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1.1  Das Prostatakarzinom

Prostatakrebs ist die bei Méannern am zweithdufigsten diagnostizierte Krebsart weltweit mit
geschatzten 903500 Neuerkrankungen 2008 und steht mit geschétzten 258 400 Todesfallen im
Jahr 2008 auf Platz 6 der krebsassoziierten Todesursachen (Jemal et al. 2011). In Deutschland
ist Prostatakrebs mit einem Anteil von circa 26 % die haufigste neu diagnostizierte
Krebserkrankung und fuhrt dabei zu etwa 10 % der Krebssterbefélle (RKI/GEKID 2010).

Das mediane Erkrankungsalter liegt bei 69 Jahren, wahrend Erkrankungen vor dem 50.
Lebensjahr als &ulerst selten gelten. Damit zahlt das Alter neben hormonellen Faktoren, der
positiven Familienanamnese sowie ethnischer Herkunft (Taylor et al. 1994) zu den

Hauptrisikofaktoren der Erkrankung (Hautmann 2010).

Diatetischen Faktoren wird eine unabhéngige Rolle als Risikofaktor zugeschrieben. So konnte
klrzlich eine Studie an 47911 Mannern eine inverse Beziehung zwischen Kaffeekonsum und
dem Risiko zu erkranken nachweisen (Wilson et al. 2011), wahrend Adipositas mit
geringerem Risiko fir niedrigmalignen und héherem Risiko fiir hochmalignen Prostatakrebs
korrelierte (Rodriguez et al. 2007).

Seit der Einflhrung der Screeninguntersuchungen nach erhdhten prostataspezifischen Antigen
(PSA) - Werten im Serum bei Mannern ab dem 45. Lebensjahr ist die altersspezifische
Erkrankungsrate seit 1980 in Deutschland um 110 % angestiegen. In Konsequenz fiihrt dies
dazu, dass die Erkrankungszahlen bei Mannern zwischen 50 und 69 Jahren steigen, wahrend
gleichzeitig bei Mannern tber 75 Jahren die Neuerkrankungszahlen sinken (RKI/GEKID
2010).

Nach Feststellung erhdhter Serum-PSA-Werte wird bei den Patienten eine transrektale
Stanzbiopsie durchgefiihrt, um das Prostatagewebe histologisch auf Malignitat zu Gberprifen.
Im Falle nachgewiesener Malignitétskriterien wird der Gleason Score der Krebszellen
ermittelt. Ursprunglich wurden dabei die histologischen Schnitte nach funf Stufen von gut
differenziert (1) bis schlecht differenziert (5) eingeteilt und die am hdaufigsten gefundene
sowie die am zweithdufigsten gefundene Differenzierungsart addiert. Nachdem
Untersuchungen (Gleason 1996; Lange und Narayan 1983; Oliveira et al. 2010) bei OP-
Préparaten zeigten, dass das Gleason Grading nach Stanzbiopsie oft zu niedrig ausfiel, wurde

2005 eine Neudefinition durchgefuhrt. Der Gleason Score setzt sich nun aus dem hdufigsten
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und dem aggressivsten Muster zusammen (Epstein et al. 2005). Interessant ist, dass in
mehreren Untersuchungen die signifikant hthere Lymphknotenmetastasierung von Score 7

als Score 6 nachgewiesen werden konnte (Epstein et al. 1996; McNeal et al. 1990).

Ein hoher Score geht also mit einer erhdhten Malignitat und daher schlechteren Prognose fur

den Patienten einher.

1.2  Therapiemoglichkeiten
Prostatakrebs ist der Krebs des alten Mannes. Bei Autopsien von 80jahrigen Ménnern wurde
eine Pravalenz von 80 % festgestellt, trotz alledem versterben die meisten Ménner vielmehr

mit Prostatakrebs als an Prostatakrebs (Bostwick et al. 2004).

Je nach Tumorstadium, Lebenserwartung und Begleiterkrankungen sowie Wunsch des
Patienten bieten sich kurative, beobachtende oder palliative Therapiemdglichkeiten an.

Da das Prostatakarzinom ein vergleichsweise langsam wachsender Tumor ist, kann bei
Patienten mit lokal begrenztem Wachstum und guter Zelldifferenzierung das Konzept des
Active Surveillance diskutiert werden, bei welchem der Tumor ohne Therapie engmaschig
kontrolliert wird. Dem gegenuber steht das Watchful Waiting, das bei Patienten mit einer
Lebenserwartung von weniger als 10 Jahren empfohlen wird, egal, in welchem Stadium sich

der Tumor befindet. Hierbei wird erst bei fortschreitender Symptomatik palliativ therapiert.

Patienten mit lokal begrenzten Tumoren, die eine Lebenserwartung von mehr als 10 Jahren
sowie eine niedrige Komorbiditdt aufweisen, sollten kurativen Therapiemdglichkeiten
zugefiihrt werden. Hierbei haben sich bei verschiedenen Untersuchungen (D'Amico et al.
2002; D'Amico et al. 1998; Kupelian et al. 2004; Potters et al. 2004; Stokes 2000; Zincke et
al. 1994) die relative Gleichwertigkeit der perkutanen Strahlentherapie mit der chirurgischen
radikalen Prostatektomie beziiglich des biochemisch rezidivfreien Uberlebens belegen lassen.

Unterschiede zeigen sich in den therapieassoziierten Nebenwirkungsspektren, welche sich bei
der radikalen Prostatektomie vor allem als Harninkontinenz und Impotenz (McCammon et al.
1999; Shrader-Bogen et al. 1997), bei der Strahlentherapie vor allem durch rektale und
urogenitale Dysfunktionen manifestieren (McCammon et al. 1999; Ohashi et al. 2007).

Als Palliativmalinahmen bei fortgeschrittenem Prostatakarzinom bietet sich sowohl die
Hormontherapie als auch die Strahlentherapie zur lokalen Kontrolle sowie Leidenslinderung

an.
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1.2.1 Active Surveillance

Das Konzept des Active Surveillance kann zum Tragen kommen, wenn der Tumor im
Stadium T1c und T2a mit einem PSA-Wert < 10 ng/ml und der Gleason Score < 6 ist, der
Tumor in < 2 Stanzen der Biopsie zu finden war sowie < 50% einer Stanze mit
Tumoranteilen durchwachsen war (Klotz 2005). Dabei wird keine Therapie durchgefiihrt,
aber der Tumor engmaschig durch PSA-Kontrollen sowie digital-rektale Untersuchungen

uberwacht (DGU 2011).

1.2.2 Operation

Die radikale Prostatektomie ist das chirurgische Standardverfahren der Tumortherapie bei
lokal begrenztem Prostatakarzinom. Ziel ist die Entfernung der Prostata in ihrer Kapsel, den
distalen Samenleitern und der Samenblasen (Hautmann 2010). Dabei haben sich drei
Zugangswege etabliert: neben dem retropubischen und dem perinealen steht seit wenigen
Jahren auch der laparoskopische Zugang zur Verfugung (Michel et al. 2003). Die Wahl des
Operationsverfahrens richtet sich nach der Tumorausbreitung. Bei bereits fortgeschrittener
Tumorausbreitung wird der retropubische Weg gewahlt, da so auch eine lokoregionare

Lymphadenektomie durchgefihrt werden kann.

Trotz nervenschonender Technik wurden in einer Studienzusammenfassung Operations-
nachwirkungen in Form von Harninkontinenz, abhéngig von Operationsmethode und Design
der Studie, zwischen 4 und 47% angegeben. Harnréhrenstrikturen traten bei bis zu 25 % der
operierten Patienten auf (Michl et al. 2003). Erektile Dysfunktion wurde 18 Monate
postoperativ in einer groRen amerikanischen Studie (1291 Teilnehmer, lokalisiertes Prostata-
karzinom) von durchschnittlich 59,9 % der Patienten angegeben (Stanford et al. 2000).

1.2.3 Hormontherapie (adjuvant in kurativer Situation und palliativ)

Das Wachstum der Prostata sowie der Prostatakarzinomzellen ist abhangig vom Angebot an
Dihydrotestosteron (Wilson et al. 1993). Demnach kann eine chemisch-pharmakologische

oder chirurgische Kastration in der Therapie des Prostatakarzinoms indiziert sein.

Die chirurgische Kastration spielt heutzutage eine untergeordnete Rolle, da der Verlust des
Skrotalinhaltes psychisch als sehr traumatisch empfunden wird. Sie wird daher nur in
palliativen Stadien eingesetzt, in welchen der initial erhdhte Hormonspiegel zu Schmerzen

flhren kann.
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Pharmakologisch kann auf verschiedene Weise in den Regelkreis zwischen Hypothalamus,
Hypophysenvorderlappen, Sertolizellen und Leydigzellen sowie Nebennierenrinde

eingegriffen werden.

Luteinisierendes-Releasing-Hormon (LHRH) - Analoga bewirken eine Uberstimulation der
LHRH-Rezeptoren und bewirken so eine Verminderung der Expression. LHRH-Antagonisten
blockieren die Rezeptoren kompetitiv. Steroidale oder nicht-steroidale Antiandrogene
blockieren die Androgenrezeptoren kompetitiv und verhindern so die Wirkung des
Testosterons auf die Zielzelle. 5-a-Reduktasehemmer hemmen die Umwandlung von
Testosteron in den aktiveren Metaboliten Dihydrotestosteron, sie sind allerdings nicht zur

Monotherapie indiziert.

Nach Heidenreich gelten aktuell folgende Indikationen fur eine hormonelle Kastration: In
kurativer Situation fir alle lokal fortgeschrittenen Karzinome sowie in palliativer Situation fir
alle metastasierten und / oder lymphknoteninfiltrierenden Karzinome (Heidenreich et al.
2008).

1.2.4 Strahlentherapie

Am 8. November 1895 entdeckte Wilhelm Conrad RoOntgen in Wirzburg die nach ihm
benannten Rontgenstrahlen (Rontgen 1896). Dabei handelt es sich um elektromagnetische
Wellen mit einem Spektrum zwischen 100 Elektronenvolt (eV) und mehreren Mega-

elektronenvolt (MeV), die in der Lage sind, Materie zu durchdringen.

Bereits ein Jahr nach dieser Entdeckung wurde die Rontgenstrahlung durch den Wiener Arzt
Leopold Freund zur Bestrahlung eines benignen Naevus eingesetzt (Bamberg et al. 2003).
Seit dieser Zeit, als die schadigende Wirkung der Strahlung wissenschaftlich noch wenig

bekannt war, hat sich eine groRe Entwicklung abgespielt.

In der modernen perkutanen Strahlentherapie wird mit Linearbeschleunigern gearbeitet,
welche nach dreidimensionaler Bestrahlungsplanung Photonen- oder Elektronenstrahlung,
den anatomischen und pathologischen Kriterien des Bestrahlungsziels angepasst, in

modulierten Energiedosen erzeugen kénnen.

Heutzutage gehort die Strahlentherapie neben der Chirurgie und der medikamentdsen
Therapie zur Basis der Krebsbekampfung. Physikalisch-biologische Grundlage der
Strahlungswirkung ist die Absorption und Interaktion ionisierender Strahlung auf die Zellen
des Korpers. Der tberwiegende Teil der Strahlung wird von intra- sowie interzelluldrem

Wasser aufgenommen, welches in der Radiolyse uber verschiedene Reaktionsschritte

4
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Wasserstoffperoxid und molekularen Sauerstoff erzeugt. Diese wirken als Radikale und
zerstoren so die das Zellerbgut tragende Desoxyribonukleinsaure. Ubersteigen die Schaden
am Erbgut die Reparaturfahigkeit der Zelle, so fuhrt dies zum Zelltod.

Da gesunde Zellen (ber eine bessere Reparaturfahigkeit verfligen als Tumorzelle wird die
applizierte Strahlendosis auf einen langeren Zeitraum ausgedehnt [Fraktionierung auf 1,8 — 2
Gray (Gy) / Tag]. So wird das gesunde Gewebe im Bereich der Bestrahlung geschont und
Nebenwirkungen gemindert bei maximaler Wirkung auf entartete Zellen (Lohr und Wenz
2007). Nichtsdestotrotz kénnen nach wie vor bei strahlentherapeutisch behandelten Patienten

Nebenwirkungen auftreten, auf welche in Kap. 1.3 n&her eingegangen wird.

1.2.4.1 Perkutane Strahlentherapie (primar und adjuvant)

In der Therapie des Prostatakarzinoms ist die perkutane Bestrahlung mit Photonenstrahlen
eine primdre Therapieoption bei lokal begrenzten Tumoren. Nach Studienlage wird dabei eine
Dosis von mindestens 70 — 72 Gy eingesetzt (Dearnaley et al. 2007; Kuban et al. 2008;
Peeters et al. 2006).

Bei Tumoren des mittleren und hohen Risikoprofils wird von der S3-Leitlinie
Prostatakarzinom (DGU 2011) zusétzlich eine neoadjuvante bzw. adjuvante hormonablative
Therapie empfohlen. Es konnte gezeigt werden, dass diese Kombination das Uberleben der

Patienten verlangert.

1.2.4.2 Brachytherapie (HDR-Boost, Seeds)

Brachytherapie ist die interne Strahlentherapie. Man unterscheidet zwischen der Low Dose
Rate (LDR)- und der High Dose Rate (HDR)-Brachytherapie.

LDR besteht aus der dauerhaften Implantation von etwa reiskorngrofRen Strahlungsquellen,
sogenannten Seeds, in die Prostata. Diese Methode wurde erstmals 1972 mit Jod-125
beschrieben (Whitmore et al. 1972), alternativ wird auch Palladium-103 eingesetzt, welches

sich durch eine deutlich kiirzere Halbwertszeit auszeichnet (60 versus 17 Tage).

Diese Therapieoption eignet sich sehr gut flr niedrig maligne Tumoren bis Stadium T2a, NO,
MO, initialem PSA < 10 ng/ml, Gleason Score < 6, Tumornachweis in weniger als 50 % der
Stanzproben sowie einem Prostatavolumen unter 50 cm® [The GEC ESTRO Handbook of
Brachtherapy (Ash et al. 2000)].

HDR-Brachytherapie wird in Kombination mit perkutaner Bestrahlung durchgefihrt. Vor, im

Verlauf oder nach Abschluss der perkutanen Radiatio wird im Afterloadingverfahren eine
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Dosiseskalation durch kurzzeitige Applikation wvon Strahlungsquellen (Iridium-192,
Halbwertszeit 72 Tage) durchgefuihrt, wobei die applizierte Strahlendosis um den Faktor 1000
hoher ist als bei der LDR (Wahlgren et al. 2007).

In Kombination mit perkutaner Radiatio wird die HDR als Primartherapie bei Tumoren im
Intermediér- sowie im Hochrisikostadium bis ¢T3 angeboten. Kontraindiziert ist die HDR bei
Tumoren im Stadium T4, IPSS-Score > 8, Restharn > 80 ml, Prostatavolumen > 60 ml sowie
Miktionsvolumen < 10 ml/s (DGU 2011).

1.3 Nebenwirkungen in der Strahlentherapie

Als Nebenwirkungen der Strahlentherapie der Prostataloge sind besonders die Proktitis und
die Zystitis zu nennen, auf welche im Folgenden naher eingegangen wird. Nach der
internationalen Klassifikation RTOG/EORTC-Toxicity Criteria werden die Nebenwirkungen
nach klinischen Kriterien in Grad 1 — 5 ecingeteilt, wobei 1 fiir ,leicht“ und 5 fiir
»Nebenwirkungen mit Todesfolge* steht. Im klinischen Alltag sind Grad 1 und 2 hé&ufig

anzutreffen, Grad 3 ist bereits deutlich seltener, Grad 4 und Grad 5 fast nie anzutreffen.

Neben Proktitis und Zystitis gehort auch die radiogen bedingte Dermatitis zu den typischen
Nebenwirkungen (Dearnaley et al. 1999). Die strahleninduzierten Wirkungen konnen dabei
im Zeitraum der Bestrahlungen, aber auch noch Monate und Jahre spater auftreten und dabei
die Lebensqualitat der Betroffenen zum Teil stark beeintrachtigen (Ajlouni 1999; Eton und
Lepore 2002; Lilleby et al. 1999; Shrader-Bogen et al. 1997).

Nach internationalem Ubereinkommen (Trotti et al. 2000) bezeichnet man Toxizitat, die von
Beginn bis 90 Tage nach Beginn der Bestrahlung auftritt, als Akutnebenwirkung, spater
auftretende Schaden als Spat- bzw. chronische Strahlenschdaden. Eine im Jahr 2008
veroffentlichte Studie konnte eine deutliche Risikoerhéhung fiir Spattoxizitat feststellen,
wenn Patienten bereits unter akuten Reaktionen zu leiden hatten (sog. konsekutive Spatfolge)
(Zelefsky et al. 2008).

1.3.1 Akute und chronische Proktitis

Die akute Proktitis ist die am haufigsten beobachtete Nebenwirkung bei Bestrahlung der
Prostata. In verschiedenen Untersuchungen (Hille et al. 2005b; Koper et al. 1999; Peeters et
al. 2005; Pollack et al. 2002; Storey et al. 2000) zeigten sich bei bis zu 76 % der Patienten
Grad 1 und bei bis zu 44 % Grad 2 der Beschwerdesymptomatik, die sich vor allem durch
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erhohten Stuhldrang, erhdhte Stuhlfrequenz, Diarrhd und Blut- sowie Schleimbeimengungen

auszeichnet.

