian-
ten von Genen, die mit einer Häufigkeit von ≥ 1 % im Genom der gesamten Menschheit
vorkommen, in einem Katalog zu erfassen (Via et al. 2010). Dieses Projekt startete mit ei-
nem Pilotprojekt zur Methodenanalyse im Jahr 2008 und endete mit der dritten Projekt-
und Analysephase im Jahr 2015 nach Sequenzierung des Genoms von 2.504 Probanden
aus 26 verschiedenen Populationen, wobei 84,4 Millionen genetische Variationen erfasst
wurden (Altshuler et al. 2010; Altshuler et al. 2012; Auton et al. 2015).
Die Daten des 1000-Genome-Projekts werden unter anderem von dem Ensembl Genome
Browser zur öffentlichen Verwendung zur Verfügung gestellt7 (Zheng-Bradley und Flicek
2016).
Als Kontrollkolletiv für die TCGA-Kollektive europäischer Herkunft diente die im 1000-
Genome-Projekt enthaltene europäische Population (EUR), zu deren Subpopulationen
die Einwohner aus Utah mit nord- und westeuropäischer Abstammung (CEU), die Fin-
nen in Finnland (FIN), die Briten in England und Schottland (GBR), die iberische
Population in Spanien (IBS) und die toskanische Population in Italien (TSI) gezählt
werden8.

2.3 Statistische Verfahren

Alle in dieser Arbeit verwendeten statistischen Analyseprogramme wurden im An-
hang Tab. A.2 zusammengefasst.
Die statistischen Analysen sowie die einfachen und multiplen Cox-Regressionsmodelle
und auch die Überlebensanalysen/Ereigniszeitanalysen nach dem Verfahren von Kaplan
und Meier wurden in der Programmiersprache R mithilfe des Programms RStudio
(Version 3.5.2)9 ausgeführt. Das Programm RStudio wird kontinuierlich aktualisiert und
es werden regelmäßig überarbeitete und neue Funktionspakete zur Verfügung gestellt.
Tutorials halfen bei der korrekten Anwendung von R, hier vor allem STHDA (Statistical
tools for high-throughput data analysis)10.

6https://www.internationalgenome.org/, Zugriff am 22.01.2019
7http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens, Zugriff am 12.04.2019
8https://www.internationalgenome.org/category/population/, Zugriff am 09.07.2019
9http://www.rstudio.com/, Zugriff am 01.02.2019
10http://www.sthda.com/english/, Zugriff am 28.05.2019
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2.3.1 Deskriptive und explorative Statistik

Die deskriptive und explorative Statistik soll die Daten, die sich aus dem demografischen
und klinischen, durch die ausgelesenen Wirtsgenotypen ergänzten Datensatz zusammen-
setzten, zusammenfassen und beschreiben. Dies dient dazu, einen ersten Überblick über
die Spannbreite der Werteverteilung und ein Verständnis für eventuelle Zusammenhänge
von den Daten zu erhalten.
Die ausgewählten Kriterien dieser Arbeit weisen verschiedene Skalenniveaus und Merk-
malstypen auf, die unterschiedliche statistische Anwendungen erfordern. Dabei können
die Daten in die Nominal-, Ordinal-, Intervall- und Verhältnisskala eingeteilt werden
(Gaus und Muche 2017, S. 82ff.). Zu den nominalen Skalenniveaus zählen verbal be-
schreibbare Kriterien, deren Ausprägungen keiner Reihenfolge unterliegen, wie in dieser
Arbeit Geschlecht, Ethnizität, Ätiologie und Genotyp. Die Kriterien Differenzierungs-
grad und Stadium der Tumorerkrankung sind auch verbal beschreibbar, jedoch ist bei
ihren Ausprägungen eine Reihenfolge definiert, wodurch sie zu den Ordinalskalen zäh-
len. Bei diesen beiden ersten Skalenniveaus sind die Abstände zwischen den einzelnen
Ausprägungen nicht definiert und nicht von Interesse, wohingegen bei der Intervallska-
la die Ausprägungen in Zahlen angegeben werden, die eine definierte Reihenfolge und
definierte Abstände aufweisen (Gaus und Muche 2017, S. 82ff.). Liegt der Intervallskala
ein Nullpunkt vor, so wird sie auch Verhältnisskala genannt (Gaus und Muche 2017,
S. 82ff.). Die verhältnisskalierten Kriterien dieser Arbeit sind das Alter bei Diagnose in
Jahren, das PFI, das PFI.2 sowie die OS jeweils in Tagen.
Neben den Skalenniveaus können die klinischen Kriterien auch in verschiedene Merk-
malstypen unterteilt werden, wobei häufig die erste Unterteilung in qualitative (oder
kategoriale) und quantitative (oder metrische) Merkmale erfolgt. Weiter werden bei den
qualitativen Merkmalen nominale (Geschlecht, Ethnizität, Ätiologie, Genotyp) und or-
dinal/geordnete (Differenzierungsgrad, Tumorstadium) Merkmale unterschieden, wobei
das nominale Merkmal Geschlecht durch das Vorliegen von nur zwei Ausprägungen auch
als dichotomes oder Alternativmerkmal bezeichnet wird (Gaus und Muche 2017, S. 82ff.).
Die quantitativen Merkmale sind numerischer Art und werden in die stufenlosen steti-
gen Merkmale (Alter bei Diagnose, PFI, PFI.2, OS) zusammengefasst (Gaus und Muche
2017, S. 82ff.).
Zur Deskription der Patientenkollektive wurden Tabellen mit den ausgewählten Krite-
rien und deren Verteilungen unter den Patienten als absolute und relative Häufigkei-
ten erstellt. Diese Verteilungen in die Häufigkeiten können sowohl für quantitative als
auch qualitative Merkmale betrachtet werden und wurden zur Veranschaulichung auch
grafisch in Form von Histogrammen, Boxplots und Säulendiagrammen dargestellt (An-

30



2 Material und Methoden

hang Kapitel 6.2). Zur weiteren Beschreibung des quantitativen Merkmals Alter wurde
als Maß der zentralen Tendenz der arithmetische Mittelwert (x̄) berechnet. Hierbei ist
darauf zu achten, dass der arithmetische Mittelwert nur für quantitative, stetige Merk-
male, die normalverteilt sind, sinnvoll und aussagekräftig berechenbar ist (Gaus und
Muche 2017, S. 126ff.). Außerdem wird der arithmetische Mittelwert stark von extremen
Werten (Ausreißern), die teilweise richtig, aber auch falsch entstanden sein können, be-
einflusst.
Zur Betrachtung der Streuung der Werte um den arithmetischen Mittelwert wurde die
Standardabweichung (s) berechnet, welche die Wurzel aus der Varianz (s2) ist. Die Stan-
dardabweichung berechnet sich wie folgt (Gaus und Muche 2017, S. 126ff.)

s =
√
s2 =

√√√√ 1

n− 1

n∑
i=1

(xi − x̄)2 mit x̄ =
1

n

n∑
i=1

xi . (2.1)

Hierbei sei n die Patientenanzahl, xi das jeweilige Alter der Patienten und x̄ der arith-
metische Mittelwert des Alters.
Für Daten, die eine kleine Streuung aufweisen, wird eine kleine Standardabweichung
errechnet und umgekehrt, wobei Ausreißer auch die Standardabweichung stark beein-
flussen. Am aussagekräftigsten wird die Standardabweichung aus normalverteilten, ver-
hältnisskalierten Werten berechnet (Gaus und Muche 2017, S. 126ff.).
Um die Robustheit der zentralen Tendenz und der Abweichung sicherzustellen, wurden
zusätzlich der Median als zentrale Tendenz und der Quartilsabstand als Abweichung
errechnet, da beide Schätzfunktionen von der Bedingung des Vorliegens einer Normal-
verteilung unabhängig sind und nicht so stark von Ausreißern beeinflusst werden. Jedoch
müssen mindestens ordinalskalierte Daten mit nur einem Maximum der Berechnung zu-
grunde liegen. Der Median ist der mittlere Wert von Daten, die der Größe nach sortiert
wurden, sodass jeweils 50 % der Daten über und unter dem Median liegen. Liegt eine
gerade Datenanzahl vor, so wird der arithmetische Mittelwert der beiden mittleren Da-
ten errechnet und als Median angegeben (Gaus und Muche 2017, S. 126ff.).
Beim Quartilsabstand wird die Differenz zwischen dem dritten und ersten Quartil be-
rechnet, wodurch der Bereich mit den mittleren 50 % der Daten angegeben wird. Beim
Vergleich des Mittelwerts und der Standardabweichung mit dem Median und dem Quar-
tilsabstand kann der Stichprobenfehler der Schätzfunktionen bewertet werden. Außerdem
entspricht der Vergleich einem Kriterium zur Einschätzung des Vorliegens einer Normal-
verteilung (Gaus und Muche 2017, S. 210ff.).
Normalverteilte Werte sind stetige Werte, die unter anderem nur ein Maximum sowie
eine symmetrische Verteilung aufweisen, wobei der arithmetische Mittelwert das Maxi-
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mum der Verteilungskurve, auch Gaußsche Kurve genannt, ist. Außerdem dürfen bei den
Werten keine großen Ausreißer vorliegen und die Fallzahl sollte n ≥ 70 sein.
Beim Vergleich des Mittelwerts mit dem Median sollten die Werte etwa gleich groß sein,
sonst ist von einer schiefen, nicht normalverteilten Kurve auszugehen (Gaus und Muche
2017, S. 210ff.). In dieser Arbeit wurde das Kriterium Alter auf Normalverteilung un-
tersucht, wobei die grafische Darstellung der Altersverteilungen durch Histogramme die
Beurteilung unterstützt (Anhang Abb. A.1). Alleine das Alter der PDAC-Patienten war
normalverteilt (Anhang Abb. A.1 (B)).
Die Teststärke parametrischer Tests, die bei normalverteilten Daten angewandt werden
können, ist mit der Teststärke von nicht-parametrischen Tests, die keine Normalver-
teilung der Daten voraussetzten, vergleichbar. Außerdem muss bei den parametrischen
Tests noch auf weitere Annahmen getestet werden, sodass in dieser Arbeit auch bei dem
normalverteilten Kriterium Alter der PDAC-Patienten mit nicht-parametrischen Tests
gearbeitet wurde (van Hecke 2010).

Als Kennzahl für die Allelhäufigkeiten wird die Häufigkeit des selteneren Allels (minor
allel frequency, MAF) berechnet. Die MAF berechnet sich aus dem Quotienten aus der
Auftretenshäufigkeit des minor Allels (d. h. die Summe der minor Allele (aa, Aa)) geteilt
durch die Gesamtauftretenshäufigkeit aller Allele (d. h. die Summe der major und minor
Allele (AA, Aa, aa))

MAF =
2aa+Aa

(2aa+Aa) + (2AA+Aa)
. (2.2)

2.3.2 Induktive Statistik

Das statistische Testen dient zur Überprüfung von Vermutungen (Hypothesen) und lie-
fert ein Maß für die statistische Plausibilität beobachteter Unterschiede. Hierbei werden
vor dem Testen eine Nullhypothese (H0), die die Gleichheit der beobachteten Werte pos-
tuliert, und eine Alternativhypothese (H1) festgelegt, die das Gegenteil besagt und von
einem nicht zufälligen Unterschied der beobachteten Werte ausgeht (Gaus und Muche
2017, S. 264ff.). Außerdem wird zwischen einem ein- oder zweiseitigen Testverfahren un-
terschieden, wobei die Tendenzrichtung der analysierten Werte bei dem einseitigen Test
bereits bekannt ist und bei dem zweiseitigen nicht (Gaus und Muche 2017, S. 264ff.). In
dieser Arbeit wurden ausschließlich zweiseitige Tests durchgeführt.
Zusätzlich wird vor dem Testen das Signifikanzniveau α festgelegt, welches die Grenz-
wahrscheinlichkeit bildet, ab der nicht mehr von einem zufälligen Unterschied ausgegan-
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gen wird und somit die Entscheidungsgrenze für die später berechneten Überschreitungs-
wahrscheinlichkeiten (p-Werte) darstellt. In dieser Arbeit wurde ein α ≤ 0,05 festgelegt,
ab dem die zufällige Entstehung der beobachteten Unterschiede unwahrscheinlich ist (H0

abgelehnt) und von einem nicht zufälligen, signifikanten Unterschied ausgegangen wird
(H1 angenommen). Bei Werten von α > 0,05 reicht die Evidenz nicht aus, um H0 zu
verwerfen (Bickeböller und Fischer 2007, S. 56ff.; Gaus und Muche 2017, S. 264ff.).
Gleichzeitig bildet das Signifikanzniveau α die maximale Grenze für das α-Risiko. Der α-
Fehler, auch als Fehler erster Art bezeichnet, besagt, dass H0 fälschlicherweise abgelehnt
wird, obwohl die Hypothese richtig ist. Mit dem Wert des α-Risikos wird festgelegt, mit
welcher maximalen Wahrscheinlichkeit dieser Fehler auftritt. Der β-Fehler, oder Fehler
zweiter Art, wird definiert als die fälschliche Annahme von H0, obwohl ein nicht zufäl-
liger Unterschied vorliegt. Das Komplement (1− β) entspricht der Teststärke des Tests
und gibt die Wahrscheinlichkeit an, einen wirklichen, nicht rein zufälligen Unterschied
zu erkennen. Mit Festlegung des α ≤ 0,05 ist das α-Risiko höher als bei einem α ≤ 0,01,
jedoch steigt im Gegenzug die Teststärke des Tests (1− β) an (Bickeböller und Fischer
2007, S. 56ff.; Gaus und Muche 2017, S. 264ff.).
Bei der Durchführung mehrerer Hypothesentests sollte beachtet werden, dass das Signi-
fikanzniveau α vor dem Testen mithilfe verschiedener Regeln auf das multiple Testen
adjustiert wird. Diese Adjustierungsverfahren wurden jedoch im Rahmen dieser Arbeit
nicht angewandt, da der betrachtete Umfang an Hypothesentests dies nicht erforderte.
Mit der Überschreitungswahrscheinlichkeit (p-Wert) wird die Wahrscheinlichkeit berech-
net, „mit der die tatsächlich gewonnen Daten – oder noch extremere, noch unwahrschein-
lichere Daten – rein zufällig unter der Nullhypothese entstanden sein können“ (Gaus
und Muche 2017, S. 266). Je kleiner der p-Wert ist und je näher er an Null liegt, desto
wahrscheinlicher sind die beobachteten Unterschiede nicht per Zufall entstanden und die
Annahme von H0 wird unwahrscheinlich (Gaus und Muche 2017, S. 264ff.).
Die ausschließliche Betrachtung des p-Werts enthält keine Aussage über die Richtungs-
tendenz der getesteten Daten. Deswegen werden zusätzlich tendenzweisende Werte be-
trachtet, wie zum Beispiel in dieser Arbeit die medianen progressionsfreien Intervalle,
PFI bzw. PFI.2, und die medianen Überlebenszeiten für die nach den IFNL-Genotypen
stratifizierten TCGA-Kollektive. Außerdem bietet auch die Angabe der Konfidenzinter-
valle (KI) eine Möglichkeit, die Genauigkeit der errechneten Werte und die Richtung des
Einflusses einzuschätzen und Rückschlüsse auf die Signifikanz zu ziehen. Das KI stärkt
die statistische Plausibilität und erhärtet die klinische Relevanz der errechneten Werte.
Dabei gibt es einen Vertrauensbereich an, in dem die wahren, nicht mittels Stichproben
ermittelbaren Werte mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit liegen. Diese Wahrscheinlich-
keit wird im Vorhinein festgelegt, in dieser Arbeit auf 95 %. Ein KI von 95 % besagt,
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dass mit 95 %iger Wahrscheinlichkeit die wahren Werte in dem berechneten Vertrauens-
bereich liegen. Hierbei wird zur Darstellung des Intervalls von einer Normalverteilung
ausgegangen und der Mittelwert ± des Standardfehlers (SE) berechnet (Gaus und Muche
2017, S. 247ff.). Bei einem 95 % KI gilt

95 % KI = x̄± 1,96 SE . (2.3)

Umgekehrt gilt auch die Annahme der Irrtumswahrscheinlichkeit, die bei einem 95 % KI

besagt, dass zu 5 % der wahre Wert nicht im KI liegt (Gaus und Muche 2017, S. 247ff.).

Die Wahl der Hypothesentests hängt von verschiedenen Faktoren ab, unter anderem von
der Verteilung der Werte, der Art des vorliegenden Merkmaltyps und der Anzahl der be-
trachteten Gruppen sowie von der jeweiligen Fragestellung. Zur statistischen Auswertung
der qualitativen Kriterien Ätiologie, Tumordifferenzierungsgrad, Tumorstadium und Ge-
notyp mit ≥ 2 Parallelgruppen wurde der vielseitige χ2-Unabhängigkeitstest angewandt,
der im RStudio als „chisq.test“ zu finden ist (Gaus und Muche 2017, S. 281ff.). Hierbei
wird auf die Unabhängigkeit zwischen den beobachteten Kriterien getestet. H0 lautet in
diesem Fall, dass die Kriterien voneinander unabhängig sind. Bei H1 wird hingegen eine
Abhängigkeit erwartet. Die beobachteten Werte der absoluten Häufigkeit, die sich in eine
Kontingenztafel schreiben lassen, werden mit erwarteten, ausgerechneten Häufigkeiten,
die H0 unterliegen, verglichen. Die erwartete Häufigkeit (bi) wird durch das Produkt der
betrachteten Randsummen dividiert durch die Gesamtsumme innerhalb einer Kontin-
genztafel berechnet. Anschließend werden die beobachteten und erwarteten Häufigkeiten
verglichen. Hierzu wird der Quotient aus der quadrierten Differenz zwischen der einzel-
nen beobachteten (ai) und der erwarteten (bi) Häufigkeit und der erwarteten Häufigkeit
gebildet und anschließend werden die einzelnen Quotienten, die sogenannten χ2-Anteile,
aufsummiert (Gaus und Muche 2017, S. 281ff.)

χ2 =
n∑
i=1

(ai − bi)2

bi
mit bi =

Randsummenprodukt
Gesamtsumme

. (2.4)

Hierbei sei n die Anzahl der χ2-Anteile. Die Freiheitsgrade (Fg) berechnen sich aus dem
Produkt der jeweiligen um eins verkleinerten Anzahl (N) der verschiedenen Ausprägun-
gen der Kriterien

Fg = ((N (Ausprägung 1)− 1) (N (Ausprägung 2)− 1)) . (2.5)
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Die Voraussetzungen für die Durchführung des χ2-Unabhängigkeitstests sind das Vorlie-
gen von absoluten Häufigkeiten und die ausreichend große Anzahl der erwarteten Häu-
figkeiten, wobei die erwartete Häufigkeit jeder Zelle der Kontingenztafel ≥ 10 und die
beobachtete Häufigkeit ≥ 2 sein muss (Gaus und Muche 2017, S. 281). Wenn die Bedin-
gung der ausreichend großen Werte der erwarteten Häufigkeit nicht erfüllt wird, kann
der exakte Fisher-Yates-Test (auch exakter χ2-Test genannt) angewandt werden.
Der exakte Fisher-Yates-Test wurde von Fisher beschrieben und ermöglicht das Testen
auf Merkmalsunabhängigkeit, auch wenn die Bedingung der erwarteten Häufigkeit des
χ2-Unabhängigkeitstests nicht erfüllt ist (Gaus und Muche 2017, S. 291). Der Test ist
im RStudio unter dem Befehl „fisher.test“ aufzurufen. Zunächst werden die Einzelwahr-
scheinlichkeiten der gegebenen sowie aller noch extremeren Kontingenzfelder berechnet
und anschließend zu dem p-Wert des Tests aufsummiert, wobei in dieser Gleichung a, b,
c, d die absoluten Häufigkeiten der Kontingenztafeln darstellen (Bickeböller und Fischer
2007, S. 294; Gaus und Muche 2017, S. 291)

p =
(a+ b)!(c+ d)!(a+ c)!(b+ d)!

(a+ b+ c+ d)!a!b!c!d!
. (2.6)

Die statistische Auswertung des verhältnisskalierten Kriteriums Alter erfolgte mittels
des auf einer Varianzanalyse beruhenden Kruskal-Wallis-Tests, bei dem mehr als zwei
Parallelgruppen betrachtet werden können (Gaus und Muche 2017, S. 302ff.).
Im Programm RStudio ist der Test unter „kruskal.test“ zu finden.
Die Voraussetzung des Kruskal-Wallis-Tests ist, dass die Werte unabhängig und mindes-
tens ordinal skaliert sind. H0 des Tests besagt, dass es keine Unterschiede zwischen den
zentralen Tendenzen der betrachteten Gruppen gibt. Bei dem Test werden die Daten
in Ränge umgewandelt. Anschließend werden die Rangsummen der einzelnen Gruppen
betrachtet und daraus die Testgröße H berechnet. Hierbei entspricht I der Anzahl der
Gruppen, ni der Anzahl der Fälle in der i-ten Gruppe, Ri der Rangsumme der i-ten
Gruppe und n der Gesamtfallzahl in allen Gruppen zusammen

H =
12

n(n+ 1)

I∑
i=1

R2
i

ni
− 3(n+ 1) . (2.7)

Zur Berechnung der Freiheitsgrade wird die Gesamtanzahl der Gruppen um eins vermin-
dert (Gaus und Muche 2017 S. 311/ S. 328ff.).
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2.3.3 Bestimmung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts (HWE)

Des Weiteren wurde untersucht, ob sich die erhobenen Genotypverteilungen im Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht (Hardy-Weinberg-Equilibrium, HWE) befinden, welches von
Hardy (1908) und Weinberg (1908) zur gleichen Zeit unabhängig voneinander beschrie-
ben wurde. Hierbei wird von einer idealisierten Allelvererbung nach der Mendelschen
Vererbungslehre ohne Mutationen, Migrationen und Selektionen sowie ohne Einschrän-
kung der Panmixie innerhalb einer unendlich großen Population ausgegangen, sodass
das Auftreten eines bestimmten Genotyps allein von der Allelhäufigkeit bestimmt
wird und die Wahrscheinlichkeit für das Auftreten eines Genotyps in jeder Generation
gleich ist (Stern 1943; Bickeböller und Fischer 2007, S. 76ff.). Unter den genannten
Voraussetzungen stellt sich für zwei Allele (A,a) mit ihren Allelhäufigkeiten (p,q) ein
Gleichgewicht für die Genotyphäufigkeiten ein

(p+ q)2 = p2 + 2pq + q2 = 1 . (2.8)

Ob die Genotypverteilung der in dieser Arbeit betrachteten Kohorten sich im HWE
befinden und keiner äußeren Beeinflussung unterliegt, wurde mittels des χ2-Tests geprüft.
Bei dem Vorliegen von H0 wird davon ausgegangen, dass die Genotypverteilung im HWE
liegt. Dies wurde bis zu einem p ≥ 0,05 angenommen. Bei dem Testen auf ein HWE gilt,
dass für den betrachteten Genlokus mit n Allelen und n(n + 1)/2 Genotypen n − 1

Allelhäufigkeiten geschätzt werden müssen, sodass die Teststatistik eine χ2-Verteilung
mit folgendem Freiheitsgrad (Fg) hat (Bickeböller und Fischer 2007, S. 81f.)

Fg =
n(n+ 1)

2
− 1− (n− 1) . (2.9)

Inwieweit die Verteilung der Genotypen dem HWE folgt, wurde mit Hilfe eines online
verfügbaren Berechnungstools bestimmt11.

2.3.4 Bestimmung des Kopplungsungleichgewichts (LD)

Zur Identifizierung von tagSNPs bzw. zur Bestätigung der Nutzbarkeit der genetischen
Polymorphismen als gegenseitige Surrogate wurde das LD ermittelt, welches die nicht
zufällige Allelassoziation verschiedener Genloki auf einem Haplotyp in einer Population
angibt (Bickeböller und Fischer 2007, S. 89ff.; Slatkin 2008). Es wird von Haplotypblö-
cken mit mehreren assoziierten Genloki ausgegangen, zwischen denen Bereiche mit hoher
Rekombinationsaktivität (hot spots) liegen (Bickeböller und Fischer 2007, S. 98ff.; Slat-

11http://www.dr-petrek.eu/documents/HWE.xls, Zugriff am 13.01.2019
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kin 2008). Wenn sich die beobachtete Auftretenshäufigkeit beider Allele zusammen von
dem Produkt der erwarteten, unabhängigen Einzelauftretenshäufigkeit der Allele unter-
scheidet, befinden sie sich im LD (Slatkin 2008). Dies wird mittels des Koeffizienten D
des LD dargestellt

Dab = pab − papb . (2.10)

Bei der Koeffizientenberechnung Dab gibt pab die gemeinsame Auftretenshäufigkeit der
Allele a und b (beobachtete Allelhäufigkeit), pa die Einzelauftretenshäufigkeit des Allels
a und pb die Einzelauftretenshäufigkeit des Allels b (erwartete Allelhäufigkeit) an.
Würden die Allele a und b rein zufällig und unabhängig voneinander auftreten, so wäre
D = 0 und die beiden Allele befänden sich im Kopplungsgleichgewicht (Linkage Equili-
brium, LE) (Slatkin 2008).
Jedoch ist der LD-Koeffizient D abhängig von der Allelhäufigkeit, sodass die Vergleich-
barkeit derD-Werte verschiedener Allelpaare nicht gegeben ist. Lewontin definierte einen
standardisierten Wert D′, wobei der Koeffizient D durch den theoretischen Maximalwert
von D, Dmax, dividiert wird

D′ =
D

Dmax
(2.11)

mit der Berechnungsvorschrift

Dmax =

max{−papb,− (1− pa) (1− pb)}, wenn D < 0

min{pa (1− pb) , (1− pa) pb}, wenn D > 0
. (2.12)

Wenn D′ = 1, dann entspricht die Allelassoziation der maximal erwarteten Assoziation.
Hierbei wird von dem Vorliegen eines kompletten LD gesprochen (Carlson et al. 2004).
Ein perfektes LD liegt vor, wenn der Korrelationsfaktor r2 = 1, wobei als Voraussetzung
für das Auftreten eines perfekten LD die MAFs der betrachteten Genloki übereinstimmen
müssen (Carlson et al. 2004)

r2 =
D2

pa(1− pa)pb(1− pb)
. (2.13)

Das LD wird durch viele Faktoren beeinflusst, unter anderem durch Rekombinationen,
Mutationen, Selektionen und genetische Drifts, wodurch sich der Koeffizient D von Ge-
neration zu Generation verändert (Bickeböller und Fischer 2007, S. 89ff.; Slatkin 2008).
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Die ausschließliche Betrachtung des LD gibt keine Information über die Kopplung, d. h.
über die gemeinsame Vererbung der Allele der betrachteten Genloki. Jedoch bleibt ein
LD bei starker Kopplung über mehrere Generationen hinweg bestehen, sodass ein star-
kes LD ein indirekter Hinweis auf das Vorliegen einer starken Kopplung und der engen
Nachbarschaft der betrachteten Genloki ist (Bickeböller und Fischer 2007, S. 89ff.)
Das LD mit seinen standardisierten Koeffizienten D′ und Korrelationskoeffizienten r2

wurde unter der Verwendung der Webseite LDlink12, welche sich auf Daten des 1000-
Genome-Projekts (Phase 3, Version 5) bezieht, errechnet.

2.3.5 Ereigniszeitanalysen: Verfahren nach Kaplan-Meier und Cox-
Regression

Die Ereigniszeitanalyse entspricht einer Analyse nach der Methode von Kaplan und Mei-
er, die als erstes ein Verfahren für die Handhabung inkompletter Beobachtungen entwi-
ckelten und sogenannte zensierte Patienten in ihren Analysen berücksichtigten (Gaus
und Muche 2017, S. 198). Ereignisse (events) werden in dieser Arbeit als Progression
oder als Tod definiert. Jedoch erleben nicht alle Patienten ein Ereignis im Beobach-
tungszeitraum. Diese Patienten werden als zensiert eingestuft. Weitere Gründe für eine
inkomplette Beobachtung und damit Zensierung sind das vorzeitige Ausscheiden der Pa-
tienten aus der Studie ohne Ereigniseintritt durch Verweigerung oder Unmöglichkeit der
Nachbeobachtung (Dudley et al. 2016; Gaus und Muche 2017, S. 188ff.). Im RStudio
wurden „survival“, das zur Berechnung der Tests diente, und „survminer“, welches die
Ergebnisse visualisierte, als packages geladen und benutzt.
Die Ereigniszeit entspricht der Dauer vom Beobachtungsstart bis zum Ereigniseintritt.
Jeder neu diagnostizierte Patient fängt bei dem Zeitpunkt t = 0 an, sodass alle beob-
achteten Patienten für die Berechnungen mit dem gleichen Anfangszeitpunkt beginnen
und bis zum Eintritt des Ereignisses oder der Zensierung beobachtet werden. Grafisch
können diese Beobachtungen mithilfe der sogenannten Kaplan-Meier-Kurven dargestellt
werden (Abb. 2.1). Hierbei gibt jede Stufe in der Kurve mindestens einen Ereigniseintritt
an und bildet somit das Ende einer horizontalen Linie und damit das Ende des jeweiligen
Ereignisintervalls und gleichzeitig den Anfang des neuen Ereignisintervalls. Die zensier-
ten Patienten werden als senkrechte Striche auf den Kurven vermerkt und beeinflussen
nicht die Länge der jeweiligen Intervalle (Gaus und Muche 2017, S. 188ff.).
Auf der x-Achse der Kaplan-Meier-Kurven wird der Beobachtungszeitraum vom Beginn
t = 0 bis zum Ende t = tmax dargestellt und auf der y-Achse wird die Überlebensrate
(S(ti)) bzw. allgemein die Wahrscheinlichkeit der Abwesenheit des Ereigniseintritts auf-
getragen. Diese Überlebensrate entspricht der Wahrscheinlichkeit, bis zum Zeitpunkt t zu
12https://ldlink.nci.nih.gov/, Zugriff am 20.02.2019
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überleben oder anders formuliert „dem Anteil der am Ende des [Zeitpunkts] t Lebenden
bezogen auf die ursprüngliche Fallzahl unter Berücksichtigung von Zensierungen“ (Gaus
und Muche 2017, S. 198). Die Überlebensrate (S(ti)) als kumulierte Wahrscheinlichkeit
kann mit dem Kaplan-Meier-Schätzer errechnet werden. Hierbei wird das Produkt aus
den einzelnen Überlebenschancen (U(ti)) der jeweiligen Intervalle ermittelt

S(ti) = U(t1) ∗ U(t2) ∗ ... ∗ U(ti) . (2.14)

Die Überlebenschancen (U(ti)) geben den Anteil der am Ende des Intervalls noch Le-
benden zu dem Anteil der am Beginn des Intervalls Lebenden an, wobei ni die Anzahl
der Lebenden am Anfang des Intervalls ti und di die Anzahl der innerhalb des Intervalls
ti Verstorbenen sei (Gaus und Muche 2017, S. 188ff.)

U(ti) =
ni − di
ni

. (2.15)

Es ist erkennbar, dass die zensierten Patienten die Fallzahl und damit die Überlebens-
raten (S(ti)) beeinflussen. Diese Beeinflussung wird grafisch durch die unterschiedliche
Länge der vertikalen Striche, die die horizontalen Ereignisintervalle verbinden und die
Änderungen der Überlebensraten (S(ti)) zwischen den Ereignisintervallen darstellen, an-
gezeigt (Dudley et al. 2016) (Abb. 2.1).
Die beobachtete Zeit bei der Überlebensrate S(ti) = 50 % entspricht der medianen Über-
lebenszeit bzw. allgemein der medianen ereignisfreien Zeit.
Aus den Kaplan-Meier-Kurven kann die aktuelle Fallzahl zu den verschiedenen Zeit-
punkten nicht abgelesen werden, weswegen zumeist unter den Kurven eine Tabelle mit
den Fallzahlen der Patienten, die noch unter Risiko des Ereigniseintritts stehen, ange-
geben ist. Hierbei entsprechen die Patienten unter Risiko denjenigen Patienten, die an
dem jeweiligen Beobachtungszeitpunkt noch kein Ereignis erlebt haben und noch nicht
zensiert wurden. Außerdem kann mit der Angabe der Anzahl der Patienten unter Risiko
die Aussagekraft des Kaplan-Meier-Schätzers beurteilt werden. Eine kleine Fallzahl noch
lebender Patienten am Ende der Kurven bedeutet eine hohe Wahrscheinlichkeit für grö-
ßere Zufallsfehler. Daher wird empfohlen, die Kurvendarstellung bei einer Fallzahl von
10–20 % der Patienten bei einer großen Ausgangsfallzahl oder bei einer Fallzahl ≤ 10

Patienten bei einer kleinen Ausgangsfallzahl zu beenden (Dudley et al. 2016).
Aufgrund der schlechteren Prognose von Pankreaskarzinompatienten werden kleine Fall-
zahlen vermutlich früher erreicht als bei Leberkarzinompatienten, weswegen die x-Achse
bei den Kaplan-Meier-Kurven in dieser Arbeit bei den PDAC-Patienten auf drei Jahre
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(t = 1095 Tage) und bei den HCC-Patienten auf vier Jahre (t = 1461 Tage) limitiert
wurde. Zusätzlich sind teilweise Diagramme unter den Kaplan-Meier-Kurven dargestellt,
die die Anzahl der zensierten Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten verdeutlichen
(Abb. 2.1).

Abb. 2.1: Exemplarische Kaplan-Meier-Kurvendarstellung.
Darstellung der Wahrscheinlichkeit der Abwesenheit eines Ereignisses in Abhängigkeit vom Ge-
notyp der Patienten für einen Ereigniszeitraum von 2,5 Jahren. Jede Stufe der Kurven gibt min-
destens einen Ereigniseintritt an. Außerdem ist das Ergebnis des Log-Rank-Tests mit p = 0,0013
dargestellt. Die 95 % Konfidenzintervalle (KI), die den Vertrauensbereich der Werte angeben,
sind dargestellt. In diesem Beispiel überschneiden sich die KI kaum und liegen kompakt um
die Kurven. Die KI können zur Bestätigung der Aussagekraft der Werte und des Log-Rank-
Testergebnisses herangezogen werden, wobei eine kleinere Spanne und kein Überschneiden für
eine kleine Streuung der Werte und eine höhere Genauigkeit sprechen. Außerdem sind unter der
Kaplan-Meier-Kurve der absolute und relative Anteil der Patienten unter Risiko angegeben. Die
Patientenfallzahl nimmt beim Eintreten eines Ereignisses und bei Zensierung ab, sodass diese
Anteile die Anzahl der zu dem Zeitpunkt lebenden, nicht zensierten Patienten angibt, bei denen
das Risiko noch existiert, einem beobachtbaren Ereignis zu erliegen. Die unterste grafische Dar-
stellung gibt die Anzahl der zensierten Patienten an, was auch bereits in der Kaplan-Meier-Kurve
als vertikale Striche auf der Kurve verdeutlicht wird (in dieser Abbildung nicht erkennbar). Der
Datensatz, der dieser Darstellung zugrunde liegt, stand innerhalb des Programms RStudio in
dem package „survival“ für Lehrzwecke zur Verfügung.
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Weiterhin wurden zur Validierung der TCGA-CDR-Daten die medianen Beobachtungs-
zeiträume für die verschiedenen Ereigniszeiten (PFI/PFI.2/OS) errechnet und tabella-
risch dargestellt (Anhang Kapitel 6.4).

Ein weiterer wichtiger Wert bei der Ereigniszeitanalyse ist die Angabe des Risikos in-
nerhalb eines Zeitintervalls ti zu versterben oder allgemein das definierte Ereignis zu
erleben. Dieses Risiko wird auch als Hazard (H(ti)) bezeichnet. Hierbei wird die Anzahl
der Todesfälle/Ereigniseintritte di innerhalb eines Zeitintervalls ti durch die Anzahl der
Lebenden/Patienten ohne Ereignis am Anfang ni des Zeitintervalls ti dividiert (Bicke-
böller und Fischer 2007, S. 59ff.; Gaus und Muche 2017, S. 202ff.). Das Hazard kann sich
im Verlauf der Zeit verändern (Gaus und Muche 2017, S. 205)

H(ti) =
di
ni

. (2.16)

Werden zwei oder mehr Gruppen miteinander verglichen, kann das Verhältnis der ein-
zelnen Hazards jeder Gruppe zueinander durch das Hazard Ratio (HR(ti)) ermittelt
werden. Das Hazard Ratio gibt an, um wie viel sich die Sterbewahrscheinlichkeit bzw.
Wahrscheinlichkeit eines Ereigniseintritts einer Patientengruppe im Vergleich zu der an-
deren Patientengruppe unterscheidet. Hierfür werden die einzelnen Hazard-Werte der
jeweiligen Gruppen dividiert, wobei H1(ti) das Hazard der einen Gruppe und H2(ti) das
Hazard der anderen Gruppe darstellt (Gaus und Muche 2017, S. 202ff.)

HR(ti) =
H1(ti)

H2(ti)
. (2.17)

Um die im Nachfolgenden beschriebenen Analysen, d. h. die Log-Rank-Tests und die
einfachen sowie multiplen Cox-Regressionsanalysen, durchführen zu können, ist das Vor-
liegen eines proportionalen Hazards erforderlich. Ein proportionales Hazard bedeutet,
dass sich die einzelnen Hazards der verschiedenen Gruppen zwar im Verlauf der Zeit än-
dern können, jedoch gleichmäßig, sodass das Hazard Ratio über die Zeit konstant bleibt.
Grafisch kann dies an gleichmäßig, proportional verlaufenden Kaplan-Meier-Kurven be-
urteilt werden, die sich nicht überschneiden dürfen (Gaus und Muche 2017, S. 205ff.).
Auf das Vorliegen eines proportionalen Hazards kann mittels des Schoenfeld-Residuums
getestet werden, das im RStudio mit der Funktion „cox.zph“ durchgeführt werden kann.
Die Schoenfeld-Residuen ri(β) werden aus der Differenz zwischen dem beobachteten
Variablenwert Zi mit einem Ereignis zum Zeitpunkt ti und dessen mittels des Regres-
sionkoeffizienten β angepassten Mittelwerts zum Zeitpunkt ti errechnet (Grambsch und
Therneau 1994)
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ri(β) = Zi −M(β,ti) . (2.18)

Die Residuen sind als zeitunabhängige Variablen definiert, sodass sie sich rein zufällig
über die Zeitachse verteilen, wenn sie in Abhängigkeit der Zeit t grafisch dargestellt
werden. Wenn diese zufällige Verteilung auftritt, kann von einem proportionalen Hazard
ausgegangen werden (Grambsch und Therneau 1994).

Der Log-Rank-Test vergleicht die kompletten Überlebenskurven verschiedener Gruppen
miteinander, wobei Todesfälle wie auch Eintritt eines anderen Ereignisses den Kurven
zugrunde liegen können. Gleichzeitig gilt auch hier die Voraussetzung des proportionalen
Hazards. H0 geht vom Fehlen eines Unterschieds zwischen den verschiedenen Kaplan-
Meier-Kurven aus, während H1 einen Unterschied annimmt. Auch dem Log-Rank-Test
liegt der χ2-Test als Berechnungshintergrund zugrunde, wobei die erwarteten Häufigkei-
ten der Todesfälle bzw. Ereigniseintritte mit den beobachteten verglichen werden (Gaus
und Muche 2017, S. 296ff.). Die Freiheitsgrade (Fg) berechnen sich wie folgt

Fg = (N(Gruppen)− 1) . (2.19)

Das multiple Cox-Regressionsmodell wurde von Cox beschrieben und ist eine Methode
zur Schätzung der unabhängigen Einflüsse mehrerer freier Kriterien auf ein abhängiges
Kriterium (bzw. das Zielereignis) bei gleichzeitigem Auftreten von zensierten Patienten
(Gaus und Muche 2017, S. 384). Hierbei ist der ermittelte Einfluss eines freien Kriteriums
auf das abhängige Kriterium für alle anderen betrachteten Einflussgrößen adjustiert. In
dieser Arbeit sind die abhängigen Kriterien/Zielereignisse die Ereigniszeiten PFI, PFI.2
und OS.
Der Einfluss mehrerer Kriterien auf die Hazardfunktion, also die Wahrscheinlichkeit in-
nerhalb eines Zeitintervalls das Zielereignis zu erfahren, wird abgeschätzt

H(t) = b0(t)e(b1x1+b2x2+...+bnxn) . (2.20)

Hierbei sei b0(t) das Baseline-Hazard, was gilt, wenn alle freien Variablen null sind, bn
seien die zu schätzenden Regressionskoeffizienten der freien Variablen, die die Effektstär-
ke angeben, und xn seien die Werte der Einflusskriterien.
Die Parameter eb sind die jeweiligen Hazard Ratios der freien Kriterien (Ziegler et al.
2007; Gaus und Muche 2017, S. 384f.). Dabei dienen die mittels des geschätzten Regres-
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sionskoeffizienten berechneten, adjustierten Hazard Ratios als Maß für die Stärke des
Zusammenhangs zwischen freiem und abhängigen Kriterium (Ziegler et al. 2007).

Zur Absicherung, dass das errechnete Cox-Regressionsmodell aussagekräftig bleibt, wur-
de als Grenze für die Anzahl der freien Kriterien die Bedingung gesetzt, dass pro Krite-
rium ≥ 10 Ereignisse eingetreten sein müssen (Peduzzi et al. 1995).
Zunächst wurde der allgemeine, nicht für die jeweils anderen Kriterien adjustierte Ein-
fluss der einzelnen freien Kriterien auf das abhängige Kriterium durch ein einfaches Cox-
Regressionsmodell abgeschätzt. Aufgrund der Modellierung der freien Kriterien Ätiolo-
gie, Differenzierungsgrad und Tumorstadium als Faktoren lagen zu viele Kriterien für
ein multiples Cox-Regressionsmodell vor. In dieser Arbeit wurde für die modellierten
Faktorkriterien jeweils die Ausprägung mit der größten Fallzahl zum Vergleich mit den
anderen Ausprägungen genommen, wobei die Differenzierungsgrade G3 und G4 sowie
Tumorstadien III und IV aufgrund ihrer geringen Fallzahlen zusammengefasst wurden.
Alle Kriterien mit einem ermittelten signifikanten Einfluss (p ≤ 0,05) oder Tendenz
zum signifikanten Einfluss (p ≤ 0,1) innerhalb des einfachen Cox-Regressionsmodells
wurden in der multiplen Cox-Regressionsanalyse zur Schätzung der unabhängigen, für
die jeweils anderen betrachteten Kriterien adjustierten Einflussstärke verwendet. Hier-
bei wurde im RStudio die Funktion „coxph“ genutzt. Zur Vermittlung eines Eindrucks
der Einflussstärke der signifikanten Kriterien auf das Zielereignis wurden die einzelnen
Kriterien unter Zuhilfenahme der RStudiofunktion „ggadjustedcurves“ grafisch innerhalb
von Kaplan-Meier-Kurven dargestellt (Anhang Kapitel 6.5).