Die akute Proktitis bildet sich in der Regel innerhalb weniger Monate posttherapeutisch
zurlick, die chronische Proktitis tritt definitionsgemal mit einer Latenz von mindestens 90

Tagen auf und ist durch 0.g. Symptome sowie Schmerzen und Krampfe charakterisiert.

Forschungen ergaben fiir die chronische Grad 1-Proktitis eine Inzidenz von 20-40 %
innerhalb der ersten 3 Jahre nach Behandlung (Denham et al. 1999; Koper et al. 2004;
Michalski et al. 2005), fir die chronische > Grad 2-Proktitis bis zu 37 % innerhalb der ersten
4 Jahre (Cozzarini et al. 2003; Denham et al. 1999; Fiorino et al. 2002; Smit et al. 1990;
Storey et al. 2000; Wachter et al. 2001; Zapatero et al. 2004).

Auch bei Behandlung der Proktitis wird nach dem zeitlichen Auftreten der Beschwerden
unterteilt. In der akuten Phase wird symptomatisch z.B. Cinchocain lokal in Form von
schmerzlindernder Salbe eingesetzt und/oder Loperamid zur Kontrolle der Stuhlfrequenz. Bei
ausgepragter Symptomatik konnen Uber einen kurzen Zeitraum lokal Kortikoide eingesetzt

werden.

In randomisierten Studien wurden Sucralfat, ein Saccharosesulfatderivat sowie Misoprostol,
ein Prostaglandin, zur Pravention der akuten radiogen induzierten Proktitis untersucht (Hille
et al. 2005b; Hille et al. 2005a; Kneebone et al. 2001). Dabei konnten jedoch keine

prophylaktischen Wirkungen nachgewiesen werden.

Bei Darmtoxizitat der Spatphase wird mit Sucralfat-Klysmen sowie Fettsaure-Klysmen
(Hanson et al. 2012; Pinto et al. 1999) behandelt, desweiteren besteht die Maoglichkeit zur
oralen Therapie mit Sulfasalazin, einem nicht-steroidalen Antiphlogistikum, sowie
Pentoxifyllin in Kombination mit Tocopherol (Hille et al. 2005b).

Weitere, therapieresistente Beschwerden konnen nach neuen Erkenntnissen durch hyperbare
Sauerstofftherapie (Oliai et al. 2012) sowie Laserkoagulation (Hanson et al. 2012; Rustagi
und Mashimo 2011) behandelt werden.

1.3.2 Akute und chronische Zystitis

Die akute Zystitis ist die zweithdufigste therapieassoziierte Nebenwirkung der
Strahlentherapie der Prostata. Sie wird nach klinischen Parametern in den sog. Harnscore
eingeteilt und ist ebenfalls in Grad 1 bis Grad 5 eingeteilt. Charakteristische Symptome sind
Hamaturie, Dysurie, vermehrter Harndrang, Harnverhalt und Blasenkrdmpfe. Studien zufolge
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erleiden ca. 50 % der Patienten keine oder nur milde Symptome (Grad 0-1) der akuten
Zystitis, ca. 40 % Grad 2 und 13 % heftigere Gewebsreaktionen (Grad 3) (Peeters et al. 2005).

Charakteristischerweise zeigt sich auch deutliche Abnahme der Symptome in den Wochen
nach Therapieende. Eine Chronifizierung der Beschwerden zeigt sich in 10-30 % der
Betroffenen (Peeters et al. 2005).

Therapeutisch werden hier Spasmolytika eingesetzt sowie auf eine erhéhte Trinkmenge und
Infektbehandlung verwiesen (Lohr und Wenz 2007). In intensiven Fallen der spéten,
hamorrhagischen Zystitis scheint die hyperbare Sauerstofftherapie in der Behandlung
positiven Einfluss zu zeigen (Chong et al. 2005; Neheman et al. 2005; Oliai et al. 2012;
Yoshida et al. 2008).

1.4  Transforming Growth Factor beta (TGFB)

TGFB ist ein interzellular wirkendes Zytokin, welches namensgebend fir die Klasse der
TGFB-Superfamilie steht. Es hat entscheidenden Einfluss auf diverse Zellfunktionen wie

Zelldifferenzierung, Migration und Adhésion, Wachstumsinhibierung bis hin zur Apoptose.

Seine Wirkung innerhalb der Zelle vermittelt TGFB Uber die Bindung an membranstandige
Rezeptoren, welche ihrerseits intrazellular SMAD-Molekile aktivieren, die als
Transkriptionsfaktoren fir eine Vielzahl von Zielgenen wirken. Abhé&ngig vom Zellkontext
kann so eine grofRe Anzahl an Zellantworten ausgeldst werden. Im Umkehrschluss kann eine
Dysregulation dieses Signalwegs zu einer entsprechend groBen Anzahl an

Genexpressionsanderungen flhren, was zu pathologischen Reaktionen fiihren kénnen.

In der Funktion als Mediator bei Bildung der extrazellularen Matrix kann ein erhohter Spiegel
an TGFB zu Fibrose fihren (Border und Noble 1994). Dies tritt unter anderem bei der
radiogen bedingten Fibrose auf (Leask und Abraham 2004; Martin et al. 2000).

TGFB spielt eine wesentliche Rolle in der Aufrechterhaltung der physiologischen
Wandstruktur von Venen und Arterien (Grainger 2007). Es konnte gezeigt werden, dass
TGFB die Bildung von extrazellularer Matrix steigert sowie die Proliferation von
Endothelzellen und glatten Muskelzellen hemmt (Bjorkerud 1991; Grainger et al. 1994a;
Ignotz et al. 1987; Ignotz und Massague 1987; Penttinen et al. 1988).

Diese Studien flihren zusammen mit dem Nachweis, dass bei M&usen mit geringerer TGFB-
Aktivitat vermehrt atherosklerotische L&sionen nachgewiesen wurden (Grainger et al. 1994b)

dazu, dass TGFB ein Schutz vor Atherosklerose zugeschrieben wird.
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In der Karzinogenese spielt TGFB bei mindestens vier der sechs Verdnderungen von
physiologischer Zellfunktion zu maligner Transformation (Hanahan und Weinberg 2000) eine
Rolle: Die Insensibilitdt gegenliber wachstumshemmenden Signalen, die Umgehung von
Apoptoseinduktion, Induktion von Tumorneoangiogenese sowie Tendenz zu Gewebe-
infiltration und Metastasierung (Millet und Zhang 2007).

Wahrend TGFB in vivo eine Wachstumsinhibition induziert, sind einige Tumorzellen in der
Lage, diesen Mechanismen zu entgehen oder die Wirkung gar umzudrehen; erhdhte Spiegel
des Proteins kénnen so zur auto- oder parakrinen Wachstumsstimulation genutzt werden
(Gold 1999). So gehen erhohte TGFB-Spiegel bei diversen Tumoren (z.B. des Pankreas,
Colon, Magen, Lunge, Endometrium, Brust, Knochen und Prostata) mit einer schlechteren

Prognose einher.

Aktuell wird davon ausgegangen, dass im Verlauf der Tumorgenese die wachstums-
supprimierenden Wirkungen auf die Zellen verloren gehen, wahrend die Faktoren, welche
Neoangiogenese sowie Metastasierung fordern, verstarkt zum Tragen kommen. Hinweise
hierauf finden sich in diversen Untersuchungen (Blobe et al. 2000; Galliher et al. 2006), unter
anderem in Glioblastoma-Zelllinien (Seoane et al. 2004) und Mammakarzinomen (Gomis et
al. 2006).

Im Rahmen von Invasion und Migration der Tumorzellen wird die regulatorische Wirkung
von TGFB auf die Produktion sowie adhésive Eigenschaften der extrazellularen Matrix
genutzt (Massague 1990): Durch erhohte proteolytische Aktivitat sowie verbesserte Adhésion
der Zellen an Matrixproteine wird die Zellmigration und Metastasierung erleichtert (Maehara
et al. 1999).

TGFB wirkt immunsuppressiv, wodurch das Tumorwachstum unterstiitzt wird. Es unterdriickt
die Aktivierung von natirlichen Killerzellen (Norgaard et al. 1995) und hilft den Zellen, sich
trotz exprimierter Tumorantigene der Kontrolle durch lokal wirkende Immunzellen zu

entziehen (Torre-Amione et al. 1990).

1.4.1 TGFB-Liganden

Aktuell sind drei Isoformen des TGFB-Proteins bekannt, TGFB1, TGFB2 sowie TGFB3.
Diese Isoformen zeichnen sich durch eine hohe Homologie von 64-85% an der biologisch

wirksamen C-Region aus (Massague 1990).

TGFB2 wird vor allem in epithelialem und neuronalen Zellverbdnden exprimiert, TFGB 3

findet sich vornehmlich in mesenchymalen Zellen. TGFB1 wird insbesondere im Endothel,
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Bindegewebe und hamatopoetischen Zelllinien, generell allerdings in praktisch allen Zellen
des Korpers exprimiert (Blobe et al. 2000). Es ist daher die am besten quantitativ

nachweisbare Isoform im peripheren Blut.

TGFB ist ein dimeres Polypeptid, das intrazellulér zunéchst als Propeptid synthetisiert wird
und Uber Cysteinreste zum Dimer zusammengefugt wird (Shi und Massague 2003). Bei der
Dimerisierung der Polypeptidketten ist das latency-associated Peptide (LAP) vonnoten,
welches im selben Leseranmen wie TGFB liegt (Gray und Mason 1990). Bevor TGFB die
Zelle verlasst, wird das LAP abgespalten, wobei die Peptide nun noch tber hydrophobe
Wechselwirkungen stabil zusammengehalten werden (Dubois et al. 1995; Gentry et al. 1988).
Diesem Komplex aus TGFB und LAP lagert sich ein weiteres Protein an, welches nach
wissenschaftlicher Auffassung fur die chemische Bindung des Komplexes sowie Aktivierung,
Sekretion und Wegweiser zu extrazellularen Effektorstellen von TGFB verantwortlich ist —
das latent transformal growth factor binding protein (LTBP) (Oklu und Hesketh 2000).
Anschlieend wird der Komplex sezerniert. Bemerkenswert ist, dass die Abfolge von
proteolytischer Spaltung zwischen TGFB und LAP, Anlagerung von LTBP und
Komplexsekretion innerhalb von 30 min stattfindet (Miyazono et al. 1991). Das
Zusammenspiel des Komplexes l&sst sich so vorstellen, dass LAP als Detektor, LTBP als
Lokalisator und TGFB als Effektor fungieren (Annes et al. 2003; Munger et al. 1999).

Zur Aktivierung von TGFB stehen nun verschiedene Mechanismen bereit: Thrombospondin-
1, ein Matrix-Glycoprotein, spielte bei in-vivo-Untersuchungen eine entscheidende Rolle bei
der Freisetzung aus dem Komplex (Crawford et al. 1998). Weitere Mdoglichkeiten sind
Spaltung durch Plasmin, ein pH-Wert < 3,5 und auch ionisierende Strahlung (Barcellos-Hoff
1993; Barcellos-Hoff et al. 1994).

Das humane TGFB1 hat seinen Genlocus auf Chromosom 19¢.13.1 mit einer Lange von
26,2 kilo baise pairs (kbp). Repliziert und translatiert hat es eine Lange von 390 Aminosauren
(AS), davon sind die letzten 112 C-terminalen AS das eigentliche TGFBL1. Die ersten 29 N-
terminalen AS sind Signalpeptid, darauf folgen 249 AS, die als LAP fungieren.

1.4.2 TGFB und Prostatakrebs

Welche Rolle TGFB im Prostatakrebs spielt ist trotz intensiver Forschungsarbeit auf diesem
Gebiet weiterhin in grofRen Teilen unklar. Unter physiologischen Bedingungen wird in der
Prostata nur wenig TGFB exprimiert (llio et al. 1995), wobei sowohl die Level des Proteins

als auch die Anzahl der Rezeptoren bei Androgenentzug reversibel steigen (Kim et al. 19964;

10



1 Einleitung

Landstrom et al. 1996; Soulitzis et al. 2006). In malignen Tumoren der Prostata wird vermehrt
TGFB gebildet (Truong et al. 1993). Dabei korrelieren die steigenden Werte mit der
Malignitat der Zellen (Perry et al. 1997). Untersuchungen lassen vermuten, dass die
inhibitorische Wirkung auf die Zellvermehrung dabei ausgeschaltet wird, wobei die
motilitatssteigernde Wirkung von den Zellen zu Migration und Infiltration genutzt wird
(Barrack 1997; Ignotz und Massagué 1986). Interessanterweise geht mit Erhdhung der TGFB-
Level eine verminderte Expression der TGFB-Rezeptoren TGFB-RI und TGFB-RII einher,
welches die erhoéhte Ligandenzahl unwirksam macht (Guo et al. 1997; Hellawell und
Brewster 2002).

Ein Verlust der Rezeptoren fiihrt zu einer schlechteren Prognose fiir den Patienten. Dabei
spielt der TGFB-RI die entscheidende Rolle: In Studien wurden signifikante Korrelationen
zwischen Rezeptorverlust und Tumorausbreitung, Gleason Score, Uberlebenszeit sowie
Rezidivfreiheit nachgewiesen (Kim et al. 1998; Kim et al. 1996b). Dies unterstutzt die These,
dass TGFB beim Tumorwachstum eine verstarkende Rolle spielt.

1.4.3 TGFB-Genetik und Prostatakrebs

Eine Fall-Kontroll-Studie mit 653 Prostatakrebspatienten zu 1476 Kontrollprobanden aus dem
Jahr 2008 konnte darstellen, dass in dem untersuchten Kollektiv ein Zusammenhang zwischen
Polymorphismen an C-509T im TGFB-Gen und der Prognose des Prostatakarzinoms besteht.
Der TT-Genotyp hatte demnach einen protektiven Effekt bezlglich des Differenzierungs-
grades des Tumors, ebenso schitzte dieser Genotyp vor einer schlechten Tumorprognose
(Brand et al. 2008).

Im Gegensatz dazu zeigte eine Analyse mit 492 Patienten eine Assoziation zwischen dem TT-
Allel und hohergradigen Tumoren (Ewart-Toland et al. 2004). Diese widerspruchlichen
Ergebnisse lassen sich mdglicherweise durch das unterschiedliche Studiendesign sowie

unterschiedliche Probandengruppen erklaren.

Im Rahmen einer Untersuchung an tber 1300 Prostatakrebspatienten wurden die Genotypen
800G>A, 509C>T, Ex1-327T>C, Ex1-282C>G und Ex5-73C>T untersucht, wobei keine
Assoziation mit einem erhohten Risiko fur die Entstehung eines Karzinoms gefunden werden
konnte (Kang et al. 2007a).
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1.4.4 Bedeutung des TGFB-Signalwegs in der Strahlentherapie

In der Strahlentherapie sind die therapieassoziierten unerwinschten Wirkungen vor allem
lokal, d.h. im Bereich des bestrahlten Gewebes, zu finden. Bei onkologischen Erkrankungen
stellt dies einen Gegensatz zu den systemischen Wirkungen einer Chemotherapie dar. Wie
bereits beschrieben werden die Nebenwirkungen in akut und chronisch unterteilt, wobei es
sich in aller Regel um Entziindungsreaktionen des Normalgewebes handelt. Chronische
Entzindungsreaktionen munden in einer Vielzahl von Féallen in Fibrosierung des Gewebes
(Martin et al. 1993), wobei das Risiko einer Fibrosierung interindividuell sehr unterschiedlich
ist (Jung et al. 2001).

Grundlage der Fibrose ist eine unkontrollierte gesteigerte Produktion von extrazellulérer
Matrix, die sich als chronischer Prozess Uber viele Jahre hinzieht. Dabei wird nach und nach
das Parenchym der betroffenen Organe verdrangt, somit die Organfunktionen limitiert oder in
extremer Auspragung komplett blockiert. Einige bekannte Beispiele der Sklerosierung sind
Leberzirrhose, Sklerodermie oder Artheriosklerose. Der kausale Zusammenhang zwischen
TGFB-Signalweg und Sklerose wurde in Verdffentlichungen hinreichend belegt (Border und
Noble 1994; Leask und Abraham 2004; Xavier et al. 2004). Bestrahlung flihrt im Gewebe zur
Induktion der Zytokinproduktion, z.B. Tumornekrosefaktor alpha (TNF-o), Interleukin 1
(IL1), fibroblast growth factor (FGF), plateletderived growth factor (PDGF) und auch TGFB
(Dent et al. 2003).

Bei Méusen, die B-Strahlung ausgesetzt waren sowie bei Schweinen, welche y-Strahlung
ausgesetzt waren, konnten bereits nach zwei bzw. sechs Stunden erhdhte TGFB-Level auf
MRNA bzw. Proteinebene nachgewiesen werden (Martin et al. 2000). Erhéhte TGFB-Level
konnten auch bei chirurgischen Resektaten fibrosierten Gewebes bis zu 20 Jahre nach
Radiatio nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse konnten auch in Gewebeproben nach
Strahlenunféllen reproduziert werden (VVozenin-Brotons et al. 1999).