Die Arbeitsprozesse dieser Arbeit wurden zu Übersichtszwecken innerhalb eines Fluss-
diagramms dargestellt (Abb. 2.2).
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Abb. 2.2: Zusammenfassung der Arbeitsprozesse.
Die Abbildung illustriert die verwendeten Materialien (gelb hinterlegte Flächen) und die vorge-
nommenen Arbeitsschritte (weiß hinterlegte Flächen).
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3 Ergebnisse

3.1 Beschreibung der TCGA-LIHC- und
TCGA-PAAD-Patientenkollektive

3.1.1 Übersicht über die demografischen und klinischen Daten des
TCGA-LIHC-Kollektivs

Die TCGA-Datenbank enthält Daten von 377 Leberkrebspatienten, die mit einem HCC
(C22.0) diagnostiziert wurden. Das Gesamtkollektiv der HCC-Patienten weist einen Al-
tersdurchschnitt von 59,5 Jahren auf und eine Geschlechterverteilung von etwa 2,1 : 1

(m : f) (Tab. 3.1). Der Großteil der Patienten ist mit 51,0 % (n = 187) europäischer
oder mit 43,9 % (n = 161) asiatischer Herkunft. Nur 4,6 % (n = 17) Patienten sind afri-
kanischer Herkunft und 0,5 % (n = 2) HCC-Patienten sind amerikanische Ureinwohner
(Tab. 3.1).
Wie in dem Abschnitt Material und Methoden (Kapitel 2.1.1) beschrieben, wurde die
mutmaßliche Ätiologie der HCC-Erkrankungen auf der Basis der serologischen und ana-
mnestischen Daten der TCGA-Datenbank kategorisiert. Innerhalb des Gesamtkollektivs
stellen HCC-Patienten mit einer HBV-Infektion mit 38,2 % (n = 144) den größten An-
teil dar, gefolgt von 23,3 % (n = 88) der Patienten mit einer HBV-/HCV-Koinfektion.
Der hohe Anteil HBV-Infizierter unter den HCC-Patienten ist auf die hohe Prävalenz ei-
ner HBV-Infektion unter Asiaten zurückzuführen (El-Serag und Rudolph 2007; El-Serag
2011). Diese Annahme lässt sich durch Stratifizierung der einzelnen Ethnizitäten nach
den Risikofaktoren bestätigen. Die Patienten asiatischer Herkunft sind häufiger als Pa-
tienten europäischer Herkunft mit HBV oder einer Kombination aus HBV und HCV
infiziert (Anhang Kapitel 6.3). Das Gesamtkollektiv der HCC-Patienten weist vorwie-
gend einen Tumordifferenzierungsgrad G2 (48,4 %, n = 180) und G3 (33,3 %, n = 124)
sowie ein Tumorstadium I (49,6 %, n = 175) auf (Tab. 3.1).
Die europäischen HCC-Patienten sind im Mittel 3,8 Jahre älter als das Gesamtkollektiv
und weisen bei der Geschlechterverteilung einen geringeren Anteil an männlichen Pati-
enten auf (1,3 : 1 (m : f)) (Tab. 3.1). Die Risikofaktoren sind homogener verteilt und
es überwiegt nicht wie in der asiatischen Population die HBV-Infektion (Tab. 3.1). Die
Gruppe europäischer Patienten unterscheidet sich nicht wesentlich im Tumordifferenzie-
rungsgrad oder im Tumorstadium von dem Gesamtkollektiv (Tab. 3.1).
Diese Arbeit beschränkt sich auf HCC- und PDAC-Patienten europäischer Herkunft, um
genetisches Confounding zu verhindern.
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Tab. 3.1: Demografische und klinische Daten des TCGA-LIHC-Kollektivs

Patienten Patienten
aller Ethnizitäten europäischer Herkunft

n = 377 n = 187

1Alter bei Diagnose M ± SD 59,5 ± 13,5 63,3 ± 13,8
Median|Quartilsabstand [Jahre] 61,0|18,0 66,0|15,0
Geschlecht m/f [n(m %)] 255 (67,6)/122 105 (56,1)/82
2Ethnizität [n(%)]
Europäische Herkunft 187 (51,0) 187 (100,0)
Asiatische Herkunft 161 (43,9)
Afrikanische Herkunft 17 (4,6)
Amerikanische Ureinwohner 2 (0,5)

Ätiologie [n(%)]
Kein Risiko 54 (14,3) 38 (20,3)
Kein virales Risiko 43 (11,4) 35 (18,7)
HBV 144 (38,2) 42 (22,5)
HCV 48 (12,7) 31 (16,6)
HBV-/HCV-Koinfektion 88 (23,3) 41 (21,9)

3Differenzierungsgrad [n(%)]
G1 55 (14,8) 34 (18,6)
G2 180 (48,4) 102 (55,7)
G3 124 (33,3) 46 (25,1)
G4 13 (3,5) 1 (0,5)

4Stadium der Tumorerkrankung [n(%)]
I 175 (49,6) 80 (47,3)
II 87 (24,6) 44 (26,0)
III 86 (24,4) 41 (24,3)
IV 5 (1,4) 4 (2,4)

5IFNL3 rs4803217 [C/A]
CC:CA:AA 227:123:26 79:89:19
MAF 0,233 0,340
HWE p = 0,10 p = 0,40

1Altersangaben waren für 376/377 bzw. 187/187 Patienten verfügbar
2Angaben zur Ethnizität waren für 367/377 bzw. 187/187 Patienten verfügbar
3Daten zum Tumordifferenzierungsgrad waren für 372/377 bzw. 183/187 Patienten verfügbar
4Daten zum Stadium der Tumorerkrankungen waren für 353/377 bzw. 169/187 Patienten verfügbar
5Genotypen konnten für 376/377 bzw. 187/187 Patienten ausgelesen werden
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3.1.2 Übersicht über die demografischen und klinischen Daten des
TCGA-PAAD-Kollektivs

Die TCGA-Datenbank enthält Daten von 185 Pankreaskrebspatienten, die mit einer
bösartigen Neubildung des Pankreas innerhalb verschiedener Lokalisationen (C25.-)
diagnostiziert wurden.
Im Vergleich zu dem Gesamtkollektiv der HCC-Patienten weist das Gesamtkollektiv der
PDAC-Patienten einen etwa 5,2 Jahre höheren Altersdurchschnitt von 64,7 Jahren und
bei der Geschlechterverteilung einen geringeren Anteil an Männern auf (1,2 : 1 (m : f))
(Tab. 3.2).
Mit 90,0 % (n = 162) ist der Großteil der PDAC-Patienten europäischer Herkunft und
nur 6,1 % (n = 11) sind asiatischer und 3,9 % (n = 7) sind afrikanischer Herkunft
(Tab. 3.2).
Bei den europäischen Patienten liegt ein Altersdurchschnitt von 65,4 Jahren und eine
Geschlechterverteilung von 1,3 : 1 (m : f) vor (Tab. 3.2).
Wie die HCC-Patienten weisen die PDAC-Patienten europäischer Herkunft bei Diagnose
vorwiegend einen Tumordifferenzierungsgrad G2 (52,2 %, n = 84) und G3 (29,2 %,
n = 47) auf. Im Vergleich zu den HCC-Patienten weist die Mehrheit der PDAC-
Patienten jedoch zum Zeitpunkt der Diagnose das fortgeschrittenere Tumorstadium II
(81,8 %, n = 130) auf. Dies spiegelt das verhältnismäßig späte Erkennen einer PDAC-
Erkrankung wider. Aus Gründen der Vergleichbarkeit und um auch in dieser Kohorte
Verzerrungen aufgrund verschiedener Ethnizitäten zu vermeiden, werden im Folgenden
auch bei den PDAC-Patienten nur diejenigen europäischer Herkunft betrachtet.
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Tab. 3.2: Demografische und klinische Daten des TCGA-PAAD-Kollektivs

Patienten Patienten
aller Ethnizitäten europäischer Herkunft

n = 185 n = 162

1Alter bei Diagnose M ± SD 64,7 ± 11,1 65,4 ± 10,8
Median|Quartilsabstand [Jahre] 65,0|16,0 65,0|15,5
Geschlecht m/f [n(m %)] 102 (55,1)/83 92 (56,8)/70
2Ethnizität [n(%)]
Europäische Herkunft 162 (90,0) 162 (100,0)
Asiatische Herkunft 11 (6,1)
Afrikanische Herkunft 7 (3,9)

3Differenzierungsgrad [n(%)]
G1 32 (17,6) 28 (17,4)
G2 97 (53,3) 84 (52,2)
G3 51 (28,0) 47 (29,2)
G4 2 (1,1) 2 (1,2)

4Stadium der Tumorerkrankung [n(%)]
I 21 (11,5) 20 (12,6)
II 152 (83,5) 130 (81,8)
III 4 (2,2) 4 (2,5)
IV 5 (2,7) 5 (3,1)

IFNL3 rs28416813 [C/G]
CC:CG:GG 86:79:20 76:69:17
MAF 0,322 0,318
HWE p = 0,77 p = 0,82

1Altersangaben waren für 182/185 bzw. 159/162 Patienten verfügbar
2Angaben zur Ethnizität waren für 180/185 bzw. 162/162 Patienten verfügbar
3Daten zum Tumordifferenzierungsgrad waren für 182/185 bzw. 161/162 Patienten verfügbar
4Daten zum Stadium der Tumorerkrankungen waren für 182/185 bzw. 159/162 Patienten verfügbar
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3.2 Erheben von Genotypen polymorpher Positionen in den
Typ-III-IFN-Genen sowie Identifizierung und Validierung
von tagSNPs

Die WXS-DNA- und RNA-Sequenzdaten der TCGA-Datenbank des blutleukozytären
Gewebematerials (Code: 10A) wurden bei den HCC- und den PDAC-Patienten an fünf
polymorphen Positionen im IFNL-Genlokus ausgelesen. Die Phänotypen der Polymor-
phismen wurden bereits in der Einleitung ausführlich vorgestellt (Tab. 1.1 in Kapi-
tel 1.3.4).
Tab. 2.1 in Kapitel 2.1.4 listet ihre exakten Positionen auf Chromosom 19 auf, die in der
NCBI Genome Workbench mit M1–M5 markiert wurden.
Abb. 3.1 zeigt ein repräsentatives alignment der reads des IFNL-Genlokus an Chromo-
som 19. Das alignment lässt erkennen, dass die Methode des WXS angewandt wurde,
denn die codierenden Regionen wurden wesentlich häufiger abgelesen als intergenische
Abschnitte.

Abb. 3.1: Übersicht über den IFNL-Genlokus auf Chromosom 19 innerhalb der
NCBI Genome Workbench.
Das repräsentative alignment der reads (grau hinterlegt) verdeutlicht die Anwendung der Me-
thode des WXS. Die Marker, die die fünf polymorphen Positionen markieren, sind in Abb. 3.2
deutlicher unterscheidbar.
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Eine Übersicht über den IFNL3 - und den IFNL4 -Lokus zeigt die unterschiedlichen Se-
quenziertiefen an diesen fünf polymorphen Positionen (Abb. 3.2). Die Methodik des WXS
hat für das IFNL3 -Gen wesentlich mehr reads generiert als für das IFNL4 -Gen.

Abb. 3.2: Übersicht über den IFNL3 - und den IFNL4 -Genlokus mit den fünf mar-
kierten polymorphen Positionen (M1–M5) innerhalb der NCBI Genome Workbench.
Der IFNL3 - und der IFNL4 -Genlokus wurden auf Chromosom 19 im Referenzgenom sowie die
daran ausgerichteten reads (grau hinterlegt) dargestellt.

Abb. 3.3 zeigt in einer höheren Auflösung für zwei Beispiele die reads an der Position
M2. Im ersten Beispiel gibt es bei ungefähr 24 reads bis auf eine Ausnahme nur reads des
Allels G, sodass hier vom homozygoten Genotyp GG ausgegangen wird (Abb. 3.3 (A)).
Im zweiten Beispiel finden sich bei 189 reads insgesamt 116 reads für das Allel C und 73
reads für das Allel G, sodass hier der heterozygote Genotyp CG vorliegt (Abb. 3.3 (B)).
Diese Annahmen genügen den in Material und Methoden (Kapitel 2.1.4) beschriebenen
Kriterien, die für das Auslesen von Genotypen angelegt wurden.
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Abb. 3.3: Beispiel für einen minor homozygoten [GG] und einen heterozygoten [CG]
IFNL3 -rs28416813-Genlokus.
Die grauen Felder stellen die major Allelvariante C und die roten Felder die minor Allelvariante
G dar. Der homozygote Genotyp (A) weist bei 23/24 reads das Allel G auf. Der heterozygote
Genotyp (B) weist in diesem Beispiel bei insgesamt n = 189 sequenzierten reads bei n = 73
reads das Allel G und bei n = 116 reads das Allel C auf (nicht vollständig dargestellt).

Abb. 3.4 zeigt in einer noch höheren Auflösung die Position M5 im Exon 1 des IFNL4 -
Gens mit insgesamt nur vier reads. Alle diese vier reads sind mit dem Allel TT identisch.
Als Grund für diese geringe Sequenziertiefe an der Position M5 des IFNL4 -rs368234815-
Polymorphismus ist anzunehmen, dass die Position aufgrund ihrer Pseudogenisierung in
der Bevölkerung beim Sequenzieren nach der WXS-Methode nicht als Exon erkannt und
deswegen seltener ausgelesen wurde (Prokunina-Olsson et al. 2013).

51



3 Ergebnisse

Abb. 3.4: Beispielhafte Darstellung des IFNL4 -rs368234815-Genlokus.
Deutlich erkennbar ist, dass die erforderte Mindestanzahl an reads mit den hier dargestellten
n = 4 reads an Position M5 nicht erreicht wird.

Die Überprüfung des LD zwischen den fünf polymorphen Positionen von Interesse in-
nerhalb der IFNL3 - und IFNL4 -Genloki diente der Identifizierung und Validierung von
tagSNPs bzw. der Sicherstellung der gegenseitigen Nutzbarkeit als Surrogate. Hierbei
stellen tagSNPs einzelne repräsentative Polymorphismen innerhalb eines Haplotypblocks
dar, die im LD mit anderen Polymorphismen desselben Haplotypblocks stehen und zu
ihnen redundante Informationen tragen. Die Typisierung alleine dieser informativen
tagSNPs sollte ausreichen, um häufige Haplotypen identifizieren zu können (Bickeböller
und Fischer 2007, S. 98ff.).
Als Grundlage für die Berechnungen dienten Daten des 1000-Genome-Projekts1. Der
standardisierte LD-Koeffizient D′ und der Korrelationskoeffizient r2 wurden sowohl für
die Gesamtheit aller im 1000-Genome-Projekt vertretenen Individuen (n = 2504) sowie
für diejenigen europäischer Herkunft (n = 503) berechnet.
Für beide betrachteten Gruppen zeigt sich, dass die fünf polymorphen Positionen im
LD stehen, wobei der standardisierte LD-Koeffizient D′ anzeigt, dass bei allen Patienten
nahezu ein komplettes LD (D′ = 1) vorliegt (Abb. 3.5). Vier der fünf Positionen befinden

1https://ldlink.nci.nih.gov/, Zugriff am 20.02.2019
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sich zusätzlich noch in einem nahezu perfekten LD, was durch den Korrelationsfaktor
r2 = 1 verdeutlicht wird. Die Abweichung des errechneten r2-Wertes bei dem SNP
IFNL4 rs117648444 lässt sich mit seiner gegenüber den anderen Polymorphismen
geringeren MAF erklären (0,118 vs. 0,310) (Abb. 3.5).
Bis auf den SNP IFNL4 rs117648444 sind die betrachteten polymorphen Positionen als
tagSNPs und zur gegenseitigen Validierung verwendbar.
Das LD zwischen den IFNL-Polymorphismen erlaubt Rückschlüsse von den Allelen
mit genügender Sequenziertiefe auf Allele, deren Sequenziertiefe zum direkten Auslesen
des Genotyps nicht aussagekräftig genug ist. Bei den HCC-Patienten fand sich eine
ausreichende Sequenziertiefe des SNP IFNL3 rs4803217. Dieser SNP steht im LD mit
dem IFNL4 rs368234815 und dient bei den HCC-Patienten als Surrogat (D′ = 0,991,
r2 = 0,968) (Abb. 3.5). Bei den PDAC-Patienten weist dieser SNP IFNL3 rs4803217
mit durchschnittlich etwa 10 reads nur eine ungenügende Sequenziertiefe auf. Jedoch
zeigt der SNP am 5’-Terminus IFNL3 rs28416813 eine belastbare Sequenziertiefe von
bis zu 200 reads bei den PDAC-Patienten auf (Abb. 3.3). Dieser SNP steht auch im LD
mit IFNL4 rs368234815 (D′ = 0,977, r2 = 0,954) und dient in dieser Arbeit bei den
PDAC-Patienten als Surrogat für IFNL4 rs368234815 (Abb. 3.5).

3.3 Stratifizierung der HCC- und PDAC-Patienten
europäischer Herkunft nach ihren IFNL-Genotypen

Mit der beschriebenen Methodik (Kapitel 2.1.4, Kapitel 3.2) konnten für nahezu alle
Tumorpatienten die Genotypen der IFNL-Keimbahnvariationen ausgelesen werden. Die
sogenannte call rate der HCC-Patienten aller Ethnizitäten beträgt 99,7 % (376/377),
die der HCC-Patienten europäischer Herkunft 100 % (187/187). Die call rate der
PDAC-Patienten aller Ethnizitäten beträgt ebenfalls 100 % (185/185).
Auf Basis der Sequenziertiefe wurde für die HCC-Patienten der SNP IFNL3 rs4803217
und für die PDAC-Patienten der SNP IFNL3 rs28416813 als Surrogate gewählt. Diese
spiegeln die genetische Disposition, das funktionsfähige Protein IFN-λ4 zu codieren oder
aufgrund einer Leserasterverschiebung nur noch eine funktionale knock-out-Variante zu
codieren (IFNL4 rs368234815), wider.
Für das Gesamtkollektiv der HCC-Patienten ergibt sich eine Genotypverteilung des
Surrogats IFNL3 rs4803217 von 227 : 123 : 26 (CC : CA : AA), für die Patienten
europäischer Herkunft eine Verteilung von 79 : 89 : 19 (CC : CA : AA) (Tab. 3.1).
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Abb. 3.5: Berechnung des Kopplungsungleichgewichts (Linkage Disequilibrium, LD)
der fünf IFNL-Polymorphismen.
Das LD wurde mit dem standardisierten Koeffizienten D′ und dem Korrelationskoeffizienten r2
auf der Basis der Daten des 1000-Genome-Projekts ermittelt. Für diese Darstellung wurde auf die
Population europäischer Herkunft (n = 503) zurückgegriffen. Der standardisierte Koeffizient D′

zeigt, dass alle fünf SNPs in einem nahezu kompletten LD zueinander stehen. Der Korrelations-
koeffizient r2 zeigt, dass sich die Polymorphismen bis auf IFNL4 rs117648444, aufgrund seiner
geringeren MAF, als tagSNPs bzw. als gegenseitige Surrogate eignen. Für den Dinukleotidpo-
lymorphismus IFNL4 rs368234815 wurde für diese Berechnungen der in den Daten enthaltene
SNP IFNL4 rs11322783 genutzt.

Bei einer MAF von 0,340 für die HCC-Patienten europäischer Herkunft sind insgesamt
108 Patienten Träger des selteneren Allels A, d. h. diese Patienten sind aufgrund ihrer
Disposition in der Lage, ein funktionstüchtiges IFN-λ4 zu exprimieren. Bei den 79 für das
häufigere Allel C Homozygoten wird angenommen, dass sie aufgrund der die Translation
beendenden Variante TT an Position IFNL4 rs368234815 kein funktionstüchtiges IFN-
λ4-Protein ausbilden können (knock-out-Variante).

Für das Gesamtkollektiv der PDAC-Patienten ergibt sich für das Surrogat IFNL3
rs28416813 eine Verteilung der Genotypen von 86 : 79 : 20 (CC : CG : GG) und für
die Patienten europäischer Herkunft von 76 : 69 : 17 (CC : CG : GG) (Tab. 3.2).
Hierbei sind mit einer MAF von 0,318 86 der europäischen PDAC-Patienten Träger des
selteneren Allels G und damit zur Expression eines funktionstüchtigen IFN-λ4-Proteins
disponiert. Demgegenüber unterliegt das IFN-λ4 bei den 76 Allel-C-Homozygoten einer
Pseudogenisierung (Tab. 3.2).
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Die Genotypverteilung sowohl der Gesamtkollektive als auch der HCC- und PDAC-
Patienten europäischer Herkunft befinden sich im HWE (p > 0,05) (Tab. 3.1, Tab. 3.2).

3.3.1 Vergleich der TCGA-LIHC- und TCGA-PAAD-Kollektive mit einem
Kontrollkollektiv aus dem 1000-Genome-Projekt hinsichtlich der
Genotypverteilung

Nach der Ermittlung der Genotypverteilung beider Patientenkollektive wurden diese
mit der Genotypverteilung eines Referenzkollektivs aus dem 1000-Genome-Projekt, hier
einer Gruppe europäischer Herkunft (n = 503), verglichen2 (Tab. 3.3).
Zwischen dem Kollektiv der HCC-Patienten und dem Kontrollkollektiv unterscheidet
sich die Verteilung der Genotypen CC und CA um jeweils etwa 6 % (Tab. 3.3). Dieser
relativ große Unterschied konnte jedoch nicht als signifikant gesichert werden (χ2-Test:
p = 0,34).
Die absoluten und relativen Häufigkeiten der Genotypverteilungen der PDAC-Patienten
und des Referenzkollektivs des 1000-Genome-Projekts stimmen nahezu überein
(Tab. 3.3). Die MAFs der Populationen entsprechen sich mit etwa 0,310 bis auf die
MAF des Kollektivs der HCC-Patienten, das eine etwas höhere MAF von 0,340 aufweist
(Tab. 3.3). Die Verteilung der Genotypen in dem Kontrollkollektiv befindet sich an den
beiden betrachteten polymorphen Positionen (IFNL3 rs4803217, IFNL3 rs28416813)
im HWE (p > 0,05) (Tab. 3.3). Diese Ergebnisse sprechen für das Vorliegen einer
repräsentativen Stichprobe der europäischen Population aus den TCGA-LIHC- und
TCGA-PAAD-Kollektiven. Des Weiteren zeigen sich keine Anhaltspunkte, dass die
Allele Risikofaktor für die Entstehung von HCC- oder PDAC-Tumoren sind.

Tab. 3.3: Vergleich der TCGA-LIHC- und TCGA-PAAD-Kollektive mit einem Kon-
trollkollektiv aus dem 1000-Genome-Projekt hinsichtlich der Genotypverteilung
Patienten europäischer Herkunft (IFNL3 rs4803217 [C/A]), [n(%)]

Total CC CA AA MAF HWE p

1000-Genome-Projekt 503 (100,0) 243 (48,3) 210 (41,7) 50 (9,9) 0,308 p = 0,64 0,34
TCGA-LIHC-Kollektiv 187 (100,0) 79 (42,2) 89 (47,6) 19 (10,2) 0,340 p = 0,40

Patienten europäischer Herkunft (IFNL3 rs28416813 [C/G]), [n(%)]
Total CC CG GG MAF HWE p

1000-Genome-Projekt 503 (100,0) 243 (48,3) 207 (41,2) 53 (10,5) 0,311 p = 0,37 0,95
TCGA-PAAD-Kollektiv 162 (100,0) 76 (46,9) 69 (42,6) 17 (10,5) 0,318 p = 0,82

2http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens, Zugriff am 03.08.2019
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3.3.2 Analyse der Strata hinsichtlich demografischer und klinischer Daten

Die Fallzahlen sowohl der HCC- als auch der PDAC-Patienten mit Homozygotie für das
minor Allel sind sehr gering (n = 19 für HCC-Patienten, n = 17 für PDAC-Patienten).
Daher wurden für beide Kollektive alle nachfolgenden Analysen nicht in Bezug auf
drei Genotypen, sondern in Bezug auf die Träger des selteneren, für ein funktionstüch-
tiges IFN-λ4 codierenden Allels, gegenüber den für das häufigere Allel Homozygoten
durchgeführt (IFNL3 rs4803217 CA/AA vs. CC für HCC Patienten, IFNL3 rs28416813
CG/GG vs. CC für PDAC Patienten) (Tab. 3.4, Tab. 3.5).
Ein Zusammenhang zwischen den Genotypen der Patienten und ihrem Alter bei
Tumordiagnose wurde bei der Betrachtung der Altersmittelwerte und -mediane sowie
der grafischen Darstellung innerhalb von Boxplots (Anhang Abb. A.2) nicht erwartet
und konnte bei beiden Patientenkollektiven nicht gezeigt werden (Kruskal-Wallis-Test:
p(HCC) = 0,31, p(PDAC) = 0,98) (Tab. 3.4, Tab. 3.5). Innerhalb der gebildeten Strata
verteilen sich Männer und Frauen in beiden Kollektiven etwa gleichmäßig (56 % : 44 %)
(Tab. 3.4, Tab. 3.5).
Obwohl sich die Verteilung der Risikofaktoren der HCC-Patienten in den für die
IFNL-Genotypen gebildeten Gruppen deskriptiv und explorativ unterscheidet, konnte
der beobachtete Unterschied nicht gesichert werden (χ2-Test: p(HCC) = 0,59) (Tab. 3.4,
Anhang Abb. A.3, Anhang Kapitel 6.3).
Der Differenzierungsgrad der Tumorzellen wird histologisch durch den Vergleich mit
organgleichen nicht-malignen Zellen ermittelt. Je undifferenzierter die Tumorzellen sind,
d. h. je höher der Differenzierungsgrad, desto aggressiver ist der Tumor auch in seinem
Metastasierungsverhalten und desto schlechter ist höchstwahrscheinlich die Prognose im
Vergleich zu einem niedrigeren Differenzierungsgrad (Edge et al. 2010).
Das Stadium der Tumorerkrankung, das sich innerhalb der TCGA-Datenbank nach dem
AJCC-Klassifizierungssystem richtet, definiert sich über die Größe, die Ausdehnung
und gegebenenfalls über das Vorliegen von Metastasen des Tumors, wobei die lokale
Ausdehnung, die Verbreitung in regionale Lymphknoten und die Metastasierung in
andere Gewebe betrachtet werden. Es gilt zumeist, je größer und ausgedehnter der
Tumor ist (d. h. je höher das Stadium der Tumorerkrankung), desto schlechter ist die
Prognose (Edge et al. 2010).
Angaben zum Tumordifferenzierungsgrad standen für annähernd alle HCC- und
PDAC-Patienten zur Verfügung (Tab. 3.1, Tab. 3.2). Angaben zum Stadium der
Tumorerkrankung fehlten bei 18 HCC-Patienten und bei 3 PDAC-Patienten (Tab. 3.1,
Tab. 3.2). Aufgrund der geringen Fallzahl von Patienten beider Kollektive mit dem
höchsten Differenzierungsgrad G4 und mit den fortgeschrittenen Tumorstadien III und
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IV wurden Patienten mit den Differenzierungsgraden G3 und G4 sowie Patienten mit
den Tumorstadien III und IV für weitere Berechnungen zusammengefasst (Tab. 3.4,
Tab. 3.5).

Bei der Betrachtung der HCC-Patienten europäischer Herkunft wurden die meisten Pa-
tienten mit einem mittleren Differenzierungsgrad G2 (55,7 %, n = 102) bzw. G3 (25,1 %,
n = 46) diagnostiziert (Tab. 3.4). In diesen Fällen ist die Dedifferenzierung der Tumor-
zellen bereits fortgeschritten. Patienten mit dem IFNL3 -rs4803217-Genotyp CC unter-
scheiden sich nicht signifikant im Tumordifferenzierungsgrad von den Trägern des Allels
A (CA/AA) (χ2-Test: p = 0,87) (Tab. 3.4).
Bei den insgesamt 169 HCC-Patienten europäischer Herkunft mit Angaben zum Stadi-
um der Tumorerkrankung wurden die meisten Patienten in einem Stadium I (47,3 %,
n = 80) diagnostiziert. Stadium I bedeutet, dass ein nicht metastasierter, kleiner Tumor
ohne Infiltration der Nachbargewebe und ohne Lymphknotenbefall vorliegt (Edge et al.
2010). Auch hier unterscheiden sich Patienten mit dem IFNL3 -rs4803217-Genotyp CC
nicht signifikant im Tumorstadium von den Trägern des Allels A (CA/AA) (χ2-Test:
p = 0,69) (Tab. 3.4).

Genau wie bei den HCC-Patienten wurden die meisten PDAC-Patienten mit einem
mittleren Differenzierungsgrad G2 (52,2 %, n = 84) bzw. G3 (29,2 %, n = 47) diagno-
stiziert (Tab. 3.5). Für die Patienten mit dem IFNL3 -rs28416813-Genotyp CC konnte
kein signifikanter Unterschied im Tumordifferenzierungsgrad zu den Trägern des Allels
G (CG/GG) aufgezeigt werden (χ2-Test: p = 0,42) (Tab. 3.5).
Im Unterschied zu den HCC-Patienten wurden deutlich mehr PDAC-Patienten zum
Zeitpunkt der Diagnose in einem Tumorstadium II (81,8 %, n = 130) diagnostiziert
(Tab. 3.5). Jedoch weisen auch hier die PDAC-Patienten mit dem IFNL3 -rs28416813-
Genotyp CC keinen signifikanten Unterschied im Tumorstadium zu den Trägern des
Allels G (CG/GG) auf (exakter Fisher-Yates-Test: p = 0,86) (Tab. 3.5).
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Tab. 3.4: Analysen zur Assoziation der IFNL3 -rs4803217-Genotypen mit demogra-
fischen und klinischen Daten für HCC-Patienten

Total CC CA AA CA/AA p

n = 187 n = 79 n = 89 n = 19 n = 108

Alter bei Diagnose M ± SD 63,3 ±
13,8

65,1 ±
11,6

61,4 ±
15,7

64,8 ±
12,4

62,0 ±
15,1

0,313

Median|Quartilsabstand[Jahre] 66,0|15,0 66,0|14,0 65,0|17,0 66,0|13,0 65,0|16,0
Geschlecht m/f [n(m %)] 105(56,1)/82 42(53,2)/37 51(57,3)/38 12(63,2)/7 63(58,3)/45 n.t
Ätiologie [n(%)]
Kein Risiko 38 (20,3) 14 (17,7) 21 (23,6) 3 (15,8) 24 (22,2)
Kein virales Risiko 35 (18,7) 18 (22,8) 15 (16,9) 2 (10,5) 17 (15,7)
HBV 42 (22,5) 20 (25,3) 17 (19,1) 5 (26,3) 22 (20,4) 0,594

HCV 31 (16,6) 11 (13,9) 13 (14,6) 7 (36,8) 20 (18,5)
HBV-/HCV-Koinfektion 41 (21,9) 16 (20,3) 23 (25,8) 2 (10,5) 25 (23,1)
1Differenzierungsgrad [n(%)]
G1 34 (18,6) 16 (20,5) 15 (17,4) 3 (15,8) 18 (17,1)
G2 102 (55,7) 42 (53,8) 46 (53,5) 14 (73,7) 60 (57,1)
G3 46 (25,1) 20 (25,6) 24 (27,9) 2 (10,5) 26 (24,8) 0,874,5

G4 1 (0,5) 1 (1,2) 1 (1,0)
2Stadium der Tumorerkrankung [n(%)]
I 80 (47,3) 30 (43,5) 41 (50,6) 9 (47,4) 50 (50,0)
II 44 (26,0) 20 (29,0) 18 (22,2) 6 (31,6) 24 (24,0)
III 41 (24,3) 16 (23,2) 21 (25,9) 4 (21,1) 25 (25,0) 0,694,6

IV 4 (2,4) 3 (4,3) 1 (1,2) 1 (1,0)
1Daten zum Tumordifferenzierungsgrad waren für 183/187 Patienten verfügbar
2Daten zum Stadium der Tumorerkrankungen waren für 169/187 Patienten verfügbar
3 Kruskal-Wallis-Test, getestet wurden Träger des selteneren Allels A gegen die für das häufigere
Allel C Homozygoten (IFNL3 rs4803217 CA/AA vs. CC)
4 χ2-Text/exakter Fisher-Yates-Test, getestet wurden Träger des selteneren Allels A gegen die für
das häufigere Allel C Homozygoten (IFNL3 rs4803217 CA/AA vs. CC)
5 getestet wurde für G1, G2 vs. G3/G4
6 getestet wurde für I, II vs. III/IV
n.t. nicht getestet
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Tab. 3.5: Analysen zur Assoziation der IFNL3 -rs28416813-Genotypen mit demo-
grafischen und klinischen Daten für PDAC-Patienten

Total CC CG GG CG/GG p

n = 162 n = 76 n = 69 n = 17 n = 86

1Alter bei DiagnoseM± SD 65,4 ±
10,8

65,3 ±
10,5

65,1 ±
10,6

66,8 ±
13,1

65,4 ±
11,0

0,985

Median|Quartilsabstand[Jahre] 65,0|15,5 65,0|17,0 65,0|12,5 67,0|20,0 65,5|14,3
Geschlecht m/f [n(m %)] 92(56,8)/70 44(57,9)/32 40(58,0)/29 8(47,1)/9 48(55,8)/38 n.t
2Differenzierungsgrad [n(%)]
G1 28 (17,4) 10 (13,2) 14 (20,6) 4 (23,5) 18 (21,2)
G2 84 (52,2) 41 (53,9) 37 (54,4) 6 (35,3) 43 (50,6)
G3 47 (29,2) 24 (31,6) 16 (23,5) 7 (41,2) 23 (27,1) 0,426,7

G4 2 (1,2) 1 (1,3) 1 (1,5) 1 (1,2)
3Stadium der Tumorerkrankung [n(%)]
I 20 (12,6) 8 (10,8) 10 (14,7) 2 (11,8) 12 (14,1)
II 130 (81,8) 62 (83,8) 54 (79,4) 14 (82,4) 68 (80,0)
III 4 (2,5) 1 (1,4) 3 (4,4) 3 (3,5) 0,866,8

IV 5 (3,1) 3 (4,1) 1 (1,5) 1 (5,9) 2 (2,4)
1Altersangaben waren für 159/162 Patienten verfügbar
2Daten zum Tumordifferenzierungsgrad waren für 161/162 Patienten verfügbar
3Daten zum Stadium der Tumorerkrankungen waren für 159/162 Patienten verfügbar
5 Kruskal-Wallis-Test, getestet wurden Träger des selteneren Allels G gegen die für das häufigere
Allel C Homozygoten (IFNL3 rs28416813 CG/GG vs. CC)
6 χ2-Text/exakter Fisher-Yates-Test, getestet wurden Träger des selteneren Allels G gegen die für
das häufigere Allel C Homozygoten (IFNL3 rs28416813 CG/GG vs. CC)
7 getestet wurde für G1, G2 vs. G3/G4
8 getestet wurde für I, II vs. III/IV
n.t. nicht getestet

3.4 Analysen zur Tumorprogression

3.4.1 Tumorprogression definiert durch die Dauer des progressionsfreien
Intervalls (PFI) und des spezifischen progressionsfreien Intervalls
(PFI.2)

Als erste Kriterien zur Analyse der Tumorprogression wurden die Ereigniszeiten PFI und
PFI.2 ausgewählt, welche einen wichtigen Aspekt zur Einschätzung der Lebensqualität
der Tumorpatienten darstellen.

Das PFI ist als Zeitspanne von der Diagnose bis zur Progression der Tumorerkrankung,
bis zum Auftreten eines weiteren Tumors jeglicher Entität oder bis zum Tod durch einen
Tumor jeglicher Entität definiert (PFI-Ereignis). Das PFI.2 wird als Zeitspanne von der
Diagnose bis zur Progression der ursprünglichen Tumorerkrankung oder bis zum Tod
durch selbigen definiert (PFI.2-Ereignis) (ausführlich in Kapitel 2.1.1).
Der Vergleich der Angaben des PFI mit denen des PFI.2 bei den HCC-Patienten zeigt,
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dass insgesamt vier Patienten mit dem IFNL3 -rs4803217-Genotyp CA ein unspezifi-
sches Ereignis erlebten und deswegen bei PFI.2 zensiert wurden (Anhang Tab. A.4).
Die weiteren Werte sind zwischen dem PFI und dem PFI.2 nahezu identisch, weswegen
nachfolgend, wenn nicht explizit anders erwähnt, nur die Werte für das PFI.2 angegeben
werden.

HCC-Patienten mit dem IFNL3 -rs4803217-Genotyp CA weisen mit 21,0 Monaten das
längste mediane PFI.2 auf (Abb. 3.6, Anhang Tab. A.4). Auffällig ist, dass das mediane
PFI.2 der für das häufigere Allel C Homozygoten mit 18,4 Monaten zwischen den me-
dianen PFI.2 der Heterozygoten und der Allel-A-Homozygoten liegt (Anhang Tab. A.4).
Diese kontraintuitive Verteilung kommt möglicherweise durch die geringe Fallzahl der
Allel-A-Homozygoten zustande.
Insgesamt besteht ein geringer Unterschied des medianen PFI.2 zwischen den HCC-
Patienten, die Träger des selteneren Allels A sind, und den für das häufigere Allel C
Homozygoten, was auf eine geringe Relevanz bzw. auf das Fehlen einer klinischen Rele-
vanz hindeutet.
Diese Annahme konnte durch die grafische Darstellung der Ereigniszeit innerhalb von
Kaplan-Meier-Kurven bestätigt werden (Abb. 3.6). Die Kaplan-Meier-Kurven verlaufen
alle bis zu dem Zeitpunkt t = 1,75 Jahre ungekreuzt eng parallel. Danach schneiden
sich die Kurven, wodurch kein proportionales Hazard vorliegt. Erneut fällt auf, dass die
Kurve der Patienten, bei denen das häufigere Allel C homozygot vorliegt, zwischen den
Kurven der heterozygoten und den Allel A homozygoten Patienten liegt (Abb. 3.6).
Die Patienten mit dem IFNL3 -rs4803217-Genotyp CC weisen keinen signifikanten Unter-
schied in der Länge des PFI bzw. des PFI.2 zu den Patienten mit den IFNL3 -rs4803217-
Genotypen CA und AA auf (Log-Rank-Test: p(PFI) = 0,83, p(PFI.2) = 0,65).

Aus der einfachen Cox-Regressionsanalyse wurden die Kriterien Ätiologie, Differen-
zierungsgrad und Tumorstadium in die multiple Cox-Regressionsanalyse übernommen
(Tab. 3.6). Innerhalb der multiplen Cox-Regressionsanalyse ist eine von den an-
deren getesteten Kriterien unabhängige Assoziation des PFI.2 mit der Ätiologie
HCV feststellbar (multiple Cox-Regressionsanalyse: p = 0,01) (Tab. 3.6). Hierbei
führt das Vorliegen einer HCV-Infektion bei HCC-Patienten zu einem etwa 2,3-fach
erhöhten Risiko ein PFI.2-Ereignis zu erleiden (multiple Cox-Regressionsanalyse:
HR (95 % KI) = 2,26 (1,20–4,29)).
Des Weiteren zeigt sich die Tendenz zur Assoziation zwischen den Patienten mit
dem niedrigsten Differenzierungsgrad G1 im Vergleich zu den Patienten mit einem
Differenzierungsgrad G2 und einem längeren PFI.2 (multiple Cox-Regressionsanalyse:
p = 0,08) (Tab. 3.6). Eine deutlich unabhängige Assoziation wird zwischen den Pati-
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enten mit einem höheren Tumorstadium II oder III/IV im Vergleich zu den Patienten
mit dem niedrigsten Tumorstadium I und einem kürzeren PFI.2 deutlich (multiple
Cox-Regressionsanalyse: p(II vs. I) = 0,04, p(III/IV vs. I) < 0,01) (Tab. 3.6). Hierbei
erhöht sich das Risiko, ein Ereignis zu erleiden, um das bis zu 2-fache für die Patienten
mit einem höheren Stadium (Tab. 3.6). Zu beachten ist, dass bei dem Kriterium Stadium
der Tumorerkrankung die Testannahme des proportionalen Hazards verletzt wurde
(Schoenfeld Residuum: p = 0,02) (Tab. 3.6). Die Einflussstärken der in der multiplen
Analyse ermittelten signifikanten unabhängigen Assoziationsgrößen (HCV-Infektion,
Tumordifferenzierungsgrad und Stadium des Tumors) wurden in Kaplan-Meier-Kurven
grafisch dargestellt (Anhang Abb. A.6).

Bei dem Vergleich der Angaben des PFI mit denen des PFI.2 bei den PDAC-Patienten
erlebten zwei Patienten mit dem IFNL3 -rs28416813-Genotyp CC bei dem PFI ein un-
spezifisches Ereignis und wurden deswegen bei dem PFI.2 zensiert (Anhang Tab. A.5).
Die weitere Ereignisverteilung und auch die medianen progressionsfreien Intervalle, PFI
bzw. PFI.2, sind nahezu identisch und werden deswegen in der nachfolgenden Beschrei-
bung, wenn nicht explizit anders erwähnt, immer nur für das PFI.2 angegeben (An-
hang Tab. A.5).
Das mediane PFI.2 der PDAC-Patienten mit dem IFNL3 -rs28416813-Genotyp CC ist
mit 12,8 Monaten um 6,7 Monate kürzer als bei den Patienten, die Träger des selteneren
IFNL3 -rs28416813-Allels G sind (CG/GG) (Anhang Tab. A.5).
Durch die grafische Darstellung der Ereigniszeiten PFI und PFI.2 innerhalb von Kaplan-
Meier-Kurven konnte dieser beschriebene Unterschied veranschaulicht werden. Alle drei
Kurven verlaufen stetig sinkend, bis sie ab etwa t = 2 Jahre nahezu parallel verlaufen
(Abb. 3.7). Hierbei muss erneut darauf hingewiesen werden, dass die Kurve der Patien-
ten, die homozygot für das IFNL3 -rs28416813-Allel G sind, die beiden anderen Kurven
schneidet und somit kein proportionales Hazard vorliegt.
Die beiden Kurven der Patienten, die Träger des selteneren IFNL3 -rs28416813-Allels
G (CG/GG) sind, liegen ab t = 0,5 Jahre über der Kurve der Allel-C-Homozygoten
(Abb. 3.7). Die Länge des PFI und des PFI.2 unterscheidet sich signifikant zwischen
den Allel-C-Homozygoten und den Trägern des selteneren Allels G (IFNL3 -rs28416813
-Genotypen CC vs. CG/GG) (Log-Rank-Test: p(PFI) < 0,01, p(PFI.2) = 0,01).

Aus der einfachen Cox-Regressionsanalyse wurden die Kriterien Differenzierungsgrad,
Tumorstadium und IFNL3 -rs28416813-Genotyp in die multiple Cox-Regressionsanalyse
übernommen (Tab. 3.7). Innerhalb der multiplen Cox-Regressionsanalyse zeigt sich ein
von den anderen untersuchten Kriterien unabhängiger Zusammenhang zwischen den Pa-
tienten mit dem niedrigsten Tumorstadium I im Vergleich zu den Patienten mit dem
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höheren Stadium II und einem längeren PFI.2 (Tab. 3.7). Das Risiko, ein PFI.2-Ereignis
zu erfahren, steigt um das bis zu 2,7-fache bei den PDAC-Patienten im Stadium II (mul-
tiple Cox-Regerssionsanalyse: p = 0,03, HR (95 % KI) = 0,37 (0,15–0,89)) (Tab. 3.7).
Die Verletzung der Proportionalität des Hazards muss in diesem Fall beachtet werden
(Schoenfeld Residuum: p = 0,05) (Tab. 3.7).
Außerdem konnte gezeigt werden, dass auch der Polymorphimus IFNL3 rs28416813 un-
abhängig von den anderen untersuchten Kriterien mit dem PFI.2 assoziiert (multiple
Cox-Regressionsanalyse: p = 0,02) (Tab. 3.7). Hierbei korreliert der Genotyp des IFNL3
rs28416813, der die genetische Disposition zur Expression eines funktionsfähigen IFN-
λ4-Proteins spiegelt, mit einem verlängerten PFI.2. Das Vorliegen des selteneren Allels
G, das stellvertretend für die Fähigkeit IFN-λ4 exprimieren zu können steht, senkt die
Wahrscheinlichkeit der PDAC-Patienten ein Ereignis zu erleiden um 39 % im Vergleich zu
den Patienten, die für das häufigere Allel C bzw. für die knock-out-Variante des IFN-λ4
homozygot sind (multiple Cox-Regressionsanalyse: HR (95 % KI) = 0,61 (0,40–0,93))
(Tab. 3.7).
Die Einflussstärken der in der multiplen Analyse ermittelten signifikanten unabhängi-
gen Assoziationsgrößen (Tumordifferenzierungsgrad (tendenziell), Stadium des Tumors
und IFNL3 -rs28416813-Genotyp) wurden in Kaplan-Meier-Kurven grafisch dargestellt
(Anhang Abb. A.7).
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Abb. 3.6: Ereigniszeitanalyse der progressionsfreien Intervalle nach dem Kaplan-
Meier-Verfahren für HCC-Patienten.
Die Patienten europäischer Herkunft des TCGA-LIHC-Kollektivs wurden nach IFNL-Genotypen
(hier: IFNL3 -rs4803217-Genotyp CC, CA, AA) stratifiziert. Dargestellt sind das progressions-
freie Intervall (PFI) (A) und das spezifische progressionsfreie Intervall (PFI.2) (B). Die gestri-
chelten Linien entsprechen den medianen progressionsfreien Intervallen. Unterhalb der Kurven
sind zusätzlich die absolute und relative Anzahl der Patienten unter Risiko angeben.
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Abb. 3.7: Ereigniszeitanalyse der progressionsfreien Intervalle nach dem Kaplan-
Meier-Verfahren für PDAC-Patienten.
Die Patienten europäischer Herkunft des TCGA-PAAD-Kollektivs wurden nach IFNL-
Genotypen (hier: IFNL3 -rs28416813-Genotyp CC, CG, GG) stratifiziert. Dargestellt sind das
progressionsfreie Intervall (PFI) (A) und das spezifische progressionsfreie Intervall (PFI.2) (B).
Die gestrichelten Linien entsprechen den medianen progressionsfreien Intervallen. Unterhalb der
Kurven sind zusätzlich die absolute und relative Anzahl der Patienten unter Risiko angeben.
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3.4.2 Tumorprogression definiert durch die Gesamtüberlebensdauer (OS)

Als ein weiteres Kriterium zur Analyse der Tumorprogression wurde die Ereigniszeit OS
mit dem Ereignis Tod betrachtet. Die OS ist definiert als die Zeitspanne zwischen der
Diagnose und dem Tod. Dieses Kriterium bringt einen weiteren Zeitaspekt in die Ana-
lysen.
Der mediane Beobachtungszeitraum der HCC-Patienten europäischer Herkunft beträgt
22,1 Monate, in welchem 41,2 % (77/187) der Patienten verstarben und 58,8 % (110/187)
der Patienten zensiert wurden, weil das Ereignis im Beobachtungszeitraum nicht ein-
trat (Anhang Tab. A.4). Die mediane Überlebensdauer ist bei den HCC-Patienten mit
dem IFNL3 -rs4803217-Genotyp CC mit 46,8 Monaten am höchsten (Abb. 3.8, An-
hang Tab. A.4). Alle Kaplan-Meier-Kurven verlaufen relativ flach und überschneiden sich
erstmalig etwa ab dem Zeitpunkt t = 2,5 Jahre (Abb. 3.8). Das bedeutet, dass anschlie-
ßende Analysen aufgrund der Missachtung des proportionalen Hazards nur eingeschränkt
beurteilbar sind. Auffällig ist, dass die Kurve der Allel-C-Homozygoten zwischen den
Kurven der Heterozygoten und Allel-A-Homozygoten liegt (Abb. 3.8). Vermutlich liegt
dieser kontraintuitive Kurvenverlauf an der geringen Fallzahl der Allel-A-Homozygoten.
Es zeigt sich kein Hinweis auf eine Korrelation des Genotyps mit der OS. Die Analysen
zur Assoziation wurden nur für die Träger des selteneren Allels A, die die genetische
Disposition zur Expression eines funktionstüchtigen IFN-λ4 spiegeln, gegenüber denen
für das häufigere Allel C Homozygoten durchgeführt. Innerhalb der OS bei den Pati-
enten mit dem IFNL3 -rs4803217-Genotyp CC konnte kein signifikanter Unterschied zu
den Trägern des Allels A (CA/AA) gezeigt werden (Log-Rank-Test: p = 0,87).