TGFB kann in aktivierter Form nach Bestrahlung chemotaktisch neutrophile Granulozyten
sowie Makrophagen aktivieren, die ihrerseits eine Vielzahl an Zytokinen, u.a. TGFB
sezernieren. Die ausgeschitteten Zytokine fihren zu Fibroblastenaktivierung, welche
ihrerseits Matrixproteine bilden. Dies fiihrt zur Fibrose des betroffenen Gewebes (Xavier et
al. 2004).
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1.5 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit wurde unter der Hypothese der Modulation von organspezifischen
unerwinschten Nebenwirkungen der Radiotherapie durch Einzelnukleotidpolymorphismen
(single nucleotide polymorphism, SNPs) im TGFB1-Gen erstellt.

Primare ZielgroRe der Arbeit war eine Priifung des Einflusses der SNPs im TGFB1-Gen auf
radiotherapieassoziierte Akut- und Spéttoxizitat. Die Prifung erfolgte unter der von unserer
Arbeitsgruppe vorpublizierten Hypothese (Schirmer et al. 2012), dass es sich bei rs1800471
(Arg25Pro) um eine Variante handelt, welche ein Marker fur erhéhte radiotherapieassoziierte

Toxizitat darstellen kdnnte, weitere SNPs wurden in die Analyse mit einbezogen.

Als sekundére ZielgroRe sollten mogliche Beziehungen zwischen TGFB1-Varianten und
erkrankungsspezifischen Parametern (TNM-Status, PSA-Wert bei Diagnosestellung, Gleason

Score) sowie dem Risiko, an Prostatakrebs zu erkranken, analysiert werden.

Das Studiendesign sah dafur eine retrospektive Kohortenstudie an Prostatakrebspatienten vor,
die sich zwischen 2001 und 2010 in der universitaren Strahlentherapie Gottingens vorstellten.
Zur Evaluation der ZielgréRen sollte eine ausreichend grofle Patientenkohorte rekrutiert
werden, um verléssliche Aussagen zu erhalten. Die Analyse der SNPs sollte sich auf die
gesamte Genvariabilitdt von TGFB1 beziehen, die zu untersuchenden Varianten wurden durch
Datenbank- und Literaturrecherche ermittelt. Ein positives Votum der Ethik-Kommission der
Georg-August-Universitat Gottingen zur Durchfihrung der Studie lag vor (Antragsnummer
22/9/04).

Akut- und Spéttoxizitat wurden anhand des CTC- bzw. LENT/SOMA-Score dokumentiert.
Die erforderliche Genanalyse sollte aus peripher-venésem Vollblut (Leukozyten) erfolgen,
das wahrend der Therapie oder im Rahmen der regelméRigen Nachsorgetermine enthommen
wurde. Ob die analysierten SNPs auch einen Einfluss auf das Risiko haben, ein
Prostatakarzinom zu entwickeln, sollte durch Vergleich der Haufigkeitsverteilung der Allele

bzw. Genotypkonfigurationen mit einer gesunden Kontrollgruppe gepruft werden.
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2 Material

2 Material
2.1 Gerate
Autoklav

Biophotometer 6313

BioRobot® EZ1

Kdihlschrank

Mikroliter-Kiivette fiir Photometer (LabelGuard™)
Multipipette plus

PCR-Gradienten-Cycler (384-Well), Master-Cycler
PCR-Gradienten-Cycler (96-Well), PTC-200 Peltier

Pipetten (0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl)
Typ ,,Research®, , Referense*
Rahmen und Septen flr Sequenzierer

Sequenzierer 3100 Genetic Analyser
Sequenzierplatten

Stauschlauch zur Blutentnahme
Vortexer (MS 2 minishaker)
Waérmeschrank

Zentrifuge 5810R

Zentrifuge Heraeus Multifuge X3R

2.2 Verbrauchsmaterial

Alkoholisches Haut-Desinfektionsspray (Kodan®)
Butterflys

Monovetten Kalium-EDTA, 2,7 ml

PCR-Folien (Adhesive PCR Foil Seals)
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Tecnorama, Fernwald

Eppendorf, Hamburg

Qiagen, Hilden

Siemens, Michen

Implen, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

MJ Research/BioRad, Hercules, USA

Eppendorf, Hamburg

Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt
Prameta, Troisdorf

IKA, Staufen

Binder, Tuttlingen

Eppendorf, Hamburg

Thermo Scientific, GroRbritannien

Schilke & Mayr, Norderstedt
LDKS Oversan, Gemonio, ltalien
Sarstedt, NUmbrecht

Abgene, Epsom, GroRbritannien



2 Material

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

Platten, Thermo fast 96-Well
Reaktionsgefal 1,5 ml

Spitzen fur Multipipette plus

(Combitip Plus 0,1, 0,2, 0,5, 1,0, 2,5 ml)

Streifen (8er) fur PCR-Platten

Tupfer (aus Zellstoff)

2.3 Chemikalien

dNTP-Set

Exonuklease |

GeneScan™ LIZ® 120 Size Standard
HiDi-L6sung (mit Formamid)

Primer (s. Tab. 1)

Shrimp Alkalische Phosphatase (SAP)

2.4  Kits und Assays
EZ1 DNA Blood Kit
Multiplex PCR Kit
SNaPshot™-Mastermix

Taq DNA-Polymerase
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Sarstedt, Numbrecht
Abgene, Epsom, Grof3britannien
Abgene, Epsom, GrolRbritannien
Sarstedt, Numbrecht

Eppendorf, Hamburg

Abgene, Epsom, GrolRbritannien

Hartmann, Heidenheim

Abgene, Epsom, GrolRbritannien
USB, Staufen

Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt
MWG-Biotech, Ebersberg

USB, Staufen

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Applied Biosystems, Darmstadt

Qiagen, Hilden



2 Material

2.5

Primersequenzen

Tab. 1 Primerliste der PCR sowie der SNaPshot™-Reaktion. FL (bp) = Fragmentlange des replizierten DNA-Abschnitts in Basenpaaren.
!Diese Primer wurden aus der Arbeit von J. H. Janke (Janke 2009) Gibernommen, %aus (Schirmer et al. 2012)

SNP PCR forward primer (5'->3') PCR reverse primer (5'->3') FL (bp) Extended Primer (5'->3')
rs10417924 |AGCCCAGGCGACAGAGCAAGA® GCCTGTGTGCTGTTTGGTATGGATG? 397 (CTGA) 3 CTCGTGCTGGGGACACACA*
rs1800468 |GGACCCAGAACGGAAGGAGAGTCAG TGCTGCATGGGGACACCATCTACA! 550 TGAGGGACTCTGCCTCCAAC!
rs1800469 " " " (ACTG) ; GGGGCAACAGGACACCTGA!
rs1800470 |CCCCACCACACCAGCCCTGTT GCTTCACCAGCTCCATGTCGATAGTCTTG 185 A, GCAGCGGTAGCAGCAGC
rs1800471 " " " A, GTGCTGACGCCTGGCC
rs2241713 |ATGCCCCACTTGCAGAAGAGGCTAC! CAGCAACAACCACGGAAACCAAGAC! 711 (CTGA) ; CTATCACAACCCTGTGAGGTAA!
rs2241717 |TCGGCTGGTTACAAGGTCCACCTAG CCAGCTTGGCAACAGAGTGAGACAC 119 AGAACACAAACCATACAATCCTAGAAC
rs2278422 |GGCTCCTTCACCACCAGATCTTAG GTTGCACAAGCTGGTCTTGAACTC 575 Ao GACCTCAATTTGTTCATTGACAG
rs6508976 |AGCTGACAGCTCTGGGGTGGAGTC! AGGGGGAGAAACCACTTCCTCAAGGT? 437 T(CTGA)gGCAGCTGGGACTAAAGGC1
rs7254679 |GGGGCTTTCTCTCACCCACCAATC? GGACAAGTGCTGGCTGCACATTC! 517 (GACT) , GGCGGGGCAGGGGGAGG?
rs8179181 [TCATCTTCGCCTCTTGCCTTGTTG! CCGTGGATGGTCATCTGGCTTCTTAC! 815 (ACTG) 5 ACTTGCAGGCAGGAGAGACGC!
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2.6 Software

Applied Biosystems 3100 Data Collection Software Version 1.0
Automatische Datenerhebung mit dem 3100 Genetic Analyser Sequenzierer
Applied Biosystems GeneScan Analysis Version 3.5.1

Manuelle Auswertung der SNP-Analysen im Sequenzierer
HaploView-Software (http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview)
Grafische Aufbereitung von Daten aus den Genotyp-Datenbanken
Microsoft Office 2007, 2010, 2013

Tabellenkalkulation und Niederschrift der Arbeit

Phase-Software (Version 2.1)

Software zur Berechnung der Haplotypen

SPSS Statistics Version 12.0

Statistische Software zur Berechnung und grafischer Darstellung von Messdaten und
Uberprifung  maoglicher  Assoziationen. Die  statistische  Auswertung wurde in
Zusammenarbeit mit Priv.-Doz. Dr. med. M.Sc. M. Schirmer, Institut fir Klinische

Pharmakologie der Universitdtsmedizin Gottingen, durchgefuhrt.
2.7  Datenbanken

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

National Center for Biotechnology Information; Informationen zu Genen und dokumentierten

Polymorphismen wurden dieser Datenbank entnommen.

dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/)

Umfassende Datenbank des NCBI mit Annotation von Einzelnukleotidpolymorphismen.
Datenbanken zur Bestimmung des genetischen linkage disequilibrium (LD)

Damit ein LD zwischen Genvarianten angegeben werden kann, ist deren Bestimmung an
denselben DNA-Proben erforderlich. Dazu gibt es mittlerweile mehrere Datenbanken. Fir
meine Arbeit wurden die Eintrage in HapMap (http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/index.html.en)
und 1IPGA (http://innateimmunity.net/1lPGA2/index_html) verwendet.
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2 Material

HapMap ist ein globales Projekt, das 2002 ins Leben gerufen wurde. Forscher aus der ganzen
Welt sind an dem Projekt beteiligt. Ziel war es, die genetische Variabilitat in
unterschiedlichen menschlichen Ethnizitdten Genom-weit zu erfassen. Dabei lag die
Annahme zu Grunde, dass die genetische Variabilitdt von eng benachbarten genomischen
Bereichen durch einzelne Genpolymorphismen reprasentiert wird. Die HapMap-Datenbank
speist sich vorwiegend aus Daten von SNP-Arrays, d.h. Ausprdgungen von genetischen
Markern in gewissen Abstidnden Uber das Genom hinweg. Die Aussagekraft der HapMap-
Datenbank héngt demzufolge wesentlich von der Dichte der analysierten genetischen Marker
ab. Zum Zeitpunkt meiner Dissertation waren fiir die kaukasische Bevolkerungsgruppe etwa
vier Millionen solcher Marker bei 174 Individuen in HapMap annotiert. Dies bedeutet jedoch
keine vollstandige genetische  Charakterisierung wie dies typischerweise  bei
Resequenzierungsdaten der Fall ist. Insbesondere bei selteneren Genvarianten (< 5%) ist die
Wahrscheinlichkeit groB, dass diese nicht alle durch in HapMap gelistete
Genpolymorphismen erfasst sind.

Die IIPGA-Datenbank ist eine Sammlung von Polymorphismen, welche Eintrage fiir Gene
mit Bezug zu inflammatorischen Prozessen, z.B. dem TGFB-Signalweg, enthélt. Diese Daten
beruhen auf 23 kaukasischen Individuen und erlauben somit lediglich Aussagen lber h&ufig

vorkommende Genpolymorphismen.

18



3 Patientenkollektiv und Methoden

3 Patientenkollektiv und Methoden

Die vorliegende Dissertation beinhaltet eine klinische Studie mit molekular-genetischen
Analysen. Das klinische Kollektiv umfasst Patienten mit Prostatakarzinom. Molekular-

genetisch wurden Keimbahnvarianten des TGFB1-Gens betrachtet.

3.1 Patientenkollektiv

Fur die vorliegende Untersuchung wurden 509 Prostatakrebspatienten eingeschlossen, welche
sich zwischen Marz 2001 und September 2010 in der Klinik fir Strahlentherapie und
Radioonkologie der Universitatsmedizin Gottingen vorstellten. Wahrend der laufenden
Therapie oder im Rahmen der Nachsorgetermine erfolgte die Studienblutentnahme. Die

klinischen Daten wurden den Patientenakten entnommen.

Als allgemeine Charakteristika wurden Alter bei Erstdiagnose (ED) und Body Mass Index
(BMI) der Patienten erfasst. Krankheitsspezifisch wurden Familienanamnese, das vorliegende
Prostatamalignom und gegebenenfalls weitere Malignome betrachtet. Bezuglich des
Prostatamalignoms wurde das TNM-Stadium nach den Union for International Cancer
Control (UICC)-Kriterien aus dem Jahr 2010 eingeteilt. Bei diesem in den folgenden Tab. 2
und Tab. 3 dargestellten, international angewandten System wird die Tumorausbreitung nach

anatomischen Grenzen eingeteilt.
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Tab. 2 T-Stage des TNM-Systems nach UICC 2010

Stage Tumorausbreitung

Tx keine Beurteilung moglich

TO kein Anhalt fir Primértumor

T1 Klinisch nicht erkennbarer Tumor

Tla zufalliger histologischer Befund in 5% oder

weniger des resezierten Gewebes
zufélliger histologischer Befund in mehr als 5%

Tib des entnommenen (resezierten) Gewebes

Tlc Tumor durch Biopsie diagnostiziert

T2 Tumor auf Prostata begrenzt

Ta Tumor infiltriert die Halfte eines Lappens oder
weniger

T2b Tumor infiltriert mehr als die Halfte eines
Lappens

T2c Tumor infiltriert in beide Lappen

T3 Uberschreitung der Organkapsel

T3a extrakapsuldre Ausbreitung

T3b Samenblaseninfiltration
Tumor st fixiert oder infiltriert benachbarte

T4
Strukturen

Tab. 3 N- und M-Stage des TNM-Systems nach UICC 2010
Metastasen ~ Tumorausbreitung

NX regionale Lymphknoten nicht beurteilbar
NO keine regionalen Lymphknoten befallen
N1 regionaler Lymphknotenbefall

Mx nicht beurteilbar

MO keine Fernmetastase(n)

M1 Fernmetastase(n)

Erweiternd zur TNM-Klassifikation wird bei prostatektomierten Patienten beurteilt, ob bei der
Operation das gesamte Tumorgewebe entfernt werden konnte oder noch Tumorgewebe

vorhanden ist. Die Differenzierung der Residualtumoren wird in Tab. 4 dargestellt.

Tab. 4 R-Stage des TNM-Systems nach UICC 2010

Stage Residualtumor

Rx Residualtumor nicht beurteilbar

RO kein Residualtumor

R1 mikroskopisch nachgewiesener Residualtumor
R2 makroskopisch nachgewiesener Residualtumor
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Darlber hinaus wurden tumorspezifische Parameter (PSA sowie Gleason Score, s. Tab. 5)

ermittelt.

Tab. 5 Gleason Score (Konsensus Konferenz der ,International Society of Urological
Pathology*“, 2005), es werden stets 2 Grade addiert (s.0.)

Gleason Score  Histologische Kriterien

gut abgegrenzter Tumorknoten, ohne Infiltrate
dicht gepackte, uniforme Tumordrusen mittlerer GroRe
weitgehend abgegrenzte Tumorknoten mit kleinen Ausléufern
dicht gepackte, gering variable Tumordrusen mittlerer GréRRe
Grad 3a: unscharfe Tumorinfiltrate, unregelmaiiige Tumordrisen
Grad 3 Grad 3b: wie 3a, aber kleine und sehr kleine Driisenschléduche
Grad 3c: kribriforme Tumorzellproliferate
Grad 4a: fusionierte kleine, mittlere oder grof3e Driisen,
Grad 4 unregelmagig, infiltrierend
Grad 4b: wie 4a, aber zahlreiche groRe Tumorzellen
Grad 5a: wie 3c, aber scharf abgegrenzte, papillare und
kribriforme Proliferate mit zentralen Nekrosen
Grad 5b: Tumorzellvermehrung, solide oder strangférmige
Tumorzellproliferate

Grad 1

Grad 2

Grad 5

Fur die Auswertung der Strahlentherapie-assoziierten Nebenwirkungen wurde die Art der
Bestrahlung sowie der Grad der Akut- und Spéttoxizitat an Blase und Enddarm dokumentiert.
Die beobachtete Toxizitét sollte dann mit der genetischen Variabilitat in TGFB1 in Beziehung
gesetzt werden. Dazu wurden Uber bioinformatische Methoden genetische Marker
ausgewahlt. Diese genetischen Daten wurden auch dahingehend untersucht, ob sie auch die
Entstehung von Prostatakarzinomen beeinflussen; letzteres erfolgte durch Abgleich mit einer

gesunden Kontrollpopulation von 264 Personen identischer Ethnizitat (Kaukasier).

3.2 Dokumentation der Toxizitat

Die durch die Radiotherapie verursachte Toxizitdt wurde an den Organen Enddarm und
Harnblase dokumentiert und anschlieRend ausgewertet.