Aus der einfachen Cox-Regressionsanalyse wurden die Kriterien Alter und Differenzie-
rungsgrad in die multiple Cox-Regressionsanalyse übernommen (Tab. 3.6). Ein von den
anderen betrachteten Kriterien unabhängiger, signifikanter Zusammenhang mit der OS
ist innerhalb der multiplen Cox-Regressionsanalyse für das Alter feststellbar, wobei ein
höheres Alter mit einer kürzeren OS assoziiert ist (multiple Cox-Regressionsanalyse:
p = 0,02) (Tab. 3.6). Diese Korrelation scheint zunächst klinisch nur schwach relevant
(95 % KI = 1,00–1,04). Da das Alter aber als stetiger Wert modelliert wurde, wird
die Risikozunahme pro Altersjahr betrachtet. Deswegen ist auch eine durch das KI re-
lativ schwach wirkende Korrelation trotzdem klinisch relevant. Des Weiteren besteht
eine Tendenz zu einer unabhängigen Korrelation des Differenzierungsgrads mit der OS,
wobei das Vorliegen des Differenzierungsgrads G2 bei HCC-Patienten im Vergleich zu
Patienten mit einem Differenzierungsgrad G1 das Sterberisiko nahezu verdoppeln würde
(multiple Cox-Regressionsanalyse: p = 0,08, HR = 0,53). Die klinische Bedeutung dieser
Beobachtung ist aber nur eingeschränkt relevant (95 % KI = 0,27–1,07) (Tab. 3.6).
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Abb. 3.8: Ereigniszeitanalyse der Gesamtüberlebensdauer (OS) nach dem Kaplan-
Meier-Verfahren für HCC-Patienten.
Die Patienten europäischer Herkunft des TCGA-LIHC-Kollektivs wurden nach IFNL-Genotypen
(hier: IFNL3 -rs4803217-Genotyp CC, CA, AA) stratifiziert. Die gestrichelten Linien entsprechen
den medianen Überlebenszeiten. Unterhalb der Kurven sind zusätzlich die absolute und relative
Anzahl der Patienten unter Risiko angeben.

Bei den PDAC-Patienten beträgt der mediane Beobachtungszeitraum für das gesamte
Kollektiv 15,3 Monate, in welchem 53,1 % (86/162) der Patienten verstarben und 46,9 %

(76/162) der Patienten zensiert wurden, da das Ereignis im Beobachtungszeitraum nicht
eintrat (Anhang Tab. A.5).
Die mediane Überlebenszeit der PDAC-Patienten mit dem IFNL3 -rs28416813-Genotyp
CC liegt mit 17,0 Monaten unter den medianen Überlebenszeiten von den Patienten
mit den IFNL3 -rs28416813-Genotypen CG bzw. GG (24,3 bzw. 20,2 Monate) (Abb. 3.9,
Anhang Tab. A.5). Diese Tendenz wurde bereits bei der Betrachtung der medianen pro-
gressionsfreien Intervalle, PFI bzw. PFI.2, erkannt (Kapitel 3.4.1) und setzt sich bei den
medianen Überlebenszeiten fort.
Die Kaplan-Meier-Kurven verlaufen stetig sinkend und am Anfang schon fast identisch
übereinander, wobei die Kurve der Patienten mit dem IFNL3 -rs28416813-Genotyp CC
unter den Kurven der Träger des selteneren Allels G (CG/GG) verläuft (Abb. 3.9).
Ab dem Zeitpunkt t = 1,25 Jahre trennen sich die Kurven und die Kurve der Allel-C-
Homozygoten sinkt steiler als die Kurve der Träger des Allels G bis alle drei Kurven
ab der Zeit t = 2 Jahre nahezu parallel verlaufen (Abb. 3.9). Zu beachten ist, dass die
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Kurve der für das seltenere Allel G Homozygoten die beiden anderen Kurven schneidet,
wodurch das proportionale Hazard nicht vorliegt (Abb. 3.9). Dies muss bei allen weiteren
Analysen beachtet werden.
Anhand der Betrachtung der medianen Überlebenszeiten und der Kaplan-Meier-Kurven
konnte deskriptiv ein Unterschied zwischen den Patienten, die durch das Vorliegen des
selteneren IFNL3 -rs28416813-Allels G befähigt sind, ein funktionsfähiges IFN-λ4 zu ex-
primieren, und den für das häufigere Allel C Homozygoten erkannt werden. Die Berech-
nung des Log-Rank-Tests ergab eine Tendenz zur signifikanten Assoziation (Log-Rank-
Test: p = 0,05).

Aus der einfachen Cox-Regressionsanalyse wurden die Kriterien Alter, Differenzie-
rungsgrad, Tumorstadium und IFNL3 -rs28416813-Genotyp in die multiple Cox-
Regressionsanalyse übernommen (Tab. 3.7). Innerhalb der multiplen Cox-Regressi-
onsanalyse bei den PDAC-Patienten konnten für die ausgewählten Kriterien zum Teil
Tendenzen des Zusammenhangs mit der OS ermittelt werden (Tab. 3.7). Das Alter spielt
auch bei PDAC-Patienten eine Rolle für die Tumorprogression (NCI 2019). Jedoch
konnte die erwartete Alterskorrelation in dieser Arbeit wahrscheinlich aufgrund der
geringeren Fallzahl und Ereigniszahl nicht gezeigt werden.
Der Zusammenhang zwischen der OS und den Patienten mit dem Tumorstadium
II, die ein 2,5-fach erhöhtes Sterberisiko aufweisen im Vergleich zu Patienten mit
einem Tumorstadium I, zeigt in der multiplen Cox-Regressionsanalyse die Tendenz
zu einem signifikanten Zusammenhang (multiple Cox-Regressionsnanlyse: p = 0,06).
Jedoch ist die klinische Relevanz durch das 95 % KI und die Verletzung des pro-
portionalen Hazards nur eingeschränkt beurteilbar (multiple Cox-Regressionsnanlyse:
HR (95 % KI) = 0,40 (0,16–1,04), Schoenfeld Residuum: p = 0,01) (Tab. 3.7).
Zusätzlich zeigt sich eine Tendenz zur Assoziation der Patienten, die durch die Aus-
prägung der IFNL3 -rs28416813-Genotypen CG bzw. GG ein funktionsfähiges IFN-λ4
exprimieren können, mit einer verlängerten OS und einem um 32 % reduzierten
Sterberisiko im Vergleich zu den für das häufigere Allel C Homozygoten (multiple
Cox-Regressionsnanlyse: p = 0,09, HR (95 % KI) = 0,68 (0,44–1,07)) (Tab. 3.7).
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Abb. 3.9: Ereigniszeitanalyse der Gesamtüberlebensdauer (OS) nach dem Kaplan-
Meier-Verfahren für PDAC-Patienten.
Die Patienten europäischer Herkunft des TCGA-PAAD-Kollektivs wurden nach IFNL-
Genotypen (hier: IFNL3 -rs28416813-Genotyp CC, CG, GG) stratifiziert. Die gestrichelten Linien
entsprechen den medianen Überlebenszeiten. Unterhalb der Kurven sind zusätzlich die absolute
und relative Anzahl der Patienten unter Risiko angeben.

Bei den Kollektiven der HCC- und PDAC-Patienten konnte wenn auch zum Teil nur an-
deutungsweise gezeigt werden, dass ein höheres Alter, ein höherer Differenzierungsgrad
und ein höheres Stadium der Tumorerkrankung im Zusammenhang mit einer Verkürzung
des PFI bzw. des PFI.2 und der OS stehen (Tab. 3.6, Tab. 3.7). Der Differenzierungsgrad
und das Stadium der Tumorerkrankung sind unabhängige prognostische Faktoren, die je-
doch stark positiv miteinander korrelieren (Derwinger et al. 2010). Wenn eines der beiden
Kriterien eine signifikante Assoziation innerhalb eines multiplen Cox-Regressionsmodells
aufweist, ist zumeist das jeweils andere Kriterium nicht mehr signifikant, da es keine zu-
sätzlichen Informationen liefert.
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Tab. 3.6: Übersicht über die einfache und die multiple Cox-Regressionsanalyse für
die drei Ereigniszeiten PFI/PFI.2/OS der HCC-Patienten

Einfache Analyse Multiple Analyse S.R.4

HR (95 % KI) p HR (95 % KI) p p
1’Progressionsfreies Intervall (PFI)
Alter 0,99 (0,98-1,00) 0,16
Geschlecht (m/f) 0,94 (0,64-1,39) 0,75
Ätiologie (Kein Risiko vs. HBV) 1,01 (0,54-1,89) 0,98 0,82 (0,41-1,66) 0,59
Ätiologie (Kein vir. Risiko vs. HBV) 1,00 (0,53-1,87) 1,00 0,88 (0,44-1,73) 0,71
Ätiologie (HCV vs. HBV) 1,92 (1,07-3,43) 0,03* 2,26 (1,20-4,27) 0,01* 0,74
Ätiologie (HBV/HCV vs. HBV) 1,15 (0,65-2,02) 0,63 1,23 (0,68-2,23) 0,50
Differenzierungsgrad (G1 vs. G2) 0,60 (0,34-1,05) 0,07(*) 0,62 (0,33-1,16) 0,14 0,28
Differenzierungsgrad (G3/G4 vs. G2) 1,23 (0,79-1,93) 0,36 1,33 (0,83-2,13) 0,23
Tumorstadium (II vs. I) 1,67 (1,01-2,77) 0,05* 1,64 (0,98-2,74) 0,06(*) 0,02
Tumorstadium (III/IV vs. I) 1,72 (1,05-2,81) 0,03* 1,81 (1,09-3,01) 0,02*
IFNL3 rs4803217 (CA/AA vs. CC) 0,98 (0,66-1,45) 0,92

2’Spezifisches progressionsfreies Intervall (PFI.2)
Alter 0,99 (0,98-1,00) 0,15
Geschlecht (m/f) 0,87 (0,58-1,29) 0,48
Ätiologie (Kein Risiko vs. HBV) 0,89 (0,47-1,70) 0,73 0,68 (0,33-1,39) 0,29
Ätiologie (Kein vir. Risiko vs. HBV) 1,03 (0,55-1,94) 0,93 0,88 (0,44-1,74) 0,71
Ätiologie (HCV vs. HBV) 1,95 (1,08-3,50) 0,03* 2,26 (1,20-4,29) 0,01* 0,91
Ätiologie (HBV/HCV vs. HBV) 1,07 (0,60-1,92) 0,82 1,14 (0,62-2,11) 0,67
Differenzierungsgrad (G1 vs. G2) 0,54 (0,30-0,97) 0,04* 0,54 (0,28-1,07) 0,08(*) 0,14
Differenzierungsgrad (G3/G4 vs. G2) 1,14 (0,73-1,80) 0,56 1,25 (0,78-2,02) 0,35
Tumorstadium (II vs. I) 1,78 (1,06-3,00) 0,03* 1,73 (1,01-2,93) 0,04* 0,02
Tumorstadium (III/IV vs. I) 1,96 (1,19-3,24) 0,01* 2,12 (1,26-3,55) <0,01*
IFNL3 rs4803217 (CA/AA vs. CC) 1,10 (0,74-1,63) 0,65

3’Gesamtüberlebensdauer (OS)
Alter 1,03 (1,01-1,05) 0,02* 1,02 (1,00-1,04) 0,02* 0,93
Geschlecht (m/f) 1,10 (0,70-1,73) 0,67
Ätiologie (Kein Risiko vs. HBV) 1,70 (0,89-3,25) 0,11
Ätiologie (Kein vir. Risiko vs. HBV) 1,69 (0,84-3,41) 0,14
Ätiologie (HCV vs. HBV) 1,50 (0,68-3,29) 0,31
Ätiologie (HBV/HCV vs. HBV) 1,13 (0,57-2,25) 0,72
Differenzierungsgrad (G1 vs. G2) 0,50 (0,25-1,00) 0,05* 0,53 (0,27-1,07) 0,08(*) 0,25
Differenzierungsgrad (G3/G4 vs. G2) 0,91 (0,53-1,55) 0,72 1,01 (0,58-1,75) 0,96
Tumorstadium (II vs. I) 0,94 (0,50-1,79) 0,85
Tumorstadium (III/IV vs. I) 1,31 (0,75-2,26) 0,34
IFNL3 rs4803217 (CA/AA vs. CC) 1,11 (0,71-0,74) 0,66
1PFI-Progressionsfreies Intervall: Zeitspanne von der Diagnose bis zur Progression der
Tumorerkrankung, bis zum Auftreten eines weiteren Tumors jeglicher Entität oder bis zum
Tod durch einen Tumor jeglicher Entität
2PFI.2-Spezifisches progressionsfreies Intervall: Zeitspanne von der Diagnose bis zur Progression
der Tumorerkrankung oder bis zum Tod durch selbige Tumorentität
3OS-Gesamtüberlebensdauer: Zeitspanne von der Diagnose bis zum Tod durch jegliche Ursache
4S.R. Schoenfeld Residuum
*signifikanter p-Wert (p ≤ 0,05)
(*) Tendenz zum signifikanten p-Wert (p ≤ 0,1)
’Für 167 HCC Patienten standen die vollständigen Angaben der Kriterien zur Verfügung und
ermöglichten die Cox-Regressionsanalyse
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Tab. 3.7: Übersicht über die einfache und die multiple Cox-Regressionsanalyse für
die drei Ereigniszeiten PFI/PFI.2/OS der PDAC-Patienten

Einfache Analyse Multiple Analyse S.R.4

HR (95 % KI) p HR (95 % KI) p p
1’Progressionsfreies Intervall (PFI)
Alter 1,01 (0,99-1,03) 0,28
Geschlecht (m/f) 1,15 (0,77-1,72) 0,51
Differenzierungsgrad (G1 vs. G2) 0,58 (0,31-1,11) 0,10(*) 0,95 (0,49-1,82) 0,87 0,23
Differenzierungsgrad (G3/G4 vs. G2) 1,49 (0,96-2,32) 0,08(*) 1,25 (0,80-1,96) 0,33
Tumorstadium (I vs. II) 0,30 (0,13-0,69) 0,01* 0,35 (0,14-0,84) 0,02* 0,04
Tumorstadium (III/IV vs. II) 0,97 (0,45-2,11) 0,94 1,06 (0,48-2,32) 0,89
IFNL3 rs28416813 (CG/GG vs. CC) 0,58 (0,39-0,87) 0,01* 0,58 (0,38-0,88) 0,01* 0,56

2’Spezifisches progressionsfreies Intervall (PFI.2)
Alter 1,01 (0,99-1,03) 0,27
Geschlecht (m/f) 1,13 (0,75-1,70) 0,56
Differenzierungsgrad (G1 vs. G2) 0,63 (0,33-1,20) 0,16 0,99 (0,51-1,90) 0,97 0,24
Differenzierungsgrad (G3/G4 vs. G2) 1,57 (1,01-2,45) 0,05* 1,34 (0,85-2,12) 0,20
Tumorstadium (I vs. II) 0,32 (0,14-0,74) 0,01* 0,37 (0,15-0,89) 0,03* 0,05
Tumorstadium (III/IV vs. II) 0,99 (0,46-2,16) 0,98 1,09 (0,50-2,39) 0,83
IFNL3 rs28416813 (CG/GG vs. CC) 0,60 (0,40-0,91) 0,02* 0,61 (0,40-0,93) 0,02* 0,60

3’Gesamtüberlebensdauer (OS)
Alter 1,03 (1,01-1,05) 0,01* 1,01 (1,00-1,04) 0,13 0,67
Geschlecht (m/f) 1,26 (0,83-1,93) 0,28
Differenzierungsgrad (G1 vs. G2) 0,76 (0,24-1,00) 0,05* 0,76 (0,60-1,60) 0,47 0,24
Differenzierungsgrad (G3/G4 vs. G2) 1,35 (0,85-2,13) 0,20 1,13 (0,70-1,81) 0,61
Tumorstadium (I vs. II) 0,37 (0,16-0,86) 0,02* 0,40 (0,16-1,04) 0,06(*) 0,01
Tumorstadium (III/IV vs. II) 0,90 (0,36-2,23) 0,82 0,95 (0,38-2,40) 0,92
IFNL3 rs28416813 (CG/GG vs. CC) 0,66 (0,43-1,00) 0,05* 0,68 (0,44-1,07) 0,09(*) 0,66
1PFI-Progressionsfreies Intervall: Zeitspanne von der Diagnose bis zur Progression der
Tumorerkrankung, bis zum Auftreten eines weiteren Tumors jeglicher Entität oder bis zum
Tod durch einen Tumor jeglicher Entität
2PFI.2-Spezifisches progressionsfreies Intervall: Zeitspanne von der Diagnose bis zur Progression
der Tumorerkrankung oder bis zum Tod durch selbige Tumorentität
3OS-Gesamtüberlebensdauer: Zeitspanne von der Diagnose bis zum Tod durch jegliche Ursache
4S.R. Schoenfeld Residuum
*signifikanter p-Wert (p ≤ 0,05)
(*) Tendenz zum signifikanten p-Wert (p ≤ 0,1)
’Für 158 PDAC Patienten standen die vollständigen Angaben der Kriterien zur Verfügung und
ermöglichten die Cox-Regressionsanalyse
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3.4.3 Zusammenfassung der Assoziationen mit Formulierung einer
möglichen Follow-Up-Kontrolle

Bei Betrachtung des PFI oder des PFI.2 erlebten jeweils um die 55 % der HCC- und
PDAC-Patienten ein PFI- bzw. PFI.2-Ereignis und etwa 40 % der HCC- und 50 % der
PDAC-Patienten haben bei Betrachtung der OS ein Ereignis im Sinne des Todes erlitten
(Anhang Tab. A.4, Anhang Tab. A.5).

Innerhalb des Beobachtungszeitraums der progressionsfreien Intervalle, PFI bzw. PFI.2,
zeigte sich bei HCV-bedingtem HCC ein erhöhtes Risiko, eine HCC-Progression zu erlei-
den, im Vergleich zu den Patienten mit HBV-bedingtem HCC (Tab. 3.6). Des Weiteren
zeigte sich die Tendenz einer positiven Korrelation sowohl zwischen dem Differenzierungs-
grad des Tumors als auch dem Tumorstadium und dem Risiko, eine HCC-Progression zu
erleiden (Tab. 3.6). Für die HCC-Patienten konnte keine Assoziation zwischen dem PFI
bzw. PFI.2 und den IFNL3 -rs4803217-Genotypen CC oder CA/AA detektiert werden
(Tab. 3.6).
Bei den HCC-Patienten stellte sich innerhalb des Beobachtungszeitraums der OS eine
positive Assoziation zwischen dem Alter der Patienten und dem Sterberisiko heraus. Au-
ßerdem zeigte sich eine Verdopplung des Sterberisikos der HCC-Patienten mit dem Dif-
ferenzierungsgrad G2 gegenüber Patienten mit dem Differenzierungsgrad G1 (Tab. 3.6).
Für die HCC-Patienten konnte keine Assoziation zwischen der OS und den IFNL3 -
rs4803217-Genotypen CC oder CA/AA ermittelt werden (Tab. 3.6).

Innerhalb des Beobachtungszeitraums der progressionsfreien Intervalle, PFI bzw. PFI.2,
zeigte sich signifikant die positive Korrelation zwischen dem Tumorstadium der PDAC-
Patienten und der Progression der Tumorerkrankung. Für die PDAC-Patienten ergab
sich eine signifikante Assoziation zwischen der Progression und den IFNL3 -rs28416813-
Genotypen CC oder CG/GG. Hierbei sinkt das Progressionsrisiko bei Patienten, die
das seltenere Allel G ausprägen und damit befähigt sind, ein funktionsfähiges IFN-λ4
zu exprimieren (Tab. 3.7).
Bei den PDAC-Patienten stellte sich innerhalb des Beobachtungszeitraums der OS
eine positive Korrelation zwischen dem Tumorstadium und dem Sterberisiko heraus
(Tab. 3.7). Außerdem konnte bei den PDAC-Patienten die Tendenz einer Assoziation
zwischen der OS und den IFNL3 -rs28416813-Genotypen CC oder CG/GG ermittelt
werden. Hierbei scheinen auch die Patienten, die Träger des selteneren Allels G sind,
einen Vorteil im Überleben zu haben (Tab. 3.7).