Die Akuttoxizitat wurde im Verlauf der Therapie einmal wdchentlich nach common toxicity
criteria (CTC) (Trotti et al. 2000) erhoben. Die Dokumentation der Spattoxizitat erfolgte nach
late effects on normal tissues / subjective objective management analysis (LENT/SOMA)
(Seegenschmiedt et al. 2000) in der klinischen Nachsorge der Tumorpatienten, welche sich in
Abstdnden von einem Jahr insgesamt finfmal in der Tumornachsorge der Abteilung

Strahlentherapie und Radioonkologie der Universitatsmedizin Goéttingen vorstellten.
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3.3  Auswahl der zu genotypisierenden TGFB1-Marker

Fur diese Arbeit waren ausschlieBlich genetische Varianten des Normalgewebes im Bereich
von TGFB1 von Interesse. Bei einer Allelfrequenz von mindestens 1% spricht man hier von
einem Genpolymorphismus. Als Auswahlkriterien fir die im Rahmen dieser Arbeit zu
bestimmenden TGFB1-Genpolymorphismen dienten einerseits Literaturbefunde, andererseits
sollte darliber hinaus auch die weitere genetische Variabilitdt in diesem Genbereich
abgebildet werden. Fur das seltenere Allel wurde fiir diese Arbeit einen Mindestallelfrequenz
(MAF) von 5% gefordert.

In der Literatur sind insbesondere vier Genvarianten im 5'-Bereich von TGFB1 hdufig im
Hinblick auf funktionelle oder klinische Endpunkte untersucht worden (s. Kap. 1.4.3). Dies
sind vor dem Transkriptionsstartpunkt die SNPs -800G>A (rs1800468) und -509C>T
(rs1800469) sowie in der 5'- untranslated region (UTR) die SNPs LeulOPro (rs1800470) und
Arg25Pro (rs1800471). Fir einen h&ufigen Intron-SNP (rs2278422) war ebenfalls ein
Klinischer Bezug berichtet worden (luliano et al. 2009). Ein weiterer intronischer SNP mit
hoher MAF war in der eigenen Arbeitsgruppe identifiziert worden (rs2241717), der in einer
bestimmten Kombination mit den zuvor genannten SNPs, einem so genannten Haplotyp,
mutmaBlich die Strahlensensibilitat beeinflusst (Schirmer et al. 2011). Auer diesen sechs
Kandidaten sollten weitere SNPs analysiert werden, welche die genetische Variabilitat von
Kaukasiern im Genbereich von TGFB1 +10 kb flankierender Sequenzen gemal der HapMap-
Datenbank (Stand Juli 2010) mit einer Mindestallelfrequenz von 10% erfassen. VVon den
zuvor angesprochenen sechs Kandidaten-SNPs war lediglich einer (rs1800469) in HapMap
enthalten. Die Ubrigen funf plus ein nur in der Datenbank annotierter triallelischer SNP
(rs6508976 mit Allelfrequenzen von 69, 23 und 8% fiir Kaukasier) wurden an DNA-Proben
von 60 unverwandten kaukasischen Teilnehmern des HapMap-Projekts genotypisiert. Das
paarweise LD aller dieser SNPs wurde mit der Software HaploView visualisiert (Abb. 1). Mit
dem in HaploView implementierten Tagging-Algorithmus sollte ein Satz von genetischen
Markern ermittelt werden, welcher diese genetische Variabilitat nach den o.g. Kriterien mit
einer Stringenz von r2 = 0,8 abbildet. Dies wird durch die zehn in Abb. 1 eingerahmten SNPs
erreicht, wobei fur den triallelischen SNP die beiden hdufigen Allele zu Grunde gelegt
wurden. Diese zehn Genpolymorphismen wurden dann an genomischer DNA aus peripheren

Blutzellen der oben beschriebenen Patientenkohorte mit Prostatakarzinom analysiert.
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Abb. 1 Genetische Architektur des TGFB1-Gens mit LD-Plot von Genpolymorphismen. Im oberen
Bildteil sind der Abfolge von Signalpeptid (SP), Latency-associated peptide (LAP) und reifem TGFB1 auf
Proteinebene die genetischen Elemente (Introne als horizontale, Exone als vertikale Linien) in 5'-3'-
Richtung zugeordnet. Die Zahlenangaben entsprechen den Aminosdurekodons. Der untere Bildteil zeigt
einen paarweisen LD-Plot zwischen SNPs (mit rs-Nummer bezeichnet) fur die SNPs im Genbereich von
TGFB1 £10 kb mit mindestens 10% MAF aus dem HapMap-Projekt (mit ,H“ nach der rs-Nummer
bezeichnet) sowie sechs zusatzlich typisierte Genpolymorphismen. Die Nummern in den Rauten zeigen
den paarweisen r-Wert des LD zwischen den jeweiligen SNPs an, dabei gilt: je hoher das LD zwischen
zwei Markern, desto dunkler der Farbton der dargestellte Raute. Die Zahlen geben das LD in % an,
wobei eine schwarze Raute ohne Zahl ein LD von 100% bedeutet. Die mit Rechtecken markierten SNPs
decken die dargestellte genetische Variabilitat mit einem r2-Wert von 0,80 ab.

3.4  Isolierung und Quantifizierung der DNA

Die Analyse der genomischen DNA erfolgte aus 2,7 ml ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA)-antikoaguliertem, peripher vendsem Vollblut. Dieses wurde nach Blutentnahme bis
zur DNA-Extraktion bei —20 °C gelagert. AnschlieBend wurde das BioRobot EZ1 DNA
Blood 350 pl Kit in Verbindung mit dem BioRobot EZ1 System (beide Qiagen, Hilden)

genutzt, um genomische DNA zu gewinnen.

Dieses vollautomatische Verfahren soll im Folgenden kurz erlautert werden. Die im Blut
enthaltenen Zellen werden zundchst durch Proteinase K lysiert. Es binden magnetische
Partikel an die DNA-Doppelhelix, darauf folgt die Trennung von DNA und 0brigen
Zellbestandteilen durch ein magnetisches Feld. Nach Aufreinigung der magnetisieren DNA
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wird das magnetische Feld deaktiviert, was daraufhin die Eluierung der DNA-L6sung
ermoglicht.

Diese Methode erlaubt es, aus ca. 350 pl Vollblut ca. 200 ul DNA-L6sung zu isolieren,
welche anschlieBend im Biophotometer 6313 (Eppendorf, Hamburg) quantifiziert wird. Dabei
wird die Absorption bei 260 nm vor dem mit ddH,O geeichten Hintergrund gemessen. Als
Zielwert sind Konzentrationen von > 40 ng/pl angestrebt, um eine ausreichende DNA-
Amplifizierung zu gewahrleisten. Die Proben werden anschliefend mit ddH,O individuell auf

eine Konzentration von 20 ng/pl verdiinnt und auf 96-Well-PCR-Platten aufgebracht.

3.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist ein 1987 von K. Murris etabliertes Verfahren zur in-vitro Amplifikation von
zuvor determinierten Nukleinsiure-Fragmenten (Saiki et al. 1988). Das Prinzip der
Vervielfaltigung beruht dabei auf einer Abfolge von drei Schritten, welche in Zyklen (z.B. 25-
40x) wiederholt werden: Denaturierung, Hybridisierung und Synthetisierung der DNA-
Sequenz.

Im Reaktionsansatz befinden sich neben den Oligonukleotidprimern (welche die zu
amplifizierende DNA-Sequenz determinieren) die vier Nukleotidbasen der DNA [Adenin (A),
Cytosin (C), Guanin (G) und Thymin (T)], ein DNA-Template sowie eine hitzebestandige
DNA-Polymerase (sog. Tag-Polymerase, isoliert aus dem Bakterium Thermophilus
aquaticus). Zusatzlich zu diesem klassischen Reaktionsansatz wird im Labor, in welchem
diese Arbeit entstand, Q-Solution (Qiagen) genutzt, welches die Amplifikation von GC-

reichen Regionen erleichtert.

Die Denaturierung der Doppelhelix erfolgt durch Erhitzen des Reaktionsansatzes auf 95 °C.
Nach Losung der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den DNA-Strdngen koénnen sich
die ausgewahlten Primer komplementdr an die zu amplifizierenden Abschnitte binden
(Annealing). Dazu wird die Temperatur auf ca. 55 °C gesenkt. Nach Bindung am DNA-Strang
fungieren die gewéhlten Primer als Startpunkt fur den Einbau der Nukleotidbasen durch die
Tag-Polymerase. Dieser Reaktionsschritt findet bei ca. 72 °C statt, was dem Temperatur-
optimum der genutzten Polymerase entspricht. Die sog. ,.Elongation® des DNA-Abschnitts
lauft stets in 3'-5' Richtung ab, wobei dem urspringlichen DNA-Abschnitt (Matrize)

komplementéren Nukleotidbasen angelagert werden.

Zusatzlich zu diesen drei sich wiederholenden Reaktionsschritten wird eine initiale

Denaturierung bei 95 °C durchgefuhrt. Ebenso erfolgt nach Beendigung des letzten Zyklus
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ein finaler Elongationsschritt. Dieser soll sicherstellen, dass noch nicht vollstindige DNA-
Synthetisierungen komplettiert werden. Die folgende Tab. 6 flhrt die Standart-PCR-

Bedingungen auf.

Tab. 6 Standard-Bedingungen der PCR mit Tag-Polymerase

Phase Temperatur Zeit

initiale Denaturierung 95°C 5 min

Denaturierung 95 °C 30s

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

terminale Elongation 72°C 10 min

Lagerung 8°C )

3.5.1 Multiplex-PCR (M-PCR)

Werden wahrend einer PCR mehrere Primerpaare simultan eingesetzt, so nennt man dieses
Verfahren Multiplex-PCR (M-PCR): Diese Methode erlaubt es, eine Vielzahl von DNA-
Fragmenten simultan zu vervielfaltigen. Die Struktur der vorliegenden Arbeit erlaubte es,
dieses komfortable Vervielfaltigungssystem zu nutzen und so alle gewiinschten Genfragmente

in wenigen Arbeitsschritten zu amplifizieren.

Die folgende Tab. 7 bildet ein Standart-Reaktionsansatz einer M-PCR ab. Die dazu gewahlten
Primer waren einzeln jeweils in TE-Puffer gelost und wurden im gemeinsamen Primer-Pool

dann auf eine Konzentration von 2 puM verdinnt.

Der Primer-Pool ist in Tab. 1 des Kap. 2.5 aufgefuhrt. Im folgenden Abschnitt folgt die
Beschreibung der Genotypisierung durch Primerextension, durch welche die SNP-

Auswertung ermdglicht wird.

Tab. 7 Multiplex-PCR-Reaktionsansatz

Volumen / Reaktion
Multiplex-MasterMix (Qiagen) 6 ul

Primer-Pool 1,2 ul
Q-Solution (5x) 1,2 ul
ddeO 1,6 |,l|

3.5.2 Genotypisierung durch Primerextension (SNaPshot™)

Die Genotypisierung durch Primerextension ermdglicht es, verschiedene SNPs in einem

Arbeitsschritt zu erfassen. Eine Beschreibung der zu genotypisierenden TGFB1-Marker ist
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bereits in Kap. 3.2 dargestellt. Fir die Primerextension wird zunéchst eine M-PCR zur
Vervielfaltigung der Genombereiche, welche an den gesuchten Polymorphismus grenzen,
durchgefiihrt.

Das (M-) PCR-Reaktionselut wird anschlieBend aufgereinigt. Dies geschieht durch Hinzugabe
der Restriktionsenzyme Exonuklease 1 (Exo 1) sowie shrimp alkalic phosphatase (SAP).
Diese deaktivieren sowohl die Primer-DNA (durch Exo 1) als auch die Desoxynukleosid-
triphosphate (ANTPs) (durch SAP) der M-PCR irreversibel.

Tab. 8 Reaktionsansatz 1. Aufreinigung

Volumen / Reaktion

10x RX-Puffer 0,6 ul
Exo 1 0,705 pl
SAP 1,695 pl

Pro 6 pul M-PCR-Produkt wird 0,71 pl Exo 1 und 1,70 pl SAP in 0,6 pl 10x RX-Puffer
gemischt und diese in 384-Well-Platten vorgelegt. Nach Zugabe der 6 pl PCR-Produkt
werden die Reaktionsplatten bei 37 °C fir 2 h Stunden inkubiert. Darauf folgte eine 15-
minutige Hitzedeaktivierung der Verdauungsenzyme bei 80 °C, bevor die eigentliche
SNaPshot™-Reaktion ansteht.

Tab. 9 Reaktionsansatz SNaPshot™-Reaktion
Volumen / Reaktion

ddeO 2 |J.|
Mastermix (beinhaltet ddNTPS) 0,5 ul
PrimerPool 0,5ul

Das Prinzip der Reaktion beruht darauf, dass anstelle der bei einer typischen PCR
eingesetzten dNTPs in der SNaPshot-Reaktion™ Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTPS)
verwendet werden. Ihnen fehlt am 3'-Ende eine Hydroxygruppe, was zur Folge hat, dass im
Anschluss an die DNA-Anlagerung im Rahmen der Elongation keine weiteren Basen hinter
den Primer binden kénnen. Die ddNTPs sind fluoreszenzfarbstoffmarkiert (s. Tab. 10) und
lassen sich im n&chsten Schritt durch eine Sequenzierung grafisch darstellen. Anhand dessen

lassen sich SNPs detektieren.
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Tab. 10 Fluoreszenzfarbstoffe mit Farbgebung der ddNTPs

ddNTP Fluoreszenzfarbstoff Farbe
A dR6G grin
C dTAMRA™ schwarz
G drR110 blau
T drROX™ rot

Vom SNaPshot™-Reaktionsansatz werden je 3 pl auf einer 384-Well-PCR-Platte vorgelegt
und 2 pl der amplifizierten DNA hinzugegeben. Im Anschluss wird die Reaktion (s. Tab. 12)
im PCR-Gradienten-Cycler gestartet.

Tab. 11 Reaktionsbedingungen fur SNaPshot™-PCR

Phase Temperatur Zeit
Denaturierung 95 °C 10s
Anlagerung 50 °C 5s }26 Zyklen
Verlangerung 60 °C 30s

Nach der SNaPshot™-PCR ist es erneut erforderlich, einen Aufreinigungsschritt
durchzufiihren. Dabei werden jene ddNTPs deaktiviert, welche im vorherigen Reaktions-
schritt nicht zur DNA-Elongation verwendet wurden. Zu jeder Probe werden 0,5 pl SAP-
Puffer (10x) und 0,5 pl SAP (1 U/ul) zugegeben. Darauf folgt die Inkubation fur 30 min bei
37 °C. Die so durchgefiihrte Deaktivierung beugt unerwinschten Folgereaktionen und

Auswertungsstérungen vor.

Zur Vorbereitung der Sequenzierung wird auf 96-Well-Sequenzierplatten zu je 1 pl der
Proben je 10 pl einer Mischung aus dem Langenstandard Genescan™-L1Z®120 und HiDi
Formamid (Verhéltnis 1:200) hinzugegeben. Darauf folgt die Denaturierung der Primer. Diese
wird durch Hitzedeaktivierung (5 min bei 95 °C) durchgefiihrt. Eine mogliche Renaturierung
der Primer soll durch das zugegebene Formamid ebenso wie anschlieBendes sofortiges
Uberfiihren der Proben auf Eis verhindert werden.

Die Kihlung der Proben wird fiir 10 min aufrecht erhalten. Darauf folgt die Montage der 96-
Well-Sequenzierplatte auf einen Sequenzierplattentrager. Dieser wird mit einer Gummimatte
abgedeckt, in einen Rahmen gespannt und in den Biophotometer 6313 (Eppendorf, Hamburg)
eingebracht.

Im Anschluss wurden die erhobenen Daten mittels GeneScan Analysis Software

(Version 3.5.1) grafisch aufgearbeitet und ausgewertet.
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4 Ergebnisse

Grundlage dieser Untersuchung bildete ein Kollektiv von 509 Patienten mit Prostatakarzinom,
welche in der Klinik fiir Strahlentherapie und Radioonkologie (Leitung Prof. Hess) der
Universitatsmedizin Gottingen zwischen Marz 2001 und September 2010 behandelt wurden.
Primére ZielgroRe war dabei ein moglicher Einfluss der ererbten Variabilitat des TGFB1-
Gens auf die Radiotherapie-bedingte Toxizitdt, sowohl in der Akutphase der Therapie (<3
Monate nach Beginn) als auch im langerfristigen Verlauf (>3 Monate). Sekundéare
Zielparameter stellten mogliche Beziehungen zwischen TGFB1-Genvarianten und Tumor-
spezifischen Parametern (TNM-Status, PSA-Wert bei Diagnosestellung sowie Gleason Score)
sowie einen mdoglichen Zusammenhang zwischen der TGFB1-Keimbahn-Genetik und dem
Risiko fur die Entwicklung eines Prostatakarzinoms (durch Vergleich mit gesundem
Kontrollkollektiv) dar.

Zunéchst wird die Zusammensetzung des Kollektivs der Patienten mit Prostatakarzinom
anhand allgemeiner, Tumor-spezifischer und Therapie-bedingter KenngroéRen beschrieben.
Dann folgen die genetischen Analysen und deren Assoziationspriifung entsprechend den oben

genannten priméaren und sekundaren ZielgréRen.

4.1  Stratifizierung des Patientenkollektivs

4.1.1 Allgemeine Patientendaten

Das Alter der Patienten bei Erstdiagnose reichte von 47 bis 83 Jahre (Mittelwert 62, Median
68 Jahre). Der BMI der Patienten betrug 14,9 — 43,5 kg/m2 mit einem Mittelwert von 28,9 und
einem Median von 28,1 kg/m? (nach WHO-Definition 2008 im Bereich der Praadipositas).

Familienanamnestisch fanden sich bei 37 Patienten weitere Prostatakarzinome, bei insgesamt
158 Patienten andere Tumoren. Zum Zeitpunkt der ED eines Prostatakarzinoms war bei 51
Personen anamnestisch ein Zweittumor bekannt.

4.1.2 Tumor-spezifische Charakteristika

Das Tumorstadium der Prostatakarzinome bei ED wurde nach dem TNM-System der UICC
2010 gescort. Eine kompakte Ubersicht der Tumorstadien zeigt Abb. 2.
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Abb. 2 Verteilung der Tumorstadien bei ED nach TNM-Einteilung. Die Angaben beziehen sich auf das
unselektierte Gesamtkollektiv von 509 Patienten. Hier herrschten in absteigender Reihenfolge v.a. T2, T3
sowie T1-Tumore vor, bei welchen eine NO- sowie MO-Situation vorlag.

Die Verteilung des Gleason Scores bei ED ist in Abb. 3 veranschaulicht. Bei 228 Patienten
wurde ein Score > 7 festgestellt, im Mittelwert betrug er 6,4 und im Median 6 Punkte. Bei
Diagnosestellung bewegte sich das PSA der Patienten zwischen 0,8 und 186 ng/ml
(Mittelwert 15,1; Median 9,4 ng/ml).
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Abb. 3 Verteilung des Gleason Scores bei ED in der Gesamtkohorte von 509 Patienten. Score 6 und Score
7 sind Uberhé&ufig angetroffene Gleason-Scores bei ED. Es gilt zu beachten, dass Studien bei Gleason Score
7 eine signifikant hohere LK-Metastasierung als Score 6 nachgewiesen haben (s. auch Kap. 1.1). Fur 26
Patienten war retrospektiv kein Gleason Score eruierbar.
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Bei 98 Patienten wurde im Zeitraum von 7 — 182 Monaten nach ED ein biochemisches
Tumorrezidiv festgestellt (Mittelwelt 48,9, Median 39 Monate). Von diesen 98 Patienten
erhielten 22 Patienten eine strahlentherapeutische Erstlinientherapie, 74 Patienten erhielten
eine strahlentherapeutische Zweitlinientherapie. Drei Patienten erlitten wiederholt Rezidive
im Abstand von 15 — 67 Monaten. Entsprechend der Definition der Konsenskonferenz der
American Society for Therapeutic Radiology and Oncology aus dem Jahr 2005 wurde ein
Anstieg des basalen PSA um 2 ng/ml als Rezidiv gewertet (Roach et al. 2006). Abb. 4 geht
auf die Verteilung der Patienten mit Tumorrezidiv naher ein, Tab. 12 zeigt die Einteilung der
Patienten mit Rezidiv in die Subgruppen (s.u.). Bei ED des Prostatakarzinoms wurden bei
einem Patienten bereits Fernmetastasen festgestellt. Weitere acht Patienten erlitten im Verlauf
der Erkrankung Fernmetastasen. Die Dauer zwischen ED und Diagnose der

Fernmetastasierung betrug zwischen 0 und 123 Monaten (Mittelwert 50 Monate, Median 34).

4.1.3 Therapie-Modalitaten

Von den insgesamt 509 Patienten wurden in der Klinik fur Strahlentherapie und
Radioonkologie der Universitdtsmedizin Gottingen 411 Patienten im Rahmen der ED
bestrahlt. Bei 74 Patienten wurde die Strahlentherapie wegen eines biochemischen Rezidivs
(s.0.) vorgenommen. Bei all diesen Patienten war die Prostataloge zuvor noch nicht bestrahlt

worden.

EIf Patienten wurden an einer anderen Einrichtung bestrahlt oder es wurde keine
Strahlentherapie durchgefiihrt. Bei weiteren elf Patienten wurde die Therapie vor
Verabreichung der Zieldosis abgebrochen. Zwei Patienten wurden nicht im Bereich der
Prostataloge bestrahlt. Diese 24 Patienten wurden fir die weitere Analyse nicht
beriicksichtigt.

Eine antiandrogene Therapie wurde bei 308 der 498 in Goéttingen behandelten Patienten vor,
parallel zu oder nach Abschluss der Radiatio eingeleitet. Bei den Patienten mit Tumorrezidiv
wurde die antiandrogene Therapie in 54 von 100 Fallen nach Bekanntwerden des Rezidivs
begonnen. Darunter befanden sich 35 Patienten, welche die Bestrahlung wegen des
biochemischen Rezidivs erhielten sowie 19 Patienten, die keine Bestrahlung des
Tumorrezidivs erhielten. Unter den neun Patienten mit dokumentierten Fernmetastasen

erhielten sieben Patienten eine antiandrogene Therapie.

Von den oben genannten neun Patienten mit Fernmetastasen erhielten acht eine in palliativer

Intention durchgefiihrte Bestrahlung der Metastasen im Dosisbereich von 24 — 45 Gy.
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Das Gesamtkollektiv der Patienten wurde nach Art der strahlentherapeutischen Therapie in
insgesamt 12 Subgruppen aufgeteilt. Abb. 4 veranschaulicht in einem Flussdiagramm die von
uns vorgenommene Einteilung der initialen Kohorte von 509 Patienten. Die folgende Tab. 12
zeigt die Therapieschemata der Subgruppen. Dariiber hinaus stellt sie Informationen des

Erkrankungs- (Rezidiv und Metastasen) bzw. Therapieverlaufs (Antiandrogene) dar.
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Tab. 12 Ubersicht der Behandlungssubgruppen. Die Patienten wurden anhand ihrer Therapieschemata in die dargestellten Subgruppen 1-12 eingeteilt. Patienten, tiber
die keine Therapiedaten vorhanden waren, wurden in Gruppe n.a. zusammengefasst. Diese Subgruppe wurde alleinig fir epidemiologische Fragestellungen
ausgewertet. Fir die Auswertung der Toxizitat wurden Patienten der Subgruppen 2, 3, 4, 6 und 7 eingeschlossen. Neben der Definition der Subgruppe nach Art der
Radiatio und Strahlendosis wird das Patientenkollektiv beziiglich aufgetretener Rezidive und Metastasten sowie durchgefiihrter antiandrogener Therapie
aufgeschlisselt. Die ganzen Zahlen der letzten drei Spalten beziehen sich jeweils auf die Gesamtanzahl der Patienten in der jeweiligen Subgruppe. Ebenso verhélt es
sich mit dem prozentualen Anteil, welcher in Klammern dargestellt ist. LDR = low dose rate, HDR = high dose rate, LAG = Lymphabflussgebiet.

gii?[;e Definition der Subgruppe nach Art der Radiatio Strarzgr;;j osis P;?SEP;n belljaerfri::ié %) bl\gl(:;ﬁ??;]) ﬁr:;izsir:g(;%e
1 postoperativ, perkutan mit Lymphabflussgebiet 59 - 60 107 6 (5,6) 2(1,9 73 (68,2)
2 primér dosisreduziert perkutan und HDR 64 — 66 16 2 (12,5) 1(6,3) 14 (87,5)
3 primar perkutan und HDR 68 34 1(2,9) - 16 (47,1)
4 primér perkutan ohne LAG 72 146 5(3,4) - 92 (63)
5 postoperativ, perkutan mit LAG 60,4 — 61 27 1(3,7) - 23 (85,2)
6 primér perkutan und HDR mit LAG 68,4 — 68,6 16 - - 11 (68,8)
7 primér perkutan mit LAG 71 35 7 (20) 2 (5,7) 30 (85,7)
8 primér LDR (Seedimplantation) 145 — 160 30 - - 9 (30)
9 perkutane Rezidivbestrahlung 64 — 66 63 63 (100) 3(4,8) 30 (47,6)
10 primér perkutan mit LAG bei Rezidiv 71 4 4 (100) - 4 (100)
11 primér perkutan ohne LAG bei Rezidiv 72 6 6 (100) - 5 (83,3)
12 perkutan und HDR ohne LAG bei Rezidiv 68 1 1 (100) - 1 (100)
Summen der am Prostatakarzinom behandelten Patienten 485 96 (19,8) 8 (1,6) 308 (63,5)
n.A. abgebrochen, nur Metastasen bestrahlt 0.4. - 24 2 (8,3) 1(4,2) 15 (62,5)
Gesamtsummen 509 98 (19,3) 9(1,8) 323 (63,5)
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Einfluss von TGFB1 auf Initiale Kohorte, unselektiert

Krankheitspradisposition n =509 Patienten

keine Therapiedaten, n = 11
an anderer Einrichtung bestrahlt
e  keine Bestrahlung durchgefiihrt

A 4
.

nicht im Bereich der Prostataloge bestrahlt, n = 2
nur Gynakomastieradiatio
e nur Metastasenradiatio

A 4
.

Radiatio im Bereich der Prostataloge abgebrochen, n =11
e  Strahlentherapie-unabhangige Komplikationen
e Incompliance

Selektierte Kohorte, n = 485
¢ Intendierte Radiatio im Bereich der
Prostataloge abgeschlossen
e Toxizitatsdaten vorhanden

Rezidivtherapie
n="74
e siehe Subgruppen, 10, 11, 12

Erstlinientherapie
n=411

A
\ 4

Radiatio, post-OP
n=134
e siehe Subgruppen 1,5

Radiatio, primér
n =277

A
\ 4

Dosis ) 145 — 160 Gy
Dosis 3 64 — 66 Gy n=30
n=16 <« e siehe Subgruppe 8
e siehe Subgruppe 2

\4

Dosis ) 68 Gy
n=34
e siehe Subgruppe 3

A

Dosis ) 72 Gy
n =146
e siehe Subgruppe 4

A

Dosis > 68,4 — 68,6 Gy
n=16
e siehe Subgruppe 6

Toxizitatsauswertung

A

Dosis Y. 71 Gy
n=35 +—
e siehe Subgruppe 7

Abb. 4 Flussdiagramm der rekrutierten Patienten flir die zu untersuchenden Fragestellungen. Fir die
Auswertung eins moglichen Einflusses von TGFB1 auf die Krankheitspradisposition wurde das
unselektierte Gesamtkollektiv betrachtet, fir die Toxizitatsauswertung die nach Behandlung selektierten
Subgruppen 2, 3, 4, 6 und 7 mit primarer Radiatio im Dosisbereich von 64 bis 72 Gy (zur genaueren
Beschreibung der Subgruppen siehe obige Tab. 12).
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4.1.4 Akuttoxizitat

Die folgenden Abbildungen (Abb. 6 und Abb. 5) veranschaulichen die Akutnebenwirkungen
der selektierte Kohorte (Radiatio im Bereich der Prostata abgeschlossen, Toxizit4tsdaten
vorhanden, n = 485) im Verlauf der Therapie. Der grofite Anteil der Patienten erleidet in der
akuten Phase der Bestrahlung Enddarmreaktion ersten Grades. Patienten ohne Akuttoxizitét
sind die zweitgroRte Gruppe, gefolgt von Patienten mit Akuttoxizitdt von Grad 2. Grad 3
sowie Grad 4 sind seltene Phédnomene. In der vorliegenden Studie erlitten lediglich drei

Patienten Grad 3-Reaktionen.
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Abb. 5 Akutnebenwirkung Zystitis. Die Toxizitatsgrade wurden nach CTC bestimmt.
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Abb. 6 Akutnebenwirkung Proktitis. Die Toxizitatsgrade wurden nach CTC bestimmt.
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4.1.5 Spattoxizitat

Nebenwirkungen der Radiatio, welche sich ab dem 90. Tag nach Beginn der
strahlentherapeutischen Behandlung manifestieren, werden als Spéttoxizitat definiert. Ein
Groliteil der Patienten kann ohne Spéttoxizitdt aus der Therapienachsorge entlassen werden.
Tritt Spattoxizitét auf, so handelt es sich groftenteils um Toxizitat von Grad 1 oder Grad 2.

Es gilt zu beachten, dass die Einteilung der Spattoxizitat im Gegensatz zur Akuttoxizitat bis
Grad 5 (Toxizitdt mit Todesfolge) reicht. Bei 70 der 509 Patienten konnte die Spéttoxizitat

nicht erfasst werden.
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Abb. 7: Spatnebenwirkungen Proktitis. Die Toxizitatsgrade wurden nach LENT/SOMA bestimmt.
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Abb. 8 Spatnebenwirkungen Zystitis. Die Toxizitatsgrade wurden nach LENT/SOMA bestimmt.
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Eine Proktitis stellte sich zwischen 0 und 61 Monaten nach Therapiebeginn ein, der
Mittelwert liegt hier bei 6,2 Monaten, der Median bei 0. Beschwerden im Bereich der
Harnblase entwickelten die Patienten ebenfalls zwischen 0 und 61 Monaten nach
Therapiebeginn; hier liegt der Mittelwert bei 12,7, der Median bei 6 Monaten.

Eine kompakte Ubersicht der Toxizitat zeigt Tab. 13.

Tab. 13 Ubersicht der strahlungsassoziierten Toxizitat auf die Organe Enddarm und Harnblase im Akut-
sowie Spéatstadium. In Klammern der prozentuale Anteil am Gesamtpatientenkollektiv, gerundet auf eine
Nachkommastelle. Toxizitatsgrade 4 und 5 wurden in der Untersuchung nicht manifest und daher aus
Griinden der Ubersicht nicht in die Tabelle aufgenommen.

Grad der Toxizitit Anzahl der Patienten (%)
Akut: CTC Enddarm Harnblase
Spat: LENT/SOMA Akut Spat Akut Spat
0 138 (28,5) 313 (64,5) 209 (43,1) 317 (65,4)
1 257 (53,0) 76 (15,7) 237 (48,9) 95 (19,6)
2 87 (17,9) 47 (9,7) 38 (7,8) 22 (4,5)
3 3(0,6) 3(0,6) 1(0,2) 5(1,0)
Keine Angabe - 46 (9,5) - 46 (9,5)
485 (100) 485 (100) 485 (100) 485 (100)

4.2 TGFB1l-Keimbahn-Genetik

An genomischer DNA des zuvor beschriebenen Kollektivs von 509 Patienten mit
Prostatakarzinom (Abb. 4) sollten in Bezug auf die Epidemiologie und in ausgewahlten
Subgruppen im Hinblick auf Radiotherapie-bedingte Toxizitdt die im Methodenteil
aufgefiihrten zehn TGFB1-Genpolymorphismen typisiert werden. Von diesen 509 Patienten
war von 505 genomische DNA verfiigbar, eine Probe lieR sich nicht genotypisieren. Fir die
504 genetisch analysierten Patienten sind in Tab. 14 die beobachteten Allelfrequenzen
aufgefiihrt. Die Bestimmungsquote uber alle zehn SNPs belief sich auf 97,5 %. Das Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht als ein MaR fiir die Ubereinstimmung zwischen den beobachteten
Genotyp- und Allelfrequenzen, somit ein Kriterium flr die Richtigkeit der Genotypdaten
innerhalb der untersuchten Stichprobe, war bei allen zehn SNPs erflllt (p-Werte >0,1
entsprechend y2-Test nach Pearson). Dariiber hinaus konnte Uber eine Wiederholung von
10 % der Proben (n = 46) die korrekte Bestimmung der Allele bestétigt werden. Zur externen

Kontrolle der Genotypisierungsergebnisse wurde bei einer Untergruppe der Patienten (n = 84)
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finf der zehn TGFB1-Varianten, welche friher in anderem Zusammenhang bereits bestimmt
wurden (Schirmer et al. 2011), mit meinen Daten verglichen. Dabei zeigte sich eine komplette

Ubereinstimmung an allen 420 Positionen.

Tab. 14 Fir die Genotypisierung ausgewahlte SNPs mit eindeutiger rs-Nummer gemaR Datenbank
dbSNP. 'Die Angabe der Position auf Chromosom 19 ist dem aktuellen Genome Build GRCh37.p10 der
NCBI-Datenbank entnommen. Die SNPs sind in 5'—3'-Richtung geordnet. ?Beim triallelischen SNP
rs6508976 sind die Allelfrequenzen fur die beiden selteneren Allele angegeben.

SNP Chromosomale

Genetisches Element Allele

MAF (%)

Position®
rs1800468 41860587 5'-Ende, -800 G>A 9,7
$1800469 41860296 5'-Ende, -509 G>A 28,6
rs1800470 41858921 kodierend, LeulOPro A>G 36,2
rs1800471 41858876 kodierend, Arg25Pro G>C 7,5
rs6508976 41854674 Intron G>T>A 38,8/8,3
rs2241717 41854052 Intron T>G 40,2
rs2278422 41845758 Intron C>G 449
rs8179181 41838206 Intron G>A 23,7
rs7254679 41833569 3'-Ende A>G 18,0
rs10417924 41833167 3-Ende C>T 19,9

Fur diese zehn Genpolymorphismen wurde mit Hilfe der Software HaploView das LD
dargestellt. Da HaploView nur biallelische Auspragungen berlcksichtigt, wurden fur die
triallelische Variante jeweils fur die Kombination von zwei Allelen paarweise Vergleiche mit
den anderen neun Genvarianten angestellt (Abb. 9).