Zum Zeitpunkt der Analysen innerhalb dieser Arbeit waren in beiden TCGA-Kollektiven
≤ 54 % der Patienten verstorben. Die in dieser Arbeit beobachteten Korrelationen und
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Tendenzen ließen sich auf Grundlage des kontinuierlichen Follow-ups der Patienten durch
TCGA zu einem späteren Zeitpunkt überprüfen. Dieses kontinuierliche Follow-up der Pa-
tienten durch TCGA birgt somit die Möglichkeit, bei Vorliegen einer höheren Zahl an
Ereigniseintritten die Assoziationen erneut zu analysieren.
Nach Informationen des GDC Help Desk werden die Daten zum Follow-up kontinuier-
lich ergänzt, jedoch unregelmäßig, weswegen ein Zeitpunkt für eine nächste Analyse nicht
festgelegt werden kann und die aktuellen Versionshinweise innerhalb des TCGA verfolgt
werden müssten.
Um die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Analysen im Hinblick auf ihre Verwend-
barkeit als prognostische Parameter zu stützen, muss ihre Güte, abgesehen von den
oben genannten Überlegungen, an unabhängigen und im besten Fall prospektiven Daten
validiert werden (Bickeböller und Fischer 2007, S.63).

72



4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit zeigt einen signifikanten Zusammenhang der progressionsfreien
Intervalle, PFI bzw. PFI.2, von Patienten mit PDAC und Polymorphismen im Bereich
der IFNL-Gene. Wird die OS betrachtet, zeigt sich die Tendenz einer Assoziation. Das
Vorliegen von Varianten der Polymorphismen, die sich im nahezu kompletten und perfek-
ten LD mit einer Variante befinden, die für ein funktionsfähiges IFN-λ4 codiert, erweisen
sich als prognostisch günstiger als die Varianten, die das Verschieben des Leserasters zu
einem funktionalen knock-out des IFN-λ4 spiegeln.
Für die HCC-Patienten dagegen konnte kein Zusammenhang zwischen den Ereigniszeiten
(PFI, PFI.2, OS) und genetischen Polymorphismen in IFNL-Genen festgestellt werden.
Auch aufgrund geringer Fallzahlen der für die selteneren Allele homozygoten HCC- und
PDAC-Patienten, multiplen Testens, das nicht komplett korrigiert wurde, sowie durch
teilweise nur eingeschränkt erfüllte Bedingungen (zum Beispiel des proportionalen Ha-
zards) sind weitere Analysen an unabhängigen und gegebenenfalls größeren Kollektiven
für die Validierung der Aussagen erforderlich.
Die medianen progressionsfreien Intervalle, PFI und PFI.2, sowie die medianen Über-
lebenszeiten für die in dieser Arbeit betrachteten TCGA-Kollektive, d. h. HCC- und
PDAC-Patienten europäischer Herkunft, sind vergleichbar mit Angaben aus der Litera-
tur. Jedoch sind oft die Rahmenbedingungen der Studien nicht vergleichbar. Die pro-
gressionsfreien Intervalle bzw. die Überlebenszeiten werden entscheidend von den klini-
schen Kriterien der Patienten wie dem Tumordifferenzierungsgrad oder dem Stadium
der Tumorerkrankung, der Therapierbarkeit und auch der Länge des Follow-ups be-
stimmt. Deutlich sind hierbei die längsten Überlebenszeiten bei chirurgisch behandelten
Patienten mit einem niedrigen Differenzierungsgrad und einem niedrigen Tumorstadium
erkennbar (Greten et al. 2005; Desai et al. 2015; Adamska et al. 2017; Tannus et al. 2018;
Moletta et al. 2019; Wang und Li 2019).
Diese Arbeit hat sich auf die Betrachtung der europäischen Population beschränkt. Aus
diesem Grund können über die Bedeutung der Polymorphismen in den IFNL-Genen auf
die Tumorprogression anderer Populationen keine Aussagen getroffen werden.
Es sei darauf hingewiesen, dass der TCGA-CDR-Datensatz die Nutzung der Daten zu
Analysezwecken für die gesamten Kollektive validiert und gesichert hat, nicht aber für
einzelne Ethnizitäten. Diese Aufteilung nach Ethnizitäten kann zu Fehlern führen, was
im Umfang dieser Arbeit nicht weiter betrachtet werden konnte. Des Weiteren sorgt die
integrative Analyse der Ereigniszeiten PFI, PFI.2 und OS mit den genetischen Merk-
malen des Wirts dafür, dass die Patientenkollektive europäischer Herkunft weiter stra-
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tifiziert wurden, wofür auch keine Validierung innerhalb der TCGA-CDR-Datensätze
durchgeführt wurde. Hierdurch kann es zur Kompromittierung statistisch signifikanter
Überlebensunterschiede kommen. Die Validierung der Konsistenz war innerhalb dieser
Arbeit nicht möglich.
Die in dieser Arbeit betrachteten Kriterien üben jeweils einen unterschiedlich starken
Einfluss auf die Progression der beiden Tumorentitäten HCC und PDAC aus. Hierbei
ist darauf zu achten, dass weitere, in dieser Arbeit nicht berücksichtigte Kriterien die
progressionsfreien Intervalle und das Überleben ebenfalls beeinflussen. Dadurch könnten
die Ergebnisse dieser Arbeit in einer nicht abschätzbaren Weise moduliert worden sein.

4.1 Assoziation zwischen den Typ-III-IFN-Genen und der
PDAC-Progression

Die in dieser Arbeit aufgezeigte Assoziation zwischen den IFNL-Polymorphismen und der
PDAC-Progression wurde bis jetzt noch nicht beschrieben oder publiziert. Die Frequenz
des IFN-λ4-generierenden IFNL4 -rs368234815-Allels ∆G zeigt globale Unterschiede auf.
Die afrikanische Population weist eine Frequenz von etwa 70 % und die europäische Po-
pulation eine Frequenz von nahezu 30 % auf, wohingegen die asiatische Population das
IFN-λ4-codierende Allel nahezu eliminiert hat (≈ 0–5 %) (Prokunina-Olsson et al. 2013).
Prokunina-Olsson et al. (2013) haben gezeigt, dass das IFNL4 -Gen im Menschen einer
Pseudogenisierung unterliegt, wobei diese Tendenz von Afrika ausgehend nach Osten hin
verstärkt ausgeprägt ist.
Vor diesem Hintergrund geben die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse zusammen
mit der global unterschiedlichen Genotypverteilung Anlass zu der Überlegung, dass die
asiatische Population aufgrund ihrer geringen MAF des IFNL4 rs368234815 eine Ten-
denz zu einer schnelleren Progression der PDAC-Tumorerkrankung mit kürzeren PFI
bzw. PFI.2 und einer höheren Mortalität aufweisen müsste. Epidemiologische Auswer-
tungen geben bisher keinen Hinweis. Aktuelle Tumorstatistiken zeigen, dass in Ländern
mit einem hohen Lebensstandard und mit Zunahme des Durchschnittsalters die Inzidenz
und Mortalität, die sehr ähnliche Zahlenwerte aufweisen, für PDAC am höchsten ist und
weiter steigt. Europa, Nordamerika und Australien/Neuseeland weisen die höchste Inzi-
denz und Mortalität auf, wohingegen in den Regionen Asiens und Afrikas die niedrigsten
Raten detektiert wurden (Bray et al. 2018). Zur Beurteilung der ethnischen Einflüsse
und nicht der regionalen (Umwelt-)Unterschiede wurden verschiedene ethnische Popula-
tionen innheralb der Vereinigten Staaten von Amerika auf die Inzidenz und Mortalität
des PDAC untersucht. Hierbei wies die afrikanische Population mit der höchsten MAF
des IFNL4 rs368234815 die höchste Inzidenz und Mortalität für PDAC mit steigender
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Tendenz auf, wohingegen die weiße und asiatische Population geringere Werte aufzeigte
und damit einen bis jetzt noch nicht bekannten genetischen Vorteil haben müsste (NCI
2019).
Es ist anzunehmen, dass bei ethnischen Tumoruntersuchungen andere Risikofaktoren als
der Einfluss der Ausprägung des IFNL4 -rs368234815-Polymorphismus eine entscheiden-
dere Rolle spielen. Aufgrund dieser weiteren unbekannten Einflüsse in unterschiedlichen
Regionen und Populationen kann die genaue Effektstärke des in dieser Arbeit ermittelten,
positiven Einflusses der Expression des IFN-λ4 bei den PDAC-Patienten europäischer
Herkunft nicht abgeschätzt werden (Matsubayashi et al. 2017). Hierbei darf der Einfluss
der Diagnose- und Behandlungsmethoden nicht vergessen werden, der entscheidend die
Dauer des PFI bzw. des PFI.2 und der OS prägt und regional stark unterschiedlich ist.
Jedoch kann, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, innerhalb einer Population (Patien-
ten europäischer Herkunft) und einer Region (Vereinigte Staaten von Amerika) und der
Annahme einer bestmöglichen Therapie der Zusammenhang des IFNL4 -rs368234815-
Genotyps (positiv bei IFN-λ4-Ausprägung) mit der PDAC-Tumorprogression detektiert
werden.

4.2 Therapie der TCGA-LIHC- und TCGA-PAAD-
Patientenkollektive

Für das TCGA-LIHC-Kollektiv stellt die TCGA-Datenbank Informationen zu den an-
gewandten chirurgischen Methoden und den Chemotherapien sowie zu den Ablations-
und adjuvanten Strahlentherapien zur Verfügung1. Teilweise wurde der Zeitpunkt des
Therapiebeginns, die Dauer und Art der Therapie, die verwendeten Medikamente sowie
die Therapieantwort dokumentiert. Bei den HCC-Patienten europäischer Herkunft wur-
den alle Patienten chirurgisch behandelt, wobei vorwiegend Lobektomien und einfache
oder multiple Segmentektomien der Leber durchgeführt wurden. Ein Fall einer totalen
Hepatektomie mit Transplantation ist auch verzeichnet. Eine Ablationstherapie, wobei
zwischen Thermo-, Radiofrequenz- und Ethanolinjektionsablation unterschieden wurde,
wurde bei 40 HCC-Patienten europäischer Herkunft durchgeführt. Adjuvant wurden 7
HCC-Patienten bestrahlt. Eine medikamentöse Therapie erhielten 34 HCC-Patienten.
Häufig wurde den Patienten eine Kombination aus verschiedenen Medikamenten ver-
abreicht, entweder gleichzeitig oder zeitlich versetzt aufgrund von Nichtansprechen der
ersten Therapie oder aufgrund einer Tumorprogression. Als Erstlinienmedikation wurde
vorwiegend der Multikinaseinhibitor Sorafenib verwendet. 12/34 Patienten erhielten eine

1https://portal.gdc.cancer.gov/projects/TCGA-LIHC, Zugriff am 18.02.2020
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Chemotherapie, zumeist aus Cisplatin und Gemcitabin. Angaben der Therapieantwort
nach dem ersten Behandlungsregime fehlen für die HCC-Patienten.

Für das TCGA-PAAD-Kollektiv stellt die TCGA-Datenbank ebenfalls Informationen
zu den angewandten chirurgischen Methoden sowie zu den adjuvanten Chemo- und den
adjuvanten Strahlentherapien zur Verfügung2. Hierbei sind die Informationen wie bei
dem TCGA-LIHC-Kollektiv in den Zeitpunkt des Therapiebeginns, die Dauer und Art
der Therapie, die verwendeten Medikamente sowie die Therapieantwort gegliedert. Bei
den PDAC-Patienten europäischer Herkunft wurden alle Patienten vorwiegend einer par-
tiellen Duodenopankreatektomie oder einer distalen bzw. totalen Pankreatektomie un-
terzogen. Eine adjuvante Strahlentherapie erhielten 37 PDAC-Patienten. Dokumentiert
ist weiterhin die adjuvante Chemotherapie bei 109 PDAC-Patienten, wobei als erstes
vor allem die Gemcitabin-Monotherapie erfolgte. Zusätzlich weist die TCGA-Datenbank
für die PDAC-Patienten Angaben der Therapieantwort nach dem ersten Behandlungs-
regime auf. Hierbei konnten von den 109 chemotherapierten PDAC-Patienten folgende
Therapieantworten für 75 Patienten ermittelt werden: 39 Mal kam es zur Progression,
29 vollständige Remissionen wurden dokumentiert, bei 4 Patienten kam es zu einer par-
tiellen Remission und bei 3 Patienten stellte sich eine stabile Erkrankung ein. Für eine
Stratifizierung der 75 chemotherapierten PDAC-Patienten mit dokumentierter Therapie-
antwort nach IFNL-Genotypen wurden die Therapieantworten „vollständige Remission“
und „stabile Erkrankung“ zusammengefasst. Die Patienten wurden in eine Gruppe mit
für das häufigere Allel C homozygoten Patienten und in eine Gruppe mit Trägern des sel-
teneren Allels G (CG/GG) unterteilt. Hierbei ist deskriptiv und explorativ die Tendenz
eines Zusammenhangs zwischen den Trägern des Allels G, die für ein funktionsfähiges
IFN-λ4 codieren, und einer vollständigen Remission zu erkennen. Dies könnte ein Hin-
weis dafür sein, dass der Genotyp des Polymorphismus IFNL4 rs368234815 entweder
neben einem Einfluss auf die Überlebenswahrscheinlichkeit auch einen Einfluss auf das
Ansprechen einer Chemotherapie hat oder über einen Einfluss auf das Ansprechen auf
eine Chemotherapie Einfluss auf die Überlebenswahrscheinlichkeit nimmt.

Die Therapieinformationen wurden innerhalb dieser Arbeit nicht differenzierter berück-
sichtigt und analysiert. Vorwiegend wurde auf Progressions-/Endparameter eingegangen,
in der Annahme, dass sowohl alle HCC- als auch alle PDAC-Patienten jeweils nach
Evaluierung ihres Allgemeinzustands bestmöglich nach aktuellen Leitlinien therapiert
wurden. Die Frage des Therapieeinflusses bei differenzierter Betrachtung der Therapie
soll Gegenstand einer gesonderten Analyse werden.

2https://portal.gdc.cancer.gov/projects/TCGA-PAAD, Zugriff am 18.02.2020
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4.3 Duale Wirkungsweise der IFNe und humane
Pseudogenisierungsmechanismen

Die Assoziation der IFNL4 -rs368234815-Genvarianten mit verschiedenen viralen und
tumoralen Erkrankungen konnte durch vorherige genetische Assoziationstudien belegt
werden (Lazear et al. 2015; Lasfar et al. 2019). Jedoch ist die biologische Funktionsweise
des IFN-λ4-Proteins noch nicht verstanden. Ein Grund dafür ist unter anderem, dass das
IFNL4 -Gen im Maus- und im Rattengenom fehlt und deswegen murine Tiermodelle zur
Untersuchung der endogenen IFNL4 -Wirkweise nicht genutzt werden können (Obajemu
et al. 2017). Weiterführende Untersuchungen im Hinblick auf die exakte IFNL4 -Funktion
werden benötigt.
Dennoch wurde eine duale Rolle des IFN-λ4-Proteins im Menschen bei viralen und tu-
moralen Erkrankungen erkannt, die die differenzierte Betrachtung der IFN-λ4-Wirkung
auf verschiedene Organe und bei verschiedenen Erregern sowie verschiedenen Tumoren-
titäten erforderlich macht (Lasfar et al. 2019).
Antivirale und antitumorale Wirkungen aller Typ-III-IFNe konnten für verschiedene En-
titäten aufgezeigen werden. Antivirale Eigenschaften der Typ-III-IFNe wurden unter an-
derem bei dem HCV (Prokunina-Olsson et al. 2013), dem HBV (Robek et al. 2005), dem
Cytomegalievirus (CMV) (Egli et al. 2014b), dem Herpes-Simplex-Virus 1/2 (HSV1/2)
(Zhou et al. 2015), dem Dengue-Virus (Palma-Ocampo et al. 2015), dem Influenzavirus
(Egli et al. 2014a) und einigen anderen detektiert (Lazear et al. 2015; Obajemu et al.
2017; Bibert et al. 2018).
Antitumorale Aktivitäten wurden unter anderem bei Melanomzell- und Melanommaus-
modellen (Lasfar et al. 2006), in humanen Zellkulturen von Lungenadenokarzinomen (Te-
zuka et al. 2012) und Ösophaguskarzinomen (Li et al. 2010) und in vivo hepatozellulären
Karzinommausmodellen (Abushahba et al. 2010) ermittelt (Lasfar et al. 2019).
Erst kürzlich wurden neue Erkenntnisse zu den Typ-III-IFNen und deren Wirkung auf
Tumoren veröffentlicht, wobei neue Signalwege entdeckt und Unterschiede zu den Typ-I-
und Typ-II-IFNen und der ISG-Expression beschrieben wurden. Unter anderem wurde
gezeigt, dass die Typ-III-IFNe auch unabhängig vom JAK-STAT-Signalweg JAK2 in-
duzieren und dadurch nicht nur ein anderes Spektrum von IFN-Effektoren exprimieren
können, sondern auch die Freisetzung der reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen
species, ROS) und die Degranulation von neutrophilen Granulozyten herabregulieren
können. Hierdurch regulieren die Typ-III-IFNe im Gegensatz zu den Typ-I- und Typ-
II-IFNen Entzündungsreaktionen herunter und sind nicht an der Exazerbation von Ent-
zündungen oder der Überstimulation des Immunsystem beteiligt (Lasfar et al. 2019).
Die ROS sind wichtig für die Aktivität des Immunsystems, jedoch können sie in zu hoher
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Konzentration zu vermehrten Entzündungen und Tumorprogressionen führen. Vermehrt
befinden sich ROS in den Fibroblasten um solide Tumoren wie dem PDAC, weswe-
gen die Hypothese aufgestellt wurde, dass sich die Unterdrückung der ROS-Freisetzung
durch die Typ-III-IFNe und damit eventuell auch speziell durch IFN-λ4 hemmend auf
die PDAC-Progression auswirke und damit die Überlebenszeit verlängere (Öhlund et al.
2017; Lasfar et al. 2019).
Die Ergebnisse dieser Arbeit führen zur Bestärkung des bisher vermuteten hemmenden
Einflusses der Typ-III-IFNe auf die Tumorprogression des PDAC durch direkte und indi-
rekte antitumorale Wirkungen. Zu diesen Wirkungen, die bereits in vorherigen Studien
ermittelt wurden, gehören unter anderem die Hemmung der Zellproliferation, die gestei-
gerte Apoptose und der erhöhte Zellzyklusarrest sowie die Immunzellaktivierung unter
anderem der T-Zellen, die Hemmung der Angiogenese sowie die ROS-Inhibition in der
Tumorumgebung (Lasfar et al. 2019).
Des Weiteren sind bereits seit längerem apoptotische und antiproliferative Effekte von
vorwiegend IFN-β und IFN-γ, aber auch IFN-α, auf das PDAC nachgewiesen worden
sowie ihre chemosensibilisierende Wirkung zum Beispiel auf das Chemotherapeutikum
5-Fluoruracil (5-FU) (Booy et al. 2015). Dieser hemmende Einfluss der Typ-I- sowie Typ-
II-IFNe auf das Wachstum des PDAC bestärkt die Annahme der möglichen antiproli-
ferativen und apoptotischen Wirkung auch der Typ-III-IFNe auf das PDAC. Aufgrund
der dualen Wirkung der IFNe wird der IFN-Gebrauch in der PDAC-Therapie derzeitig
noch kontrovers diskutiert.

Neben den antitumoralen Wirkungen der Typ-III-IFNe wurde diesen zusätzlich protu-
morale Wirkungen unter anderem im Blasenkarzinom zugeschrieben, wobei das IFN-λ2
die Tumorinvasion fördert (Lee et al. 2012). Des Weiteren wurden dem IFN-λ2 noch die
Unterstützung der Angiogenese, der epithelial-mesenchymalen Transition und der Me-
tastasierung als protumorale Effekte zugeschrieben (Pingwara et al. 2017).
Dank weiterer Studien konnten spezifisch für das IFNL4 Assoziationen mit verschiedenen
biologischen Prozessen und Wechselwirkungen mit Pathogenen detektiert werden. Neben
dem Nachteil einer genetischen Disposition zur IFN-λ4-Expression bei HCV-Infektionen
wurden unter anderem noch die verminderte Elimination des Cytomegalievirus (CMV)
(Manuel et al. 2015) und vermutlich des Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) (Real
et al. 2015) in Assoziation mit der IFN-λ4-Expression beschrieben (Minas et al. 2018).
Des Weiteren wurde eine Assoziation der Disposition zur IFN-λ4-Expression mit einem
erhöhten Risiko an einem aggressiven Prostatakarzinom zu erkranken und früher daran
zu versterben bei Männern mit sexuell übertragbaren Infektionen detektiert (Minas et al.
2018). Die Ausprägung einer IFN-bezogenen DNA-Schaden-resistenten Signatur (IFN-
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related DNA damage-resistant signature, IRDS) bei afrikanischen Männern ist auch mit
dem polymorphen IFNL4 -Genlokus assoziiert. Diese Signatur zeigt einen Zusammen-
hang mit einer kürzeren OS und einer Resistenzentwicklung gegenüber Chemotherapien
und ionisierender Strahlung. Außerdem assoziiert sie mit einem gesteigerten Tumor-
wachstum und einer gesteigerten Metastasierung sowie einer Erhöhung des Risikos der
Entwicklung eines Prostatakarzinoms (Tang et al. 2018). Daneben wurden weitere Kor-
relationen zwischen den IFNL4 -Genvarianten und unter anderem dem Kaposi Sarkom
(Bibert et al. 2018) und der Entwicklung von Leberfibrose (Eslam et al. 2017) innerhalb
verschiedener Studien beschrieben (Prokunina-Olsson 2019).
Es fällt auf, dass bei allen Tumoren viraler Ätiologie die Expression eines funktionsfä-
higen IFN-λ4 als prognostisch ungünstig beschrieben wurde. Bei den PDAC-Tumoren,
für die kein viraler Infektionszusammenhang angenommen wird, konnte in dieser Arbeit
ein prognostisch vorteilhafter Zusammenhang mit der Ausprägung des funktionsfähigen
IFN-λ4-Proteins gezeigt werden.