Bei der Betrachtung der beiden haufigen Allele der triallelischen Variante fallt ein
hochgradiges LD mit dem intronischen SNP rs2241717 auf. Dies bedeutet, dass das haufigste
Allel des triallelischen SNPs rs6508976 in der vorliegenden Studienpopulation fast immer
gemeinsam mit dem haufigen Allel von rs2241717 vererbt wurde; entsprechendes gilt fur das
zweithdufige Allel von rs6508976 und das seltene Allel von rs2241717. Bei Betrachtung der
beiden haufigen Allele von rs6508976 besteht auch ein deutliches LD mit dem SNP an
Position -509 im Promotorbereich dieses Gens (rs1800469) sowie mit dem
Aminosdureaustausch LeulOPro in der 5-UTR (rs1800470). Dementsprechend zeigt sich

auch ein hohes LD der beiden letztgenannten SNPs.

37


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/nuccore/NC_000019.9?report=graph&v=41845258:41846258&content=5&m=41845758%21&mn=rs2278422&dispmax=1&currpage=1

4 Ergebnisse

Betrachtet man beim triallelischen SNP rs6508976 das LD fir das haufigste und das seltenste
Allel, erkennt man kein LD mit dem oben genannten SNP rs2241717. Hingegen liegt eine
starke Beziehung zu dem Aminosédureaustausch Arg25Pro (rs1800471) und sogar ein
perfektes LD von 100% mit LeulOPro (rs1800470) vor. Das seltene Allel von rs6508976 ist
hier zu 100% mit dem selteneren Allel von rs1800470 sowie zu 94% mit dem selteneren Allel
von rs1800471 kombiniert. Interessanterweise besteht hier praktisch keine gemeinsame
Vererbung mit dem Promotor-SNP rs1800469.

Bei Betrachtung der beiden seltenen Allele von rs6508976 ist ein hohes LD mit rs2241717
und Arg25Pro, jedoch nicht mit LeulOPro oder dem Promotor-SNP rs1800469 zu

verzeichnen.
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Abb. 9 LD der zehn untersuchten TGFB1-SNPs. Beim triallelischen SNP kamen die Allele 1, 2 und 3 mit 52,9, 38,8 und 8,3% vor. Der LD-Plot links zeigt die Situation
fur Allel 1+2 an dieser Position, derjenige in der Mitte entsprechend fir 1+3 und der rechte fir 2+3. Diese Daten beruhen auf der Studienkohorte der 504 genetisch
analysierten Patienten mit Prostatakarzinom. Zur Beschreibung des LD-Plots siehe Abb. 1 im Methodenteil.
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4.2.1 Haplotypen

Das LD zwischen den zehn analysierten TGFB1-Genvarianten bildete auch die Grundlage fir
die Berechnung von Haplotypen. Dabei wurden diejenigen SNPs berticksichtigt, die
paarweise ein substanzielles LD (rz > 0,3) aufweisen. Dies war fir die SNPs rs1800469,
rs1800470, rs1800471, rs6508976 und rs2241717 der Fall (bei rs6508976 in unterschiedlicher
Auspragung bei den drei biallelischen Kombinationen). Dabei wurden funf Haplotypen mit
einer Haufigkeit von mindestens 1 % ermittelt (Tab. 15). Daneben wurden noch sieben
weitere Haplotypen gefunden, die jedoch zusammen nur 0,6 % ausmachten.

Tab. 15 Darstellung der errechneten Haplotypen. Grau hinterlegt sind die Abweichungen der Allele vom
Referenz-Haplotyp H1. Die Berechnung erfolgte mit der Software PHASE (Version 2.1).

Haplotyp rs1800469 rs1800470 rs1800471 rs6508976 rs2241717  Haufigkeit (%)

H1 G A G G T 52,0
H2 A G G T G 28,3
H3 G A G T G 10,7
H4 G G C A T 7,5
H5 G A G G G 1,0

Die genannten Haplotypen wurden — wie die singuldaren SNPs — auf Assoziationen mit

Krankheitsprédisposition (Epidemiologie) und Radiotherapie-bedingter Toxizitéat gepruft.

4.3  Epidemiologie des Prostatakarzinoms und TGFB1-Genetik

Die Grolke der vorliegenden Stichprobe erlaubte fir den Aspekt der Epidemiologie eine
Unterteilung in zwei Kohorten entsprechend des Datums der Erstdiagnose. Dabei umfasst die
erste Kohorte Patienten, bei welchen ein Prostatakarzinom erstmals zwischen Marz 2001 und
Dezember 2005 (n = 248) diagnostiziert wurde und die zweite Kohorte Patienten im Zeitraum
von Januar 2006 bis September 2010 (n =261). An genomischer DNA aus vengsem Blut
dieser Patienten wurden die genannten zehn Varianten im Genbereich von TGFB1 bestimmt.
Abgesehen von rs2278422 lagen fur die tbrigen neun dieser Genpolymorphismen Daten von
257 gesunden Probanden bereits vor, welche wie die Patienten Kaukasier waren. Die Kohorte
der gesunden Probanden wurde ebenfalls in zwei Untergruppen (n = 129 bzw. 128) aufgeteilt,
die jeweils als Kontrollgruppe fur die erste bzw. zweite Patientenkohorte dienten. Durch
Vergleich von Genotyp-Frequenzen zwischen Gesunden und Patienten sollte gepriift werden,
ob diese TGFB1-Genvarianten im Hinblick auf die Atiologie eines Prostatakarzinoms

epidemiologisch bedeutsam sind (Tab. 16).
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Tab. 16 Assoziationen von TGFB1-Polymorphismen zur Epidemiologie des Prostatakarzinoms. Zunachst
wurde auf eine lineare Tendenz zwischen den drei Genotypen hinsichtlich des Risikos der Entwicklung
eines Prostatakarzinoms getestet (entsprechender p-Wert jeweils in der Zeile des Wildtyps angegeben)
nach Mantel-Haenszel-Test (modifizierter y2-Test). Dann wurden fiir den heterozygoten (jeweils Zeile 2)
und homozygoten (Zeile 3) Variantenallel-Status sowie die Kombination aus beiden (Zeile 4) die relativen
Risiken (RR) mit dem 95%-Konfidenzintervall (95% CI) jeweils in Bezug zum homozygoten Wildtypallel-
Status (bei letzterem RR auf 1,00 gesetzt) fir jeden SNP berechnet (bei der triallelischen Variante
rs6508976 die beiden selteneren Allele jeweils auf das Wildtypallel bezogen). Der dem RR jeweils
zugehdrige p-Wert wurde mit dem zweiseitigen exakten Test nach Fisher ermittelt und steht in der
entsprechenden Zeile. Diese Analysen wurden getrennt fir beide Kohorten durchgefihrt. Wurde eine
Genotyp-Konstellation nicht vorgefunden, war die Berechnung des RR nicht anwendbar (als ,n.a.“
bezeichnet). Assoziationen mit einem p-Wert < 0,05 sind in Fettschrift hervorgehoben.

Kohorte 1 Kohorte 2
SNP Genotyp
RR 95% ClI D RR 95% ClI D
GG 1,00 0.6 1,00 0.6
GA 090 058139 0.7 124  076-201 05
51800468 AA 052  003-820 10 05 0,07-3.62 0.6
GA+AA 089  058-136 0.6 118  074-187 0.6
cc 1,00 05 1,00 0,08
cT 110  083-134 0.7 105  081-137 0,7
51800469 T 127 064252 0.6 043 023080 001
CT+TT 106  086-131 0.6 093 075116 0.6
T 1,00 10 1,00 0.3
11800470 TC 101 082-1.24 10 118 092-150 0.2
(Leu10Pro) ce 100 061163 10 086 041102 007
TC+CC 101 085-119 10 105  086-124 0.7
GG 1,00 0.2 1,00 0.2
rs1800471 GC 081 048137 0.4 144  083-248 0.2
(Arg25Pro) cc 102  099-1.04 01 na.
GC+CC 075 045124 0.3 144  083-248 0.2
cC 1,00 0.4 1,00 0.2
CA 108 086-134 0.6 108 086-1,36 05
AA 112 0.70-1.92 0.6 138 087-218 0.2
CA+AA 107 090-126 05 099 083116 0.9
6508976 cC 1,00 09 1,00 03
cT 142 062-329 05 344 158752 0001
T 050 005549 0.6 na.
CT+TT 112 057-222 0.8 148  073-301 0.3
T 1,00 0.6 1,00 0,09
G 105  086-127 0.7 105 085130 0.7
ez GG 110  073-164 0.8 062  040-094 004
TG+GG 104  089-121 0.6 096  082-113 0.7
cC 1,00 05 1,00 0.4
cT 111 084147 05 088  069-114 0.4
rs8179181 T 114 044-2.92 1.0 084  032-217 0.8
CT+TT 110  085-142 05 089  070-112 0.4
T 1,00 0,01 1,00 0.2
TC 163  106-248 002 163 101265 004
EIZBRET CE 224 0,76-6,54 0.1 0,62 0,17-2,25 05
TC+TT 163 111238 001 145 094224 0,09
GG 1,00 05 1,00 0.2
GA 100  073-135 10 083  062-113 0.3
r510417924 AA 063 024162 0.3 060  022-163 0.4
GA+AA 096  072-126 0.8 083  063-109 0.2
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Von den neun im Hinblick auf die Epidemiologie eines Prostatakarzinoms untersuchten
TGFB1-Genvarianten konnte ein reproduzierbarer Einfluss naherungsweise fur rs7254679
gezeigt werden. Dabei war das Vorliegen des heterozygoten Genotyps im Vergleich zum
Wildtyp in beiden Kohorten mit einem relativen Risiko von 1,63 verbunden. Dies entsprach
in beiden Féllen einem p-Wert < 0,05 (man beachte, dass fir die beiden Patientenkohorten
jeweils vollstandig unterschiedliche Kollektive Gesunder als Kontrollen verwendet wurden).
Wahrend in der ersten Patientenkohorte das RR fiir den homozygoten Variantenallel-Status
noch hoéher war (RR von 2,24), war dies in der zweiten Kohorte nicht der Fall (0,64).
Allerdings gab es in der zweiten Kohorte nur funf Patienten mit diesem Genotyp, in der ersten
hingegen 15. Daher ist insbesondere der Befund der zweiten Kohorte an dieser Stelle
vorsichtig zu bewerten. Wurde ein dominanter Alleleffekt angenommen, lieB sich die
Assoziation aus der ersten Kohorte in der zweiten nédherungsweise bestatigen mit einem RR
von 1,45 (p = 0,09 nach zweiseitigem Fisher-Test). Wurde dieser Test einseitig angewandt
(unter der durch die erste Kohorte definierten Hypothese einer Risikoerhdhung durch das

Variantenallel), ergab sich hier ein Signifikanzniveau von 0,05.

Tab. 17 zeigt flr den SNP rs7254679 die absoluten Zahlen der untersuchten Kollektive. Im
Gesamtkollektiv ergab sich mit dem Mantel-Haenszel-Test, welcher einen linearen Trend in
Abhéngigkeit der Zahl der Variantenallele annimmt, eine statistische Assoziation mit
p = 0,008. Dabei fand sich der Genotyp mit dem homozygoten Wildtyp-Allel (TT) bei 79%
der Gesunden bzw. 68% der Erkrankten. Die entsprechenden Anteile fir den CT-Genotyp
beliefen sich auf 17% bzw. 28% und fir den CC-Genotyp auf 4% in beiden Gruppen. Bei
Anwendung des einseitigen exakten Tests nach Fisher auf das Gesamtkollektiv zeigte sich
unter Annahme eines dominanten Effektes fur das C-Allel eine Assoziation mit p = 0,001 mit
einem RR von 1,53 (95%-CI 1,15 — 2,04).

Tab. 17 Genotyp-Verteilung von rs7254679 bei Gesunden und Patienten. Es sind die jeweiligen Zahlen
getrennt flr die beiden oben verglichenen Kohorten sowie fur das Gesamtkollektiv aufgelistet. Der
Unterschied zur Gesamtzahl aller Patienten (n = 509) bzw. aller gesunder Vergleichspersonen (n = 257) ist
dadurch bedingt, dass die Genotypisierung fur rs7254679 nicht in allen Fallen gelang.

Kohorte 1 Kohorte 2 Gesamtkollektiv
rs7254679 : : :
Gesunde Patienten Gesunde Patienten Gesunde Patienten
TT 89 141 89 183 178 324
TC 22 67 17 65 39 132
CC 4 15 4 5 8 20
Summe 115 223 110 253 225 476
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Im Weiteren wurde fur die Assoziation des SNPs rs7254679 mit dem generellen Risiko, an
einem Prostatakarzinom zu erkranken, eine Subgruppenanalyse fir einzelne Kklinisch-
prognostische Parameter vorgenommen. Dazu wurde das Gesamtkollektiv von 476 Patienten
entsprechend des Gleason Scores (<7 versus >7), des PSA-Wertes zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung (< 10 pg/l versus > 10 pg/l), des T-Status (< 2 versus > 3), des N-Status
(negativ versus positiv) sowie das Vorliegen von Zweittumoren (nein versus ja) untersucht.
Auf diese finf dichotomen Parameter wurde ein mdglicher Einfluss des SNP rs7254679 unter
der Annahme eines dominanten Effektes des Variantenallels, d.h. TT versus TC+CC, getestet.
Wahrend die Prostatakarzinom-bezogenen Parameter keinerlei Beziehung zu diesem SNP
hatten, war dieser mit dem Vorliegen von Zweittumoren verbunden. Das relative Risiko fiir
Patienten mit Prostatakarzinom, zusatzlich an einem Zweittumor zu leiden, war fur die
kombinierte Genotyp-Konstellation von TC+CC gegentber dem TT-Wildtyp 1,49 (1,06 —
2,08) (p=0,03 nach einseitigem Fisher’s exaktem Test). Wurden die 51 Patienten mit
Zweittumoren mit der Gesamtkohorte der Gesunden (n =225) verglichen, belief sich das
entsprechende RR fur die Genotyp-Kombination aus TC+CC gegenulber TT auf 2,16 (1,45 —
3,21, p=0,001).

4.4  TGFB1l-Keimbahngenetik und Radiotherapie-bedingte Toxizitat
Fur die Uberpriifung einer maoglichen Assoziation zwischen TGFB1-Varianten mit
Radiotherapie-assoziierter Toxizitadt wurden diejenigen Patienten betrachtet, die eine primére
Strahlenbehandlung mit einer Gesamtdosis von X 64 — 72 Gy erhielten (siehe Subgruppen 2,
3, 4, 6 und 7 in Flussdiagramm in Abb. 4). Auf diese Weise war eine vergleichsweise
homogene Behandlungsgruppe hinsichtlich der Untersuchung genetischer Pradiktoren der
radiogenen Toxizitdt gegeben. Das Patientenkollektiv fur diese Untersuchung bestand
demnach aus 247 Mannern. Von diesen waren Daten wahrend der Radiotherapie und somit
auch uber etwaig aufgetretene Akuttoxizitat verfigbar. Von funf dieser Patienten lag keine
DNA vor (einer aus Subgruppe 3 in obigem Flussdiagramm, drei aus Subgruppe 4 und einer
aus Subgruppe 7); bei einer Probe (aus Subgruppe 4) bestanden Zweifel an deren Identitat.
Somit belief sich der Stichprobenumfang fir die Assoziationsanalysen zwischen Akuttoxizitat
und TGFB1-Keimbahngenetik auf 241. Spattoxizitat konnte in 24 Féllen nicht eruiert werden;
demzufolge beziehen sich die entsprechenden Analysen hier auf eine Fallzahl von 217
Patienten.

43



4 Ergebnisse

Tab. 18 Toxizitatsverteilung der 241 Patienten fur die Genotyp-Assoziationsanalysen. Der Grad der
Toxizitat wurde bestimmt nach CTC (akut) bzw. LENT-SOMA (spat). Toxizitatsgrade 4 und 5 (letzteres
nur bei LENT-SOMA) wurden in der vorliegenden Stichprobe nicht beobachtet. Bei 24 Patienten konnte
die Spattoxizitat nicht bewertet werden (z.B. Nachbeobachtungszeit zu kurz, Patienten nicht zur
Nachsorge erschienen).

Anzahl der Patienten (%)
Grad der Toxizitat Enddarm Harnblase
Akut Spét Akut Spét
0 66 (27,4) 150 (62,2) 81 (33,6) 151 (62,6)
1 129 (53,5) 38 (15,8) 139 (57,7) 54 (22,4)
2 45 (18,7) 27 (11,2) 20 (8,3) 8 (3,3)
3 1(0,4) 2 (0,8) 1(0,4) 4(1,7)
nicht verfugbar 0 24 (10,0) 0 24 (10,0)

Diese Toxizitatsdaten (akut n =241, spat n=217) wurden nun auf Assoziationen mit den
zehn TGFB1-Genpolymorphismen (Tab. 14) gepriuft. Dabei wurden die Toxizitatsgrade der
Akut- und Spéttoxizitat dichotomisiert (< Grad 2 versus > Grad 2). Die Ergebnisse sind in
Tab. 19 aufgelistet.

In der Auswertung der Akuttoxizitat zeigten sich fur die SNPs rs1800469 und rs1800470
ahnliche Assoziationen, die jedoch keine unabhangige Beobachtung darstellen in Anbetracht
des hohen LD (r2=0,70, Abb. 9) zwischen diesen beiden genetischen Markern. Der starkere
Effekt zeigte sich dabei fur rs1800470 (LeulOPro). Heterozygote Prol0-Trager wiesen — im
Vergleich zum homozygoten Wildtyp-Allel (LeulQ) — ein relatives Risiko von 0,63 (95%-
Konfidenzintervall 0,43 — 0,93) in Bezug auf Akuttoxizitidt > Grad 2 auf. Das bedeutet, dass
das Vorliegen eines ProlO-Allels einen schitzenden Effekt hatte. Jedoch konnte kein
entsprechender Effekt bei Homozygotie fiir Pro10 nachgewiesen werden. Dabei gilt es jedoch
zu bedenken, dass nur zehn Personen mit Akuttoxizitdt > Grad 2 diesen Genotyp aufwiesen.
Bei kombinierter Betrachtung unter Annahme eines dominanten Alleleffekts von Prol0 war
ebenfalls eine signifikante Risikominderung nachweisbar (RR 0,74, p=0,03 nach
zweiseitigem Fisher’s exaktem Test). Die fur die beiden h&ufigen Allele der triallelischen
Variante rs6508976 beobachteten Assoziationen mit p =0,05 spiegeln das LD mit der
LeulOPro-Variante wider (Abb. 9, links).

Der SNP rs1800471 zeigte fir heterozygote Trager der Pro25-Variante hinsichtlich der
Entwicklung einer Spattoxizitat > Grad 2 ein RR von 2,23 (1,10 — 4,55) im Vergleich zu
Personen mit homozygotem Arg25-Wildtyp-Allel (p =0,03, zweiseitiger x2-Test nach
Pearson). Bei Anwendung des zweiseitigen exakten Tests nach Fisher wurde das nominale
Signifikanzniveau knapp verfehlt (p =0,06); unter Berlcksichtigung bereits publizierter

Vorbefunde mit einem hoheren Radiotoxizitatsrisiko fur Pro25 (Schirmer et al. 2012) konnte
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der Fisher-Test einseitig mit einer Signifikanzschwelle von 0,05 angewandt werden, welche
dann mit p =0,03 auch unterschritten wurde. Das Pro25-Allel trat in der vorliegenden
Kohorte von Patienten mit Prostatakarzinom mit einer MAF von 7,5 % auf (Tab. 14); in der
Subgruppe fur die Toxizitats-Genotyp-Analysen mit 241 Patienten hatte keiner zwei Pro25-
Allele.

Mit der Spattoxizitat war mit rs10417924 noch ein zweiter SNP assoziiert. Patienten mit dem
A-Variantenallel (MAF 20 % in der Studienpopulation, Tab. 14) schienen besser geschutzt. In
einem Modell mit angenommenem dominanten Effekt dieses Allels belief sich das RR auf
0,50 (0,20 — 0,90, p = 0,02 nach zweiseitigem exakten Test nach Fisher), verglichen mit dem
GG-Genotyp. Das heiRt, wenn das A-Allel vorhanden war, war das Risiko fur eine

Spéttoxizitat der Radiotherapie nur halb so hoch.
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Tab. 19 Assoziationen von TGFB1-Polymorphismen zur Akut- und Spéttoxizitat bei Strahlentherapie des
Prostatakarzinoms. Zunéchst wurde auf eine lineare Tendenz zwischen den drei Genotypen hinsichtlich
des Risikos der Entwicklung von Toxizitat getestet (entsprechender p-Wert jeweils in der Zeile des
Wildtyps angegeben) nach Mantel-Haenszel-Test (modifizierter y2-Test). Dann wurden fir den
heterozygoten (jeweils Zeile 2) und homozygoten (Zeile 3) Variantenallel-Status sowie die Kombination
aus beiden (Zeile 4) die relativen Risiken (RR) mit dem 95%-Konfidenzintervall (95% CI) jeweils in
Bezug zum homozygoten Wildtypallel-Status (bei letzterem RR auf 1,00 gesetzt) fur jeden SNP berechnet
(bei der triallelischen Variante rs6508976 die beiden selteneren Allele jeweils auf das Wildtypallel
bezogen). Der dem RR jeweils zugehorige p-Wert wurde mit dem zweiseitigen exakten Test nach Fisher
ermittelt und steht in der entsprechenden Zeile. Diese Analysen wurden gemeinsam fir beide Kohorten
durchgefihrt. Wurde eine Genotyp-Konstellation nicht vorgefunden, war die Berechnung des RR nicht
anwendbar (als ,n.a.“ bezeichnet). Assoziationen mit einem p-Wert <0,05 sind in Fettschrift
hervorgehoben. Alle p-Werte beziehen sich auf zweiseitige Signifikanztestung.

Maximale Akuttoxizitat > Grad 2 Maximale Spéattoxizitat > Grad 2
SNP Genotyp
RR 95% ClI p RR 95% ClI p
GG 1,00 04 1,00 05
GA 1,25 0,70-2,34 0.4 0,77 0,32-1,85 06
rs1800468 AA 162 015-1754 0.6 8.92 0.83-100 009
GA+AA 1,29 0,73-2,30 0.4 1,00 0,48-2,09 1,0
cc 1,00 0.1 1,00 08
cT 0,66 0,43-1,01 0,04 0,85 0,54-1,35 06
51800469 T 077  033-180 0.6 106  039-2.90 1.0
CT+TT 072 0,51-1,02 0.05 0,90 0,61-1,32 06
T 1,00 0.2 1,00 0.4
rs1800470 TC 0,63 0,43-0.93 0,009 0,87 0,58-1,31 06
(Leu10Pro) cc 0,94 0,50-1,80 1,0 1,63 0,82-3.17 0.2
TC+CC 074 0,56-0,99 0,03 0,99 0,73-1,33 1,0
GG 1,00 05 1,00 0,03
rs1800471 GC 1,26 0,62-2,58 05 223 1,10-4,55 0,06
(Arg25Pro) cC n.a. n.a.
GC+CC 1,26 0,62-2,58 05 223 1,10-4,55 0,06
cc 1,00 0,05 1,00 06
CA 0,69 0,43-1,10 0.1 1,06 0,64-1,74 08
AA 0,49 0,18-1,32 0.2 1,28 0,48-3.38 07
CA+AA 0,69 0,47-1,03 0.05 1,08 0,73-1,61 08
6508976 cC 1,00 05 1,00 0.4
cT 078 0,27-2.24 0.8 1,86 0,66-5.21 03
TT n.a. n.a.
CT+/TT 073 0,26-2,08 0.8 1,72 0,62-4.76 03
T 1,00 08 1,00 05
2281717 TG 0,87 0,64-1,18 0.4 0,93 0,67-131 07
GG 0,98 0,56-1,73 1,0 077 034-173 06
TG+GG 0,92 073-1,15 05 0,93 0,70-1,22 06
GG 1,00 07 1,00 0.2
GC 1,03 0,77-1.36 1,0 1,09 0,78-152 07
52278422 cC 1,09 0,70-1,69 0.8 1,36 0,87-2,14 02
GC+CC 1,03 0,85-1,26 0.8 1,11 0,89-138 0.4
cc 1,00 04 1,00 07
cT 077 049-1,18 03 117 077-1,78 05
el g T 114 0,31-4,22 1,0 0,75 0,10-5,78 10
CT+TT 0,81 0,54-1,20 03 1,14 0,76-1,69 06
T 1,00 04 1,00 1,0
TC 072 0,41-1,28 03 1,08 0,61-1,92 08
s7254679 cc 089 026307 10 090 021382 10
TC+CC 077 0,47-1,25 0.3 1,05 0,63-1,74 08
EE 1,00 06 1,00 0,05
GA 076 0.47-1,22 03 043 0,20-0,90 0,01
S AA 121 039-373 0.7 087 020392 1,0
GA+AA 083 0,55-1,25 04 0,50 0,27-0,95 0,02
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Die Befunde fur LeulOPro beziglich Akuttoxizitdt und fir Arg25Pro sowie rs10417924
hinsichtlich Spéattoxizitat werden nachfolgend eingehender analysiert. Es wird geprift, ob die
beobachteten Assoziationen nicht etwa durch andere Faktoren (z.B. Unterschiede in der
kumulativen Strahlendosis, Alter der Patienten) bedingt waren. Dann ist von Interesse, ob die
relativen Risiken beide dokumentierte Endorgane (Blase und Rektum) in gleicher Weise
betreffen oder nicht. AbschlieBend wird untersucht, ob die kombinierte Betrachtung
unabhéngiger Genotypen (wie im Falle von Arg25Pro und rs10417924) oder die allelische
Kombination von SNPs in hohem gegenseitigen LD (Haplotypen) die Risikopradiktion

gegenuber der singuldren SNP-Analyse verbessern.

4.4.1 Adjustierung auf potenzielle Storvariablen

Als potenzielle Variablen, die sich auf die Radiotherapie-assoziierte Toxizitat auswirken
kdnnen und im Studienkollektiv dokumentiert waren, wurden in Erwagung gezogen: Alter der
Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose, BMI, kumulative Strahlendosis, Lymphabflussgebiet
im Bestrahlungsfeld enthalten sowie ob jemals eine antiandrogene Therapie verabreicht
wurde. In der univariaten logistischen Regressionsanalyse mit jedem dieser Parameter als
unabhéngige und der maximalen Akuttoxizitdt > Grad 2 als abhéngiger Variablen lag der p-
Wert eines statistischen Zusammenhanges in allen Féllen >0,5. Damit schieden diese

Faktoren als mogliche Confounder fiir den Genotyp-Effekt von LeulOPro aus.

In Bezug auf die maximale Spéttoxizitdt > Grad 2 war ein hoheres Alter bei Stellung der
Erstdiagnose eines Prostatakarzinoms mit einem leicht erhohten, jedoch nicht statistisch
signifikanten Risiko verbunden (p=0,14 nach bindrer univariater logistischer
Regressionsanalyse). Die anderen zuvor genannten vier potenziellen Einschlussfaktoren
wirkten sich jedoch nicht aus (p > 0,5). Demzufolge wurden die Assoziationen fiir rs1800471
und fur rs10417924 auf das Alter der Patienten in einem bindren logistischen
Regressionsmodell adjustiert. Der Effekt des Pro25-Variantenallels von rs1800471 wurde
durch Berticksichtigung des Alters nicht beeinflusst (p.g; = 0,02 einseitig getestet auf Basis
der Befunde einer Vorarbeit, siehe (Schirmer et al. 2012)). Ebenso blieb die Assoziation von
rs10417924 auf die maximale Spattoxizitdt > Grad 2 durch Einschluss des Alters in das

Rechenmodell unverandert (pagj = 0,02, zweiseitig getestet).
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4.4.2 Subanalysen nach Lokalisation der Toxizitaten

Die zuvor beschriebenen Assoziationen beziehen sich auf die kombinierte Betrachtung von Proktitis und Zystitis, wobei der jeweils hdchste
beobachtete Toxizitatsgrad in die Auswertung einging. Nun wurde eine separate Analyse flr die beiden Organe vorgenommen. Dabei zeigte sich,
dass der Effekt der LeulOPro-Variante nahezu ausschlieflich die Proktitis betraf (Abb. 10). Patienten mit Heterozygotie oder Homozygotie flr
Prol10 hatten verglichen mit Leu10/Leul0 ein auf 0,72 (0,52 — 1,01) reduziertes Risiko. Wie die kombinierte Akuttoxizitat wurden auch die beiden
einzelnen, nach < Grad 2 und > Grad 2 dichotomisierten akuten Organtoxizitaten nicht durch die im vorigen Kapitel beschriebenen potenziellen
Storvariablen beeinflusst.

c Proktitis oder Zystitis, p = 0,03 Proktitis, p = 0,04 s Zystitis, p=0,5
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Maximaler Grad der Spattoxizitt Maximaler Grad der Spattoxizitit Maximaler Grad der Spattoxizitat
(LENT-SOMA) (LENT-SOMA) (LENT-SOMA)

Abb. 10 Prozentuale Verteilung der Genotypen von rs1800470 in Bezug auf die Akuttoxizitat. Das linke Bild zeigt die kombinierte Betrachtung von Akuttoxizitat von
Enddarm und Harnblase, das mittlere isoliert fur Enddarm, das rechte fir Harnblase. Die hellgrauen Saulen entsprechen dem Leul0O/LeulO-Genotyp, die
dunkelgrauen der Kombination aus LeulO/Prol0 und Prol0/Prol0. Dabei ist fir jede der beiden Genotypkonstellationen die Verteilung auf die einzelnen
Toxizitatsgruppen veranschaulicht; die Addition der Sdulen derselben Farbe in einem Bild ergibt somit jeweils 100%.
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Die durch Arg25Pro modifizierte Spattoxizitat beruhte vornehmlich auf einer Beeinflussung des Zystitis-Risikos: Tréger des Pro25-Allels (in der
Patientenstichprobe nur heterozygot vorhanden) wiesen ein um den Faktor 2,85 (1,18 - 6,90) hoheres Risiko als Individuen mit Arg25/Arg25 auf
(Abb. 11).

Proktitis oder Zystitis, p = 0,06 Proktitis, p = 0,2 c Zystitis, p = 0,05
g 100 g 100 g 19
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Abb. 11 Prozentuale Verteilung der Genotypen von rs1800471 in Bezug auf die Spéattoxizitat. Die weiteren Informationen sind gemaf} den Definitionen von Abb. 10 zu
verstehen.
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Der zweite, mit der Spattoxizitat verbundene Genpolymorphismus (rs10417924) wirkte sich auf die Proktitis, nicht auf die Zystitis aus (Abb. 12).

Bei Patienten mit einem oder zwei Variantenallelen an dieser Stelle war das relative Risiko fiir eine chronische Proktitis > Grad 2 um mehr als die

Halfte auf 0,42 (0,18 — 0,94) gegenliber dem Vorliegen von zwei Wildtyp-Allelen reduziert.
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Abb. 12 Prozentuale Verteilung der Genotypen von rs10417924 in Bezug auf die Spéattoxizitat. Die weiteren Informationen sind gemaf den Definitionen von Abb. 10 zu

verstehen.

Da sich die fiinf in Kap. 4.4.1 beschriebenen potenziellen Einflussfaktoren auf die Untergruppen der chronischen Proktitis und Zystitis nicht

auswirkten (alle p > 0,2), erfolgte hier keine Adjustierung auf diese Variablen.
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4.4.3 Betrachtung in Abhéangigkeit von den einzelnen Toxizitatsgraden

Bislang wurden die Genotyp-Phanotyp-Analysen mit den Toxiziaten als dichotomisierte
Variable durchgefiihrt (< Grad 2 und > Grad 2), wobei der maximal beobachtete Grad der
rektalen und vesikalen Toxizitat zu Grund gelegt wurde. Durch die Dichotomisierung konnten
relative Risiken bzw. Odds ratios berechnet werden. Nun sollte geprift werden, ob die oben
beschriebenen Assoziationen auch bei Betrachtung der singuléren Toxizitatsauspragungen
(Grad 0 — 4) bestehen.

Mit zunehmender maximaler Akuttoxizitat (gewertet wurde der jeweils héhere Wert von
Blase oder Rektum) kam das Prol0-Allel seltener vor, wobei — wie oben unter Annahme
eines dominanten Alleleffekts — das heterozygote oder homozygote Vorkommen kombiniert
betrachtet wurde (Tab. 19). Dieser Zusammenhang mit der ordinal skalierten Toxizitat als
abhangiger Variable zeigte nach dem Mann-Whitney-U-Test hier nur einen statistischen
Trend mit p = 0,009.

Tab. 20 Verteilung des LeulOPro-Polymorphismus in den einzelnen Graden der
Akuttoxizitét nach CTC. Es wurde — wie in Tab. 19 — ein dominanter Effekt des Pro10-
Allels angenommen und daher dessen heterozygotes mit dem homozygoten Vorkommen

kombiniert.
Maximale Anzahl der Patienten
Akuttoxizitat, Grad Leul0/Leul0 Leul0/Prol10 + Pro10/Prol0
0 12 18
1 54 98
2 30 27
3 1 1

Eine analoge Auswertung fur Arg25Pro in Bezug auf die Spattoxizitat ergab mit dem Mann-
Whitney-U-Test Uber alle vier Toxizitatsgruppen keinen Kklaren statistischen Zusammenhang
(p = 0,16). Somit kann hier mit ansteigenden Toxizitatsgraden keine kontinuierliche Zunahme
des Pro25-Allels verzeichnet werden. Vielmehr scheint das Pro25-Allel zwischen den
Toxizitatsgruppen 0 und 1 einerseits sowie 2 und 3 andererseits zu diskriminieren: In den
ersten beiden Gruppen ist dieses im Vergleich zum Wildtyp unter-, in den anderen beiden
Uberreprasentiert (Abb. 13).
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Abb. 13 Spattoxizitatsgrade in Abhangigkeit von Arg25Pro. Links sind die absoluten Patientenzahlen
dargestellt. Das rechte Bild veranschaulicht die relative Verteilung; dabei ist fur jede der beiden
Genotypkonstellationen die Gesamtzahl von 100% auf die einzelnen Toxizitatsgruppen aufgeteilt.