Die für den Menschen häufig als unvorteilhaft beschriebenen Assoziationen der IFNL4 -
rs368234815-Allelvariante ∆G mit der Progression verschiedener Krankheiten sowie die
verschiedenen detektierten, vor allem human entwickelten Mechanismen, um die Tran-
skription, Translation und Funktionalität des IFNL4 zu verringern, deuten auf einen
insgesamt negativen Einfluss der IFNL4 -rs368234815-Allelvariante ∆G im Menschen
und auf ein Vorteil bei der Abwesenheit des funktionstüchtigen IFN-λ4-Proteins hin.
Zu den evolutionären Mechanismen gehören neben der Pseudogenisierung des IFNL4 -
Gens durch den Austausch des ursprünglichen Allels ∆G durch das Allel TT, das die
Translation eines funktionstüchtigen IFN-λ4 aufgrund einer Leserasterverschiebung ver-
hindert, noch die Ausprägung verschiedener weiterer genetischer Polymorphismen in-
nerhalb der IFNL4 -Genloki wie P70S und 154K, die die Sekretion und Stabilität des
IFN-λ4-Proteins reduzieren (Bamford et al. 2018). Weitere Mechanismen zur Inhibition
der IFNL4 -Expression auf der Ebene der Transkription und Translation im Menschen
wurden beschrieben (Hong et al. 2016; Bamford et al. 2018; Prokunina-Olsson 2019).
Die Ursache der populationsspezifischen Elimination des IFNL4, die vor etwa 60.000
Jahren mit der Migration des Menschen aus Afrika begann, ist noch nicht endgültig
geklärt. Jedoch wird angenommen, dass der wahrscheinlichste Selektionstreiber die Ex-
position gegenüber vor allem viralen Pathogenen sei, wobei die HCV-Infektion durch
ihren doch relativ niedrigen Anteil an tödlichen Verläufen als alleinige Ursache unwahr-
scheinlich ist (Key et al. 2014). Außerdem werden noch spezifische Umwelteinflüsse, die
dem eigentlichen Selektionstreiber entgegenwirken, angenommen, wodurch die geografi-
schen Unterschiede in den MAFs von den relevanten IFNL4 -Polymorphismen bestimmt
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werden (Key et al. 2014).
Es lässt sich vermuten, dass die bis jetzt noch unbekannte Ursache für die Pseudogenisie-
rung des IFNL4 häufiger auftritt und/oder einen gesundheitlich noch stärkeren Einfluss
auf die Menschen ausübt als das PDAC, sodass auch der in dieser Arbeit ermittelte posi-
tive Einfluss des IFNL4 auf die Tumorprogression der PDAC-Patienten die Elimination
der Fähigkeit zur Expression eines funktionsfähigen IFN-λ4 nicht stoppt. Außerdem
besteht die Möglichkeit, dass der Tumor PDAC mit der Elimination des antitumoral
wirkenden IFN-λ4 eine Lücke in der Tumorabwehr nutzt.

4.4 Einfluss der Typ-III-IFNe auf die Tumorprogression des
HCC

In dieser Arbeit wurde für Patienten mit einem HCV-bedingten HCC ein etwa 2,3-fach
erhöhtes Risiko für eine Progression des HCC detektiert. Diese frühere Progression bei
HCC-Patienten mit einer HCV-Infektion wurde auch von Reig et al. (2016) beschrieben.
Die Autoren behandelten in kompletter Tumorresponse befindliche HCC-Patienten, de-
ren Tumoren HCV-bedingt waren, mit direkt antiviral wirkenden Substanzen (direct
acting antivirals, DAA) gegen die HCV-Infektion. Hierbei detektierten Reig et al. (2016)
bei den Patienten eine erstaunlich hohe Rate an HCC-Progressionen im Vergleich zu
Patienten, deren HCCs nicht HCV-bedingt waren.
Diese publizierten Ergebnisse bestärken die in der vorliegenden Arbeit ermittelte Asso-
ziation zwischen dem Risikofaktor einer HCV-Infektion und der HCC-Progression. Ein
Zusammenhang mit dem IFNL4 -Genotyp lässt sich vermuten und diskutieren. Bereits
bekannt ist, dass es nur bei einer HCV-Infektion zu einer Aktivierung und Expression von
IFN-λ4 kommt (Mihm 2015), welches wiederum zu einer nicht ausreichenden Eradikati-
on des HCV führt (Prokunina-Olsson et al. 2013). Transkriptomanalysen von Daten der
IFNL4 -Expression aus der TCGA-Datenbank, stratifiziert nach dem Kriterium Ätiolo-
gie, zeigen eine signifikant erhöhte IFNL4 -Expression bei HCC-Patienten innerhalb der
Ätiologie HCV (aufgrund des Umfangs der Daten wurden diese nicht dargestellt). Die
nicht ausreichende Viruseradikation bei dem Vorliegen eines funktionstüchtigen IFN-λ4
führt vermutlich vermehrt zur Chronifizierung und zu vermehrten Leberschäden, die
die Entstehung eines HCC begünstigen. Wenn bei dem gleichzeitigen Vorliegen einer
HCV-Infektion und der Fähigkeit zur Expression eines funktionstüchtigen IFN-λ4 die
Inzidenzrate für das HCC erhöht ist, liegt die Vermutung nahe, dass auch nach Therapie
des HCC sowohl die Rezidiv- als auch die Progressionsrate erhöht sind, da vermutlich
nie der komplette Tumor entfernt werden kann und somit die oben genannten Vorausset-
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zungen (HCV/funktionsfähiges IFN-λ4) die Tumorprogression eventuell fördern könnten.
Zur Überprüfung dieser Hypothesen sind weiterführende Studien notwendig.

Keine Assoziation wurde zwischen dem IFNL4 -rs368234815-Genotyp und der Tumorpro-
gression bei den HCC-Patienten europäischer Herkunft detektiert. Zum einen sei darauf
hingewiesen, dass mit dem Pankreas und der Leber zwei verschiedene Organsysteme be-
trachtet wurden, die unterschiedliche biologische Funktionsweisen sowohl im gesunden
Organ als auch innerhalb ihrer jeweiligen Tumorentitäten aufzeigen und an denen sich
die Wirkungen unter anderem von IFNen unterschiedlich ausprägen können. Hierbei sei
auf die Eigenheit der Leber als immuntolerantes Organ aufmerksam gemacht. Zum Bei-
spiel konnte bei der chronischen Hepatitis C nur das IFN-λ4 und keines der anderen IFNe
innerhalb der Leber detektiert werden (Mihm et al. 2004; Mihm 2015). Jedoch wurde,
wie bereits erwähnt, die Expression eines funktionstüchtigen IFN-λ4 mit der schlech-
teren Ausheilung einer HCV-Infektion innerhalb der Leber beschrieben, was zumeist zu
einer Chronifizierung der HCV-Infektion mit anschließender chronischen Hepatitis führt.
Diese chronische Entzündung ist als ein eindeutiger Risikofaktor für die Entstehung des
HCC bekannt. Dies lässt vermuten, dass IFNe als antivirale Immunsystemmediatoren
keine oder nur unzureichende Wirkungen in der Leber, vermutlich im Rahmen der lebe-
reigenen Immuntoleranz, ausüben.
Jedoch wurde innerhalb anderer Studien ein antitumoraler Einfluss von IFN-λ4 auf in
vivo hepatozellulären Karzinommodellen ermittelt (Prokunina-Olsson et al. 2013), so-
dass auch ein dosisabhängiger karzinombekämpfender Effekt des IFN-λ4 auf das HCC
in Betracht gezogen werden kann, was bereits durch andere Arbeitsgruppen vermutete
wurde (Onabajo et al. 2015).
Zusätzlich wurde von Petta et al. (2017) für ein europäisches Kollektiv beschrieben, dass
das Vorliegen des homozygoten major IFNL4 -rs368234815-Genotyps TT/TT verstärkt
zur Fibrose und Nekroinflammation in nichtalkohol-induzierten Fettlebern führt im Ver-
gleich zu den Trägern des IFNL4 -rs368234815-Allels ∆G. Daraus kann geschlossen wer-
den, dass Patienten, die homozygot für das Allel TT sind und damit kein funktionstüch-
tiges IFN-λ4 exprimieren, womöglich an stärkeren Fibroseschäden der Leber leiden, was
auch zu der Entwicklung eines HCC führen kann.
Andererseits wurde innerhalb eines Kongressbeitrags von Onabajo et al. (2018) die Un-
tersuchung des Einflusses des IFNL4 -rs368234815-Polymorphismus auf die Tumorpro-
gression bei HCC-Patienten der TCGA-Datenbank beschrieben, wobei der SNP IFNL3/4
rs12980275 als Surrogat für IFNL4 rs368234815 genutzt wurde. Die Autoren ermittelten
eine Assoziation zwischen dem Genotyp und der OS. Hierbei wiesen Patienten mit dem
IFNL4 -rs368234815-Allel ∆G eine verkürzte OS und eine immunreduzierte Tumormi-
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kroumgebung auf.
Zusätzlich wurde noch der Zusammenhang zwischen dem IFNL4 -rs368234815-Allel ∆G

und einem reduzierten Risiko für Leberzirrhose erwähnt, was durch die vermutete In-
duktion von Metallothioneine durch das funktionsfähige IFN-λ4 erklärt wurde. Diesen
Zusammenhang beschrieben bereits Eslam et al. (2017), indem sie herausfanden, dass
vorwiegend IFN-λ3 und nicht IFN-λ4 durch vermehrte Entzündungszellinfiltration in
die Leber zu einer erhöhten Leberentzündung und -fibrose führen.

Die Betrachtung der Populationsauswahl bei der Ergebnisinterpretation ist sehr wichtig,
wie bei dem Vergleich der Ergebnisse von dieser Arbeit und von der Arbeit von Onabajo
et al. (2018) deutlich wird. In dem veröffentlichten Kongressbeitrag von Onabajo et al.
(2018) lagen keine Angaben zu der Ethnizität der Patienten vor.
Die regional verschiedenen Stärken der genetischen Einflüsse, die in dieser Arbeit durch
die unterschiedlichen Auftretenshäufigkeiten des Allels ∆G des IFNL4 -rs368234815-
Polymorphismus bestimmt wurden, können die Stärke der beobachtbaren Assoziatio-
nen entscheiden. Vermutlich wird bei der afrikanischen Population aufgrund der hohen
MAF die Stärke der beobachtbaren Assoziationen im Zusammenhang mit dem IFNL4 -
rs368234815-Polymorphismus höher sein als bei den in dieser Arbeit analysierten Pa-
tienten europäischer Herkunft. Außerdem spricht die ethnische Verteilung der Inzidenz
des HCC für einen noch nicht endgültig ermittelten Vorteil der europäischen Population
im Gegensatz zu der asiatischen und afrikanischen Population (McGlynna et al. 2015).
Im Unterschied zu dem PDAC ist die Inzidenz und Mortalität des HCC in weniger
entwickelten Ländern und vor allem bei Asiaten und Afrikanern höher als in weiter ent-
wickelten Ländern Europas und Nord- bzw. Südamerikas. Jedoch nehmen nicht nur der
Entwicklungsstand und die Umwelt Einfluss auf die Tumorinzidenz. In einer SEER (The
Surveillance, Epidemiology and End Results)-Studie zwischen 2006 und 2012 konnte bei
untersuchten amerikanischen Patienten verschiedener Ethnizität Unterschiede innerhalb
einzelner Ethnizitäten detektiert werden, was das Einwirken eines genetischen Einflusses
auf die Entwicklung von HCC vermuten lässt. Hierbei war die Inzidenz für asiatische
Amerikaner am höchsten, gefolgt von hispanischen und afrikanischen Amerikanern. Die
niedrigste Inzidenz wiesen weiße Amerikaner auf (McGlynna et al. 2015).
Des Weiteren spielt die Therapie sowie der Screening- und Behandlungsstandard ei-
ner Population eine große Rolle sowohl auf eine Verlängerung des PFI bzw. des PFI.2
als auch auf eine Verlängerung der OS und wird bei Patienten europäischer Herkunft
als vergleichsweise hoch angenommen (Li et al. 2019). Der europäische Therapiestan-
dard vermag möglicherweise, die Unterschiede der Tumorprogression zwischen IFN-λ4-
exprimierenden Patienten und den Patienten, die kein funktionstüchtiges IFN-λ4 expri-

82



4 Diskussion

mieren, zu verringern.
Es lässt sich vermuten, dass der Vorteil der europäischen Population mit einem hohen
Screening- und Therapiestandard, unter anderem der weit verbreiteten HBV-Impfung,
zusammenhängt.
Das Vorliegen der mittleren MAF kann bedeutet, dass die Vor- und Nachteile der IFN-
λ4-Wirkung etwa gleichmäßig in der Bevölkerung verteilt vorliegen. Die verschiedenen
Therapiestandards und die Unterschiede in der MAF könnten mitverantwortlich dafür
sein, dass eine mögliche Richtungstendenz des Genotypeinflusses in dieser Arbeit nicht
detektiert werden konnte. Wenn die Annahme besteht, dass bei den afrikanischen und
asiatischen Populationen im Durchschnitt ein etwas niedriger Screening- und Thera-
piestandard vorliegt, werden die Einflüsse des IFN-λ4 voraussichtlich nicht wie bei der
europäischen Population durch effektive und rechtzeitige Therapien reduziert. Für ge-
nauere Erkenntnisse sind zusätzliche Studien notwendig.
Des Weiteren gibt das Wissen über die MAF Anlass zu der Vermutung, dass die afri-
kanische Population mit einer Frequenz des Allels ∆G von etwa 70 % vermehrt an ei-
nem HCV-bedingten HCC leidet und die asiatische Population vermehrt aufgrund ihrer
sehr geringen MAF von etwa 0–5 % eher an einem IFNL3 -vermittelten, Leberfibrose-
induzierten HCC leidet. Zusätzlich kommt bei Asiaten noch die hohe Frequenz der HBV-
Infektionen als Ätiologie des HCC hinzu. Diese Annahmen konnten mittels zusätzlicher
Betrachtung aller nach Ätiologie stratifizierte Ethnizitäten des TCGA-LIHC-Kollektivs
bestärkt werden (Anhang Tab. A.3). Hierbei wurde eine Tendenz in die vermutete Rich-
tung der vermehrten HCV-Infektion bei der afrikanischen Population und einer vermehr-
ten Fibrose (innerhalb der Ätiologie „Kein virales Risiko“) bei der asiatischen Population
als Grund für das HCC gezeigt (Anhang Tab. A.3). Jedoch waren sehr wenig afrikanische
Amerikaner in dem Kollektiv enthalten und die Fibrose war als Ätiologie nicht einzeln
aufgegliedert, weswegen eine Bestätigung nicht vorgenommen werden konnte.

Neben der Betrachtung der IFN-λ4-Wirkung lässt sich vermuten, dass der Einfluss des
stabileren und vermehrt exprimierten IFN-λ3 bei den für ein nicht funktionsfähiges IFN-
λ4 codierenden Patienten auch einen Einfluss auf die progressionsfreien Intervalle, PFI
bzw. PFI.2, und die OS der Patienten hat. Dies würde die direkte Funktion der Surrogat
SNPs (IFNL3 rs4803217 und IFNL3 rs28416813) widerspiegeln. Aufgrund der bekannten
antiviralen und antitumoralen Wirkung des IFN-λ3 kann eine positive Assoziation zwi-
schen dem IFNL4 -rs368234815-Allel TT, d. h. keine Expression eines funktionstüchtigen
IFN-λ4 und gleichzeitig eine verstärkte und stabilere Expression des IFN-λ3, und einem
verlängerten PFI bzw. PFI.2 sowie einer verlängerten OS der HCC-Patienten vermutet
werden. Dadurch könnte das Vorliegen eines IFNL4 -rs368234815-Genotyps TT/TT, was
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vor allem auf die europäische und aisatische Popualtion zutrifft, einen Überlebensvorteil
vermuten lassen. Dieser Vermutung wirken aber Studien von O’Brien et al. (2015) ent-
gegen, bei denen gezeigt werden konnte, dass die Ausprägung eines stabileren IFN-λ3
zusammen mit dem Auftreten eines funktionstüchtigen IFN-λ4 mit einer schlechteren
Ausheilung des HCV assoziiert war im Vergleich zu allen anderen Allelvariationen an
diesen zwei polymorphen Genloki (IFNL4 rs368234815 und IFNL3 rs4803217). Diese
Beobachtung führte zu der Annahme, dass die höhere IFNL3 -Stabilität einen nicht so
starken positiven Effekt habe, vor allem nicht wenn sie gemeinsam mit dem Genotyp
des funktionstüchtigen IFN-λ4 auftrete (Prokunina-Olsson 2019). Aus dieser Beobach-
tung und Behauptung wurde in dem Artikel außerdem gefolgert, dass die Wirkung des
funktionstüchtigen IFN-λ4 den Einfluss des stabileren IFN-λ3 überwöge und somit der
IFNL4 -rs368234815-Polymorphismus der einflussreichste dieses Haplotypblocks sei und
als Kandidatenpolymorphismus agiere (O’Brien et al. 2015).

Die Betrachtung der Funktionsweise der Leber und ihres immuntoleranten Status sowie
der positiven und der negativen Wirkungen des funktionstüchtigen IFN-λ4 auf die Leber
und auf die Entwicklung eines HCC lässt keine Aussage über eine Tendenz der Asso-
ziation des IFNL4 -rs368234815-Genotyps mit der Tumorprogression des HCC innerhalb
der europäischen Population zu.
In Bezug auf die MAF zeigen sich wahrscheinlich eindeutigere Wirkrichtungen bei der
Untersuchung der afrikanischen Population mit einer sehr hohen MAF für den IFNL4 -
rs368234815-Polymorphismus oder bei der asiatischen Population, deren MAF des IFNL4
rs368234815 sehr gering ist.

4.5 Prognostik der Tumorprogression

Der Einfluss des Tumordifferenzierungsgrads und auch des Stadiums der Tumorerkran-
kung auf die Tumorprogression verhielt sich wie erwartet und bestätigt erneut die ana-
lysierten Werte. Hierbei geht ein höherer Differenzierungsgrad und ein höheres Tumor-
stadium mit einer schlechteren Tumorprognose, kürzeren progressionsfreien Intervallen,
PFI bzw. PFI.2, und einem kürzeren Überleben einher. Diese Ergebnisse sind konsistent
zu vorherigen Analysen: ein undifferenzierterer Tumor, d. h. ein Tumor mit höherem
Differenzierungsgrad, metastasiert früher, verhält sich aggressiver und führt zu einer
schlechteren Prognose als ein differenzierterer Tumor. Ein vom Volumen größerer Tu-
mor, d. h. ein Tumor mit höherem Tumorstadium, deutet ebenfalls auf eine schlechtere
Prognose hin als ein Tumor mit niedrigerem Tumorstadium. Diese Einflüsse sind un-
ter anderem in der siebten Auflage des AJCC Cancer Staging Manual zusammengefasst
(Edge et al. 2010). Eine Literaturanalyse mit Betrachtung von 114 wissenschaftlichen
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Artikeln zeigte diese Korrelation der Höhe des Differenzierungsgrads mit der Tumorpro-
gression für HCC-Patienten (Martins-Filho et al. 2017). Des Weiteren wurde von meh-
reren unabhängigen Arbeitsgruppen der Differenzierungsgrad bei PDAC-Patienten als
einer der stärksten unabhängigen Einflussfaktoren auf das Überleben beschrieben (Ro-
chefort et al. 2013).
Bei Betrachtung der OS innerhalb der multiplen Cox-Regressionsanalyse weisen die
HCC-Patienten mit höherem Alter ein leicht erhöhtes Sterberisiko auf. Da das Ster-
berisiko bei dem stetigen Kriterium Alter in Risikoerhöhung pro Altersjahr betrachtet
wird, steigt das Risiko mit jedem Jahr an und schon eine geringe signifikante Tendenz ist
meist klinisch relevant. Aus Tumorstatistiken, unter anderem dem von den NIH (Natio-
nal Institutes of Health) öffentlich zur Verfügung gestellten Programm SEER (The Sur-
veillance, Epidemiology and End Results), ist eindeutig bekannt, dass Tumoren, hierbei
sowohl das HCC als auch das PDAC, vorwiegend Erkrankungen des höheren Lebensal-
ters sind und dass das höhere Alter somit einen relevanten Risikofaktor darstellt (NCI
2020a).

In der vorliegenden Arbeit wurde für das PDAC der Polymorphismus IFNL4 rs368234815
als ein Wirtsfaktor für die Tumorprognose ermittelt, welcher bei Trägern desminor Allels
∆G auf einen günstigeren Verlauf der Erkrankung mit einer erhöhten Lebensqualität in
Form von verlängerten progressionsfreien Intervallen, PFI bzw. PFI.2, und einer höheren
OS hindeutet. Diese Entdeckung und die bis jetzt unbekannte Interaktion auf moleku-
larer Ebene erfordern weitere Bestätigungen und Untersuchungen. Die Assoziationen
lassen sich aufgrund des kontinuierlichen Follow-ups der Patienten und der ergänzenden
Dokumentation in der TCGA-Datenbank zu einem späteren Zeitpunkt mit einer höheren
Fallzahl erneut analysieren. Hierbei ist das Aktualisieren der TCGA-Daten abzuwarten
und regelmäßig zu überprüfen.

4.6 Limitationen der durchgeführten Analysen

Diese Arbeit weist Limitationen auf, die berücksichtigt werden müssen. Bei Fehlen oder
Inkonsistenz der TCGA-Daten wurden durch das TCGA-CDR-Netzwerk standardisierte
Annahmen getroffen, um die Daten zu harmonisieren und nutzen zu können (Liu et al.
2018). Diese Inkonsistenz der TCGA-Daten kam aber erst dadurch zustande, dass bei
der Projektplanung das Zusammentragen der demografischen und klinischen Daten und
insbesondere der Ereigniszeiten nicht das primäre Ziel der TCGA-Datenbank war und
diese Daten erst später integriert wurden. Zusätzlich existiert kein konkreter Follow-up-
Plan von der TCGA-Datenbank, sodass die Follow-up-Zeiten nicht einheitlich gesammelt
wurden und in Zukunft deswegen auch nicht komplett konsistent vervollständigt werden
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können.
Das TCGA-CDR-Netzwerk deutet auf die potentielle Fehlerquelle der sogenannten kon-
kurrierenden Risiken hin, die bei Überlebensanalysen und vor allem bei den spezifischen
Ereigniszeitanalysen, die von einer konkreten Krankheit ausgehen, eine Rolle spielt. Hier-
bei kann die Beobachtung des Eintritts des definierten Ereignisses durch den früheren
Eintritt einer anderen Krankheiten verhindert werden (Liu et al. 2018).
In dieser Arbeit und auch innerhalb des TCGA-CDR-Datensatzes wurden die jeweilig
angewandten Therapien der HCC- bzw. PDAC-Patienten nicht betrachtet, die aber einen
erheblichen Einfluss auf die Tumorprogression (PFI bzw. PFI.2) sowie auf die OS haben.
Hierdurch besteht die Möglichkeit, dass es zu Veränderungen der Ergebnisse und damit
zu einer falschen Interpretation kommt. Das Gleiche gilt für weitere nicht beachtete
Faktoren, zum Beispiel weitere klinische Kriterien, die in dieser Arbeit einen nicht ab-
schätzbaren und nicht beachteten Einfluss auf die Ergebnisse ausüben. Eine allgemeine,
aber für diese Arbeit irrelevante Limitation der TCGA-Datenbank und auch anderer Da-
tenquellen ist, dass die Tumorproben nicht die ganze genetische Vielfalt jedes einzelnen
Tumors widerspiegeln können, da die Gewebeproben für die Genomdatensequenzierung
zumeist nur aus einzelnen Bereichen des neu diagnostizierten Tumors gewonnen wurden.
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Die beiden Tumorentitäten hepatozelluläres Karzinom (hepatocellular carcinoma, HCC)
und duktales Pankreasadenokarzinom (pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC) zählen
zu den tödlichsten Tumoren mit der geringsten 5-Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeit
(< 20 %), deren Inzidenz global betrachtet weiter steigt. Interferone (IFNe) (Typ I-III)
sind sowohl antiviral als auch antitumoral wirkende Proteine. Innerhalb der Typ-III-
IFN-Gene gibt es verschiedene genetische Polymorphismen, die mit einem überzeugen-
den antiviralen Phänotyp, der spontanen und der therapieinduzierten Elimination des
Hepatitis-C-Virus (HCV) im Menschen, assoziieren (Kapitel 1.3.4). Das Allel ∆G einer
dieser Variationen, IFNL4 rs368234815, ist die evolutionsgeschichtlich ältere Variante
und erlaubt die Expression eines funktionstüchtigen IFN-λ4-Proteins, während die jünge-
re Allelvariante TT über eine Verschiebung des Leserasters zu einem funktionalen knock-
out des IFNL4 -Gens führt. TCGA (The Cancer Genome Atlas), eine US-amerikanisch
geförderte Datenbank, stellt Genome von Tumorpatienten in großer Zahl und kuratierter
Form gemeinsam mit umfangreichen demografischen und klinischen Daten zur Verfü-
gung. Die vorliegende Arbeit greift auf die Sequenzdaten von nicht-malignem Gewebe
(Keimbahn) zu, um klinische Evidenz für oder gegen eine prognostische Signifikanz von
genetischen Polymorphismen in IFN lambda(IFNL)-Genen bei Tumorerkrankungen, hier
HCC und PDAC, zu finden.
Die TCGA-Datenbank enthält Daten von insgesamt 377 HCC-Patienten (TCGA-LIHC
(liver hepatocellular carcinoma)-Kollektiv), davon 187 Patienten europäischer Herkunft,
und 185 PDAC-Patienten (TCGA-PAAD (pancreatic adenocarcinoma)-Kollektiv) mit
insgesamt 162 Patienten europäischer Herkunft.
Als Maß für die Tumorprogression werden in dieser Arbeit die Ereigniszeiten progressi-
onsfreies Intervall (progression free interval, PFI), spezifisches progressionsfreies Intervall
(progression free interval.2, PFI.2) und Gesamtüberlebensdauer (overall survival, OS)
herangezogen.
Durch Berechnung des standardisierten Kopplungsungleichgewicht (Linkage Disequili-
brium, LD)-Koeffizienten D′ und des Korrelationsfaktors r2 aus den Daten des 1000-
Genome-Projekts für die insgesamt fünf betrachteten polymorphen Positionen in IFNL-
Genen konnte deren Nutzbarkeit als tagSNPs bzw. von IFNL3 rs4803217 für die HCC-
Patienten und IFNL3 rs28416813 für die PDAC-Patienten als Surrogate für IFNL4
rs368234815 belegt werden.
Anschließend wurden die Genotypen dieser fünf polymorphen Positionen innerhalb der
NCBI (National Center for Biotechnology Information) Genome Workbench dargestellt

87



5 Zusammenfassung

und ausgelesen. Ein Vergleich der Genotypverteilung jeweils der HCC- und der PDAC-
Patienten mit einem für Individuen europäischer Abstammung adjustierten Kontrollkol-
lektiv aus dem 1000-Genome-Projekt zeigte keine signifikanten Unterschiede.
Für die Auswertungen wurden, um Verzerrungen zu vermeiden, nur die Patienten euro-
päischer Herkunft stratifiziert: in eine Gruppe mit Patienten, die Träger des selteneren
Allels ∆G sind und damit die Disposition zur Bildung eines funktionstüchtigen IFN-λ4
besitzen, und eine Vergleichsgruppe mit Patienten, die durch das Vorliegen des Allels
TT kein funktionstüchtiges IFN-λ4 bilden können.
Weder die nach Genotypen stratifizierten HCC- noch die PDAC-Patienten unterschei-
den sich signifikant im Tumordifferenzierungsgrad oder im Tumorstadium. Innerhalb
der Ereigniszeitanalysen nach dem Verfahren von Kaplan-Meier und der multiplen Cox-
Regressionsanalyse zeigte sich, dass erwartungsgemäß ein höheres Alter, ein höherer Tu-
mordifferenzierungsgrad und ein höheres Tumorstadium sowohl bei den HCC- als auch
bei den PDAC-Patienten mit einer früheren Progression (PFI bzw. PFI.2) und einer
schlechteren OS assoziieren oder die Tendenz zur Assoziation aufweisen.
Für die Patienten mit einem HCV-bedingten HCC stellte sich ein erhöhtes Risiko für
eine Progression im Vergleich zu den Patienten mit einem HBV-bedingten HCC dar.
Für die PDAC-Patienten konnte im Vergleich zu den HCC-Patienten ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der genetischen Disposition, ein IFN-λ4 zu exprimieren, und
einer Verzögerung der Progression der Tumorerkrankung sowie der Tendenz zu einer
längeren OS ermittelt werden.
Diese Arbeit stellt die Polymorphismen in den Typ-III-IFN-Genen, die die genetische
Disposition zur Expression von IFN-λ4 spiegeln, als aussagekräftige prognostische Wirts-
faktoren für die Tumorprogression des PDAC heraus. Hierbei können Aussagen über die
progressionsfreien Intervalle, PFI bzw. PFI.2, und damit über die Lebensqualität sowie
über die OS getroffen werden. Diese ersten Ergebnisse bedürfen weiterer Bestätigung
durch voneinander unabhängige Studien. Die Art des Einflusses und eine Kausalität
sind hierbei nicht bekannt und erfordern experimentelle, mechanistische Untersuchun-
gen. Diese Arbeit liefert erste klinische Evidenz für eine prognostische Signifikanz von
Polymorphismen in Typ-III-IFN-Genen des Wirtsgenoms, die die genetische Dispositi-
on zur Expression eines funktionsfähigen IFN-λ4 repräsentieren, für die Progression des
PDAC.
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6 Anhang

6.1 Das Analysekonzept, die Datenressourcen und Software

Das Analysekonzept dieser Arbeit wurde übersichtlich tabellarisch dargestellt. Außer-
dem wurden die verwendeten Datenressourcen, statistischen Software und ihre jeweiligen
Quellen zu Übersichtszwecken ebenfalls tabellarisch zusammengefasst.
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6 Anhang

Tab. A.2: Zusammenfassung der Datenressourcen und der Software
Datenressourcen Datenportale Quellen
a) Hinterlegte Daten
Fallregistrierungs-/
Probenverarbeitungsdokumentation/
Zusammenfassung der gesammelten
Datentypen

National Cancer Institute https://www.cancer.gov/about-nci/
organization/ccg/research/structural-
genomics/tcga/using-tcga/types,
Zugriff am 15.10.2019

TCGA-LIHC-Daten (377 Patienten;
10.832 Dateien)

Genomic Data Commons data
portal

https://portal.gdc.cancer.gov/projects/
TCGA-LIHC , Zugriff am 30.07.2019

TCGA-PAAD-Daten (185 Patienten;
5.307 Dateien)

Genomic Data Commons data
portal

https://portal.gdc.cancer.gov/projects/
TCGA-PAAD, Zugriff am 30.07.2019

Tissue Source Site Codes National Cancer Institute/
Genomic Data Commons

https://gdc.cancer.gov/resources-tcga-
users/tcga-code-tables/tissue-source-
site-codes, Zugriff am 30.07.2019

TCGA-interne HCC-Methodik und
Analyse

The Cancer Genome Atlas Rese-
arch Network

http://dx.doi.org/10.1016/
j.cell.2017.05.046, Zugriff am 15.10.2019

TCGA-interne PDAC-Methodik und
Analyse

The Cancer Genome Atlas Rese-
arch Network

http://dx.doi.org/10.1016/
j.ccell.2017.07.007,
Zugriff am 15.10.2019

TCGA Pan-Cancer Clinical Data
Resource (TCGA-CDR)

National Cancer Institute/
Genomic Data Commons

https://gdc.cancer.gov/about-data/
publications/pancanatlas,
Zugriff am 03.06.2019

1000-Genome-Projekt (Phase 3, Versi-
on 5)

Ensembl GRCh37 release 98 http://grch37.ensembl.org/
Homo_sapiens, Zugriff am 12.04.2019
https://www.internationalgenome.org/,
Zugriff am 22.01.2019

NCBI Genome Workbench (humanes
Vergleichsgenom)

National Center for Biotechnolo-
gy Information

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
gbench/, Zugriff am 20.01.2019

Human Genome Reference As-
sembly

b) Statistische Software
R Version 3.5.2 R Foundation for Statistical

Computing
https://www.r-project.org/about.html,
Zugriff am 01.02.2019

HWE Laboratory of Immunogenomics
and Immuniproteomics

http://www.dr-petrek.eu/documents/
HWE.xls, Zugriff am 13.01.2019

LDlink National Cancer Institute https://ldlink.nci.nih.gov/, Zugriff am
20.02.2019

Division of Cancer Epidemiology
& Genetics

IGV Version 2.4.15 Broad Institute https://software.broadinstitute.org/
software/igv/, Zugriff am 03.06.2019
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6.2 Deskriptive und explorative Statistik

Um einen ersten Überblick über die Verteilung der Daten zu erhalten, wurde die Al-
tersverteilung der HCC- und PDAC-Patienten zunächst grafisch durch Histogramme
dargestellt. Zusätzlich wurden Boxplots und Säulendiagramme aus den klinischen Pati-
entendaten erstellt.

Abb. A.1: Altersverteilung der HCC- und der PDAC-Patienten bei Diagnose.
Das Histogramm für die HCC-Patienten (A) zeigt, dass das Alter bei Diagnose ein Maximum
bei etwa 65–70 Jahren aufweist. Es wird deutlich, dass das HCC im höheren Alter eintritt als
das PDAC (B). Die Altersspannbreite ist bei den HCC-Patienten größer (16–90 Jahre) als bei
den PDAC-Patienten (35–88 Jahre).
Dem Histogramm (A) nach zu beurteilen liegt keine Normalverteilung des Alters bei den HCC-
Patienten vor. Bei den PDAC-Patienten (B) scheint eine Normalverteilung des Alters vorzulie-
gen. Die Klassenbreite der Histogramme wurde mittels der Formel von Freedman und Diaconis
(1981) ermittelt.
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Abb. A.2: Altersverteilung der nach IFNL3 -rs4803217- bzw. IFNL3 -rs28416813-
Genotypen stratifizierten HCC- bzw. PDAC-Patienten.
Dargestellt sind die Altersverteilungen in Form von Boxplots. Die Kästen der Boxplots stellen
den Quartilsabstand mit dem Median als Mittellinie dar. Der Median liegt bei allen HCC-
Patienten (A) bei etwa 65 Jahren. Der Median der PDAC-Patienten (B) mit den Genotypen
CC und CG liegt auch bei etwa 65 Jahren und weicht bei Patienten mit dem Genotyp GG auf
etwa 67 Jahre ab. Die Raute in den Boxen gibt den Mittelwert an und weicht bei den HCC-
Patienten mit dem Genotyp CA mit etwa 61 Jahren am stärksten vom Median ab, wohingegen
die Mittelwerte bei den PDAC-Patienten nicht stark von den Medianen abweichen. Die whisker
decken das 1,5-fache des Quartilsabstands ab und alle extremeren Werte sind als Einzelpunkte
dargestellt. Die Werte der HCC-Patienten mit dem Genotyp CA bzw. der PDAC-Patienten mit
dem Genotyp GG weisen das größte Intervall auf. Insgesamt betrachtet ist die Altersverteilung
zwischen den Strata weder bei den HCC- noch bei den PDAC-Patienten signifikant verschieden
(Kruskal-Wallis-Test: p(HCC) = 0,31, p(PDAC) = 0,98).
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Abb. A.3: Verteilung der Anteile der nach IFNL3 -rs4803217-Genotypen CC, CA,
AA stratifizierten HCC-Patienten auf die benannten Risikofaktoren.
Dargestellt sind die relativen Häufigkeiten in Säulendiagrammen. Innerhalb der Patientengruppe
mit dem IFNL3 -rs4803217-Genotyp CC ist der Anteil der Patienten mit dem Risikofaktor einer
HBV-Infektion mit etwa 25 % am größten. Der größte Anteil der Patienten mit einer Koinfektion
des HBV und des HCV mit etwa 25 % liegt bei den heterozygoten Patienten vor und bei den
Patienten mit dem Genotyp AA ist der Anteil der Patienten mit dem Risikofaktor einer HCV-
Infektion mit etwa 40 % am größten. Insgesamt betrachtet ist die Risikoverteilung zwischen den
Strata nicht signifikant verschieden (χ2-Test: p(HCC) = 0,59).
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6 Anhang

Abb. A.4: Verteilung der Anteile der nach IFNL3 -rs4803217-Genotypen CC, CA,
AA stratifizierten HCC-Patienten auf die klinischen Kriterien Tumordifferenzie-
rungsgrad bzw. Tumorstadium.
Dargestellt sind die relativen Häufigkeiten in Säulendiagrammen. Alle HCC-Patienten unabhän-
gig vom Genotyp weisen vorwiegend ein Differenzierungsgrad G2 (A) mit etwa 55–70 % und
ein Tumorstadium I (B) mit 50 % auf. Insgesamt betrachtet ist die Verteilung der Kriterien
zwischen den Strata nicht signifikant verschieden (χ2-Test: p(Grad) = 0,87, p(Stadium) = 0,69).
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6 Anhang

Abb. A.5: Verteilung der Anteile der nach IFNL3 -rs28416813-Genotypen CC, CG,
GG stratifizierten PDAC-Patienten auf die klinischen Kriterien Tumordifferenzie-
rungsgrad bzw. Tumorstadium.
Dargestellt sind die relativen Häufigkeiten in Säulendiagrammen. Innerhalb der PDAC-
Patientengruppe mit den IFNL3 -rs28416813-Genotypen CC und CG ist der Anteil der Pati-
enten mit einem Differenzierungsgrad G2 (A) mit etwa 50 % am größten. Bei den Patienten mit
dem Genotyp GG liegt der größte Anteil der PDAC-Patienten mit nahezu 40 % innerhalb des
Differenzierungsgrads G3 (A). Alle PDAC-Patienten unabhängig vom Genotyp weisen vorwie-
gend ein Tumorstadium II (B) mit etwa 80 % auf. Insgesamt betrachtet ist die Verteilung der
Kriterien zwischen den Strata nicht signifikant verschieden (χ2-Test: p(Grad) = 0,42, exakter
Fisher-Yates-Test: p(Stadium) = 0,86).
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6 Anhang

6.3 Stratifizierung der Daten des TCGA-LIHC-Kollektivs
nach der Ätiologie

Aus den anamnestischen und serologischen Daten der TCGA-Datenbank für das TCGA-
LIHC-Kollektiv konnten innerhalb dieser Arbeit verschiedene Risikofaktoren (mutmaß-
liche Ätiologie) unterschieden werden. Anschließend wurde das TCGA-LIHC-Kollektiv
nach dieser Ätiologie stratifiziert. Hierbei zeigt sich, dass der größte Anteil aus HBV-
infizierten HCC-Patienten besteht, die mit 57,5 Jahren bei Diagnose am jüngsten sind
(Tab. A.3). Am ältesten sind die Patienten bei Diagnose mit einem HCC, welches nicht
mit einem viralen Risiko, jedoch mit anderen Risikofaktoren, wie beispielsweise Alkohol-
konsum, Ausprägung einer nicht-alkoholinduzierten Steatose oder Steatohepatitis und
Lebertoxinexpositionen, assoziiert ist. Die Geschlechterverteilung entspricht in allen Ri-
sikostrata, bis auf dem Stratum „Kein Risiko“, etwa einem Verhältnis von 2,6 : 1 (m : f).
Innerhalb des Stratums „Kein Risiko“ sind mehr Frauen als Männer vertreten (0,6 : 1

(m : f)) (Tab. A.3). Die Risikofaktoren sind innerhalb der Gruppen der Patienten europäi-
scher Herkunft homogen verteilt. Unter den HCC-Patienten asiatischer Herkunft ist der
Anteil der HBV-Infizierten am höchsten und unter den Patienten afrikanischer Herkunft
überwiegt der Anteil der HCV-Infizierten (Tab. A.3). Im Durchschnitt weisen Patienten
mit einem HBV-bedingten HCC einen höheren Differenzierungsgrad (G3) auf als alle
anderen Patienten, deren HCC nicht HBV-bedingt ist (Tab. A.3). Das höhere Tumor-
stadium III weisen hingegen vor allem Patienten auf, bei denen gleichzeitig eine HBV-
und HCV-Infektion vorkommt (Tab. A.3). Ein deutlicher Unterschied ist bei Betrachtung
der Genotypverteilung zwischen den Patienten, die homozygot für das häufigere Allel C
sind, und den Trägern des selteneren Allels A innerhalb der jeweiligen Strata erkenn-
bar. Bei den HCC-Patienten, bei denen kein bzw. kein viraler Risikofaktor detektiert
werden konnte sowie bei Patienten mit einer HBV-/HCV-Koinfektion, sind mehr Allel-
C-Homozygote als Träger des Allels A vertreten. Auffällig ist, dass bei Patienten mit
einem HBV-bedingten HCC die Allel-C-Homozygoten überproportional häufig vertre-
ten sind. Das vermehrte Auftreten der Allel-C-Homozygoten unter den HBV-infizierten
HCC-Patienten lässt sich damit erklären, dass vorwiegend Patienten asiatischer Herkunft
eine HBV-Infektion aufweisen und gleichzeitig ihre MAF für das Allel A sehr gering ist.
Des Weiteren sind die HCV-infizierten HCC Patienten 1,4-fach so häufig Träger des Al-
lels A. Erklärbar ist der höhere Anteil der Träger des Allels A mit der bereits bekannten
Tatsache, dass die Expression eines funktionsfähigen IFN-λ4 schlecht für die spontane
und therapieinduzierte Ausheilung einer HCV-Infektion ist und wahrscheinlich vermehrt
zu einem HCC führt (Ge et al. 2009). Die Genotypverteilungen innerhalb der Strata
befinden sich im HWE (p > 0,05).
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6 Anhang

6.4 Mediane ereignisfreie Zeiten und mediane
Beobachtungszeiträume

Die medianen ereignisfreien Zeiten und die medianen Beobachtungszeiträume wurden in-
nerhalb Tab. A.4 für die HCC-Patienten und innerhalb Tab. A.5 für die PDAC-Patienten
von der Diagnose bis zum Eintritt des Ereignisses oder der Zensierung für alle drei Er-
eigniszeiten (PFI/PFI.2/OS) in Monaten angegeben. Dabei wurde zwischen dem Be-
obachtungszeitraum für jeweils das gesamten Kollektiv und für die Patienten mit Er-
eignis bzw. diejenigen, die zensiert wurden, unterschieden (Gesamt/Ereignis/Zensiert)
(Tab. A.4, Tab. A.5). Mit dieser Darstellung sollte festgestellt werden, ob die Beobach-
tungszeiträume vergleichbar sind. Bei den Analysen nach dem Kaplan-Meier-Verfahren
ist hauptsächlich die Betrachtung des Beobachtungszeitraums sowie die Anzahl der Er-
eigniseintritte und nicht die Betrachtung der Anzahl der Patienten entscheidend.

In dieser Arbeit soll zur Abschätzung der Suffizienz der Beobachtungszeit nach Krite-
rien aus dem TCGA-CDR-Datensatz vorgegangen werden. Das TCGA-CDR-Netzwerk
formuliert unter anderem die Bedingung, dass die Kaplan-Meier-Kurven keine großen
Sprünge bei den Zensierungen aufweisen und in dem Intervall von dem letzten Ereignis
bis zum Beobachtungsende konstant oder flach seien, sozusagen in einem steady state
enden (Liu et al. 2018). Des Weiteren soll die maximale und mediane Ereigniszeit kleiner
sein, als die maximale und mediane zensierte Zeit, damit eine ausreichend lange Beob-
achtungszeit auch noch nach Ereigniseintritt gewährleistet ist. Als letztes wird von den
Daten erwartet, dass eine Ereignisrate von ≥ 30 % vorliegt und dass die Bedingung
nach Peduzzi et al. (1995) erfüllt sei, die besagt, dass für jedes getestete Merkmal ≥ 10

Ereignisse eingetreten sein müssen (Liu et al. 2018).
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die gestellten Anforderungen größtenteils erfüllt.
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6 Anhang

6.5 Ereigniszeitanalyse des spezifischen progressionsfreien
Intervalls (PFI.2) nach dem Kaplan-Meier-Verfahren für
nach klinischen Merkmalen stratifizierte HCC- und
PDAC-Patienten

Durch die multiplen Cox-Regressionsanalysen konnten die freien Kriterien mit einem
unabhängigen signifikanten Einfluss auf das PFI.2 ermittelt werden. Hierbei sind die
ermittelten Einflüsse der freien Kriterien auf das abhängige Kriterium (PFI.2) für alle
anderen betrachteten Einflussgrößen adjustiert. Diese einzelnen signifikanten Einflüsse
wurden grafisch durch Kaplan-Meier-Kurven dargestellt.

Abb. A.6: Ereigniszeitanalyse des spezifischen progressionsfreien Intervalls (PFI.2)
nach dem Kaplan-Meier-Verfahren für nach klinischen Merkmalen stratifizierte
HCC-Patienten.
Dargestellt sind in Abhängigkeit von der Zeit die Auswertungen für die Merkmale mit einem
von den anderen getesteten Merkmalen unabhängigen, signifikanten Einfluss auf das PFI.2: Ri-
sikofaktoren (A), Tumordifferenzierungsgrad (B) und Tumorstadium (C).
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6 Anhang

Abb. A.7: Ereigniszeitanalyse des spezifischen progressionsfreien Intervalls (PFI.2)
nach dem Kaplan-Meier-Verfahren für nach klinischen und genetischen Merkmalen
stratifizierte PDAC-Patienten.
Dargestellt sind in Abhängigkeit von der Zeit die Auswertungen für die Merkmale mit einem von
den anderen getesteten Merkmalen unabhängigen, signifikanten Einfluss auf das PFI.2: Genotyp
(IFNL3 rs28416813) (A), Tumordifferenzierungsgrad (B) und Tumorstadium (C).
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