Im Gegensatz zu Arg25Pro ergab sich fir rs10417924 eine kontinuierliche Beziehung mit den
vier Auspragungsgraden der Spéttoxizitdt (p =0,05 nach Mann-Whitney-U). Dies ist in

nachstehender Abb. 14 veranschaulicht.
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Abb. 14 Spéattoxizitatsgrade in Abhéangigkeit von rs10417924. Die weiteren Informationen sind geman den
Definitionen von Abb. 13 zu verstehen
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4 Ergebnisse

4.4.4 Haplotypen und kombinierte Alleleffekte

Zwei der drei TGFB1-Genpolymorphismen (rs1800470 und rs1800471), die mit Akut- bzw.
Spéttoxzitat assoziiert waren, stehen in hohem genetischen Kopplungsungleichgewicht (LD)
mit weiteren der insgesamt zehn untersuchten TGFB1-Varianten (Abb. 9). Ein wechselseitig
hohes LD besteht fur funf dieser Polymorphismen, fir welche demzufolge Haplotypen
berechnet wurden (Tab. 15). Finf Haplotypen traten in der untersuchten Stichprobe mit einer
Héufigkeit von mindestens 1% auf. Diese wurden nun ebenfalls auf mdgliche Assoziationen

mit den dokumentierten Toxizitaten geprift.

Das Pro10-Allel, welches das Risiko fiir eine Akuttoxizitdt > Grad 2 minderte, kommt geman
Tab. 15 in zwei Haplotypen (H2 und H4) vor. Die zuvor beschriebene Risikominderung einer
kombinierten Akuttoxizitat bzw. der akuten Proktitis > Grad 2 durch Prol0 ist der Haplotyp-
Analyse zufolge auf H2 zurickzufuhren (p =0,07 in beiden Faillen, zweiseitiger Fisher’s
exakter Test). Dabei wurden Tréger von H2 mit Patienten ohne H2 verglichen.

Das mit der Spéattoxizitit > Grad 2 verbundene Pro25-Allel kam nur in einem dieser
Haplotypen (H4) vor. Da dies der singuléren Betrachtung von Pro25 entspricht, eribrigte sich
hier die Analyse von H4 in Bezug auf die Toxizitatsdaten. Fur die zweite, die Spattoxizitat
modulierende Variante (rs10417924) liegt kein nennenswertes LD mit einem der anderen
untersuchten Genpolymorphismen vor, weshalb rs10417924 nicht in die Haplotypen-
Kalkulation eingeschlossen wurde. Somit konnen die beiden, in meiner Studie fir
Spéttoxizitat pradisponierenden TGFB1-Genvarianten Arg25Pro und rs10417924 als
voneinander unabhdngige Variablen betrachtet werden. Die oben durch univariate Analyse
dargestellte Risikoerhdhung fiir chronische Zystitis > Grad 2 fur das Pro25-Allel bzw.
Risikoerniedrigung fur chronischer Proktitis > Grad 2 fiir das Variantenallel von rs10417924
wurde durch den jeweils anderen Genpolymorphismus nicht merklich verandert (multivariat
getestet im bindren logistischen Regressionsmodell). Im logistischen Regressionsmodell
zeigte sich — verglichen mit dem Fisher’s exakten Test — sogar ein etwas stérkerer
Zusammenhang des Pro25-Allels mit der chronischen Zystitis (p =0,04 sowohl bei

univariater Testung von Arg25Pro als auch zusammen mit rs10417924).
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5 Diskussion

509 Prostatakarzinompatienten, die sich zwischen Mérz 2001 und September 2010 in der
Abteilung flr Strahlentherapie und Radioonkologie der Universitatsmedizin Gottingen
vorstellten, wurden in die vorliegende Arbeit eingeschlossen. Als primare Zielgrofie wurde
ein Einfluss der Variabilitdt des TGFB1-Gens auf akute sowie spéte Radiotherapie-bedingte
Toxizitat geprift. Als sekundare Zielgrofie wurden mogliche Beziehungen zwischen TGFB1-
Varianten und erkrankungsspezifischen Parametern (TNM-Status, PSA-Wert bei
Diagnosestellung, Gleason Score) sowie dem Risiko, an Prostatakrebs zu erkranken,

analysiert.

51 Auftreten von Toxizitat

Grundvoraussetzung fur die nachfolgende Analyse der EinflussgroRen war die exakte
klinische Dokumentation der aufgetretenen Toxizitdt. Diese wurde durch engmaschige
klinische Kontrollen sowohl wahrend der Phase der Bestrahlung als auch in der sich
anschlieBenden Nachsorge erreicht. Akuttoxizitat wurde nach CTC-Richtlinien, Spattoxizitat
wurde nach LENT/SOMA klassifiziert. Die Toxizitat wurde fachérztlich validiert. Neben der
Dokumentation der Toxizitat wurden TNM-Status, PSA-Wert bei Diagnosestellung, Gleason
Score, antiandrogene Therapie sowie Art der Radiatio erfasst. Es erfolgte zundchst die
Auswertung der Toxizitat im gesamten am Prostatakarzinom therapierten Patientenkollektiv
(n =485 Patienten). Die Diskussion der Toxizitat in diesem Kollektiv (akut sowie spét)
erfolgt im nachfolgenden Kapitel 5.1.1. Vor der anschlieRenden Evaluation der
EinflussgroRen auf die Toxizitat erfolgte die Einteilung der Patienten nach
Behandlungsmodalitat in verschiedene Subgruppen (s. Tab. 12, Diskussion im folgenden
Abschnitt Kap. 5.4).

5.1.1 Akuttoxizitat

Die Akuttoxizitat wurde nach CTC-Leitlinien eingeordnet. Bei 95,3 % der Patienten (n = 485)
konnte die Akuttoxizitat vollstandig dokumentiert werden (s. Kap. 4.1.4, Abb. 5 sowie Abb.
6). Fehlende Daten sind hier auf den Abbruch der Bestrahlung bei Incompliance sowie
weitere, strahlentherapieunabhangige Komplikationen zurlckzufihren. In der von mir
durchgefiihrten Studie erlitten 71,5 % der Patienten unerwinschte Nebenwirkungen im
Bereich des Enddarms (n = 347), 18,5 % des Gesamtkollektivs (n = 90) davon > Grad 2 nach
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CTC. Im Bereich der Harnblase erlitten 56,9 % (n =276) unerwiinschte Nebenwirkungen,
darunter 8,0 % (n = 39) Toxizitdt von > Grad 2 nach CTC.

Im Vergleich mit Studien, welche sich mit der Radiotherapie-assoziierten Akuttoxizitat in der
Bestrahlung des Prostatakarzinoms beschéftigen, sind diese Werte als zufriedenstellend
einzuordnen. Als beispielhafter Vergleichswert kann eine Studie mit 266 Patienten gelten, bei
der bis zu 26 % der Patienten Enddarmtoxizitat und bis zu 19 % Harnblasentoxizitdt > Grad 2
nach CTC (Koper et al. 1999) zeigten. Die Studie aus dem Jahr 1999 untersuchte Einfllsse
von Radiatio mit offenen Feldern gegeniiber winkelgetreuen Feldern bei jeweils gleicher
Dosis von 66 Gy. Peeters et al. konnten bei 669 Patienten bis zu 49 % Enddarmtoxizitit von >
Grad 2 und bis zur 41% Harnblasentoxizitdt von > Grad 2 dokumentieren (Peeters et al.
2005). Ziel dieser Studie war eine Evaluation eines moglichen Einfluss von Gesamtdosen von
68 versus 78 Gy auf das Auftreten von Toxizitat. Signifikante Ergebnisse zeigten sich dabei

jedoch lediglich flr rektale Blutungen und das Auftreten von Nykturie.

Ab CTC >Grad 2 spricht man von einer Einschrankung der Lebensqualitdt fur die
betroffenen Patienten. Insgesamt muss bei Prozentsdtzen von 18,7 % (Rektum) sowie 8,8 %
(Harnblase) von CTC > Grad 2 der Betroffenen in unserer Untersuchung von relativ
glinstigen, wenngleich noch immer nicht befriedigenden Ergebnissen gesprochen werden.
Urséchlich fur die relativ niedrigen Toxizitatsraten der Patienten unseren Kollektivs im
Vergleich mit vorheriger Forschung sind unter anderem die stete Weiterentwicklung in
Planung und Durchflihrung der Strahlentherapie (Forsythe et al. 2012).

5.1.2 Spattoxizitat

Ab dem 90. Tag nach Beginn der Radiatio aufgetretene Toxizitét ist als Spattoxizitét definiert.
Diese wird nach LENT/SOMA-Kriterien eingeteilt. Die Dokumentation der Spéttoxizitat
erfolgte im Rahmen der klinischen Nachsorgen der Patienten in unserer Abteilung, welche
sich in Abstanden von einem Jahr insgesamt finfmal nach Abschluss der Radiatio vorstellen.
Spéttoxizitat konnte bei 86,2 % der Patienten (n = 439) dokumentiert werden, fehlende Daten
sind vordergriindig auf zum Zeitpunkt der Auswertung noch in der Zukunft liegende

Nachsorgetermine zuriickzufihren.

Im Bereich des Enddarms wurde im untersuchten Kollektiv bei 26,0 % (n=126) der
Patienten Spéttoxizitat diagnostiziert, insgesamt 10,3 % (n =50) > Grad 2. Im Bereich der
Harnblase zeigte sich bei 25,1 % (n =122) Spattoxizitat, insgesamt 5,5 % (n = 27) erlitten

mindestens Grad 2.
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2008 wurden Daten einer Langzeitstudie verdffentlicht, welche 1571 Prostatakarzinom-
patienten Uber einen mittleren Zeitraum von zehn Jahren beobachtet hatte. Hier wurde bei 9 %
der Patienten rektale Beschwerden > Grad 2 dokumentiert sowie 15 % fur den Bereich der
Harnblase (Zelefsky et al. 2008). Ursprung der Studie war ein Vergleich verschiedener
Behandlungsmodalitaten, sodass ein direkter Vergleich mit der vorliegenden Arbeit nicht
maoglich ist. Eine Studie an 229 Patienten aus dem Jahr 2002 berichtet von einer Inzidenz von
10,7 % Spattoxizitdit > Grad2 am Enddarm (Fiorino et al. 2002). Eine weitere
modalitatsvergleichende Studie mit 669 Probanden fand bis zu 26,5 % Symptome im
Enddarm sowie bis zu 30,2 % Symptome im Bereich der Harnblase von > Grad 2 (Peeters et
al. 2005).

Bezliglich der Dokumentation der Spéttoxizitat muss bedacht werden, dass sich diese Uber
den gesamten, auf die Strahlentherapie folgenden Zeitraum bis zu Lebensende bezieht. Ublich
ist ein Nachbeobachtungszeitraum von finf Jahren. Der Nachbeobachtungszeitraum der
vorliegenden Studie erstreckt sich tber den Zeitraum von minimal drei bis maximal 61
Monaten, wobei nicht bei allen Patienten Daten des gesamten Nachbeobachtungszeitraums
dokumentiert werden konnten, wie es wiinschenswert gewesen wére (s. Kap. 4.4). Es ist daher
denkbar, dass die Zahl der unter Spéattoxizitat leidenden Patienten hoher ist als der von uns
erfasste Wert, was auch eine Verdnderung der Ergebnisse in der Beziehung zwischen den
SNPs sowie der Spattoxizitdt mit sich bringen konnte. Weiterfiilhrende Untersuchungen

sollten diesbezuglich erfolgen.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Ansatz gewéhlt, Kandidatengene fiir Biomarker anhand
einer groRen Fallzahl zu testen. Daflr wurde der Kompromiss der nicht immer vollstandigen

Nachbeobachtungszeit bewusst eingegangen.

5.2  Auswertungen der SNP-Analysen

Primare ZielgréRe der vorliegenden Arbeit war die Priifung eines mdglichen Einflusses der
Variabilitat des TGFB1-Gens auf akute sowie spate Radiotherapie-bedingte Toxizitat. Hierzu
erfolgte die genetische Analyse von 10 TGFB1-SNPs (s. Kap. 4.2, Tab. 14), welche nach

Literaturrecherche sowie Ergebnissen aus dem eigenen Labor ausgewahlt wurden.

Aus dem Gesamtkollektiv (n =509 Patienten) stand bei 93,5% (n=476) der Patienten
ausreichend genetisches Material zur Analyse bereit. Kann aus der Blutprobe nur
unzureichend DNA extrahiert werden, so l&sst sich diese im folgenden Arbeitsschritt nicht in

befriedigendem MaRe amplifizieren (siehe Kap. 4.2). Dementsprechend wurden 33 Proben
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aus der weiterfuhrenden Analyse ausgeschlossen. Die Bestimmungsquote Uber alle zehn

SNPs belief sich auf 97,5 % und lag damit im angestrebten Bestimmungsbereich von > 95 %.

Die korrekte Bestimmung der 5236 Allele konnte durch die erneute Analyse von 506 Allelen
(n =46 Probanden) Uberprift sowie durch Kontrolle der bereits fir eine andere Studie
analysierten Allele (n =420) bestatigt werden. Daher kann hier mit hoher Sicherheit von
exakten Ergebnissen ausgegangen werden.

5.2.1 TGFB1-Keimbahngenetik und Radiotherapie-bedingte Toxizitéat

Zur Prifung eines moglichen Einflusses der Variabilitat des TGFB1-Gens auf akute sowie
spate Radiotherapie-bedingte Toxizitdt wurde das Gesamtkollektiv der Patienten in
Subgruppen nach Bestrahlungmodalitat unterteilt. Subgruppe 2 (Radiatio primar
dosisreduziert perkutan und HDR, Gesamtdosis 64 — 66 Gy), Subgruppe 3 (primar perkutan
und HDR, 66 Gy) , Subgruppe 4 (primar perkutan ohne LAG, 72 Gy), Subgruppe 6 (primar
perkutan und HDR mit LAG, 68,4 — 68,6 Gy) und Subgruppe 7 (primér perkutan mit LAG,
71 Gy) wurden in die Uberpriifung einbezogen (s. Flussdiagramm Abb. 4; n = 247 Patienten).
Aufgrund fehlender genetischer bzw. klinischer Daten beziehen sich die Auswertungen der
Akuttoxizitat in diesem Abschnitt auf n =241, die der Spéattoxizitat auf n = 217 Patienten (s.
Kap. 4.4).

5.2.1.1 Die Variante Arg25Pro

Die Untersuchung von Arg25Pro war in der vorliegenden Arbeit von besonderem Interesse.
Eine Publikation (Schirmer et al. 2012) aus unserem Labor hatte einen positiven
Préadiktionswert von 100 % der Mutationstrager mit erhohten akuten Nebenwirkungen in der
Radiochemotherapie des Rektumkarzinoms erbracht. In der nun von uns untersuchten
Stichprobe von Prostatakarzinompatienten zeigte sich jedoch keine signifikante Assoziation

mit dem Auspragungsgrad der Akuttoxizitét.

Im Jahr 2010 wurde eine Metaanalyse von insgesamt 66 Studien zum Einfluss von SNPs auf
die Normalgewebsreaktion der Strahlentherapie veroffentlicht (Andreassen 2010). Die in
diese Metaanalyse einbezogenen Studien aus dem Zeitraum von Jahr 2002 bis Jahr 2010
schlieBen Untersuchungen an verschiedenen Tumorlokalisationen ein, darunter Kopf und
Hals, (weibliche) Brust und Prostata. Bei zahlreichen dieser Studien wird das TGFB1-Gen
nicht untersucht. Studien, welche sich mit dem TGFB1-Gen auseinandersetzten, konzentrieren
sich insbesondere auf rs1800469 (,,codon -509 T*) und rs1800470 (,,LeulOPro*, ,,codon 10%,

im Grol3teil der zitierten Verdffentlichungen wird die urspringliche Bezeichnung rs1982073
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verwendet). Nur zwei dieser Studien (Damaraju et al. 2006; Peeters et al. 2005) untersuchten
auch Arg25Pro, konnten den SNP aber nicht mit Akuttoxizitdt nach Radiotherapie
assoziieren. In der Untersuchung von Schirmer et al. 2012 handelte es sich daher um die erste
Publikation, welche den mdglichen Effekt von Arg25Pro auf die Akuttoxizitat der
Radiotherapie beschrieb. An der Studie nahmen Patienten mit Rektumkarzinom Stadium 11/111
nach UICC des mittleren und unteren Rektumdrittels teil. Diese wurden nach
Diagnosestellung in zwei unabhéngige Kohorten (n =88 und n=75) randomisiert, welche
dasselbe Therapieregime erhielten (neoadjuvante Strahlentherapie kombiniert mit den
Chemotherapeutika 5-Fluorouracil sowie z.T. Oxaliplatin). Gleich der vorliegenden
Dissertation wurde die therapieassoziierte Akuttoxizitat wodchentlich dokumentiert. Zur
Auswertung wurden Toxizitatsreaktionen an den Organen Haut, Darm, Enddarm sowie
Harnblase einbezogen, als Abgrenzung fur schwere, also die Lebensqualitit beeinflussende
Toxizitat ein Wert von > Grad 2 an mindestens einem der Organe definiert. Alle Patienten,
welche mindestens ein Arg25Pro-Allel besal3en, waren von Akuttoxizitdt > Grad 2 betroffen.
Auch bei der Untersuchung der Akutreaktion einzelner Organe ergab sich eine

Uberreprasentation der Pro25-Trager.

Eine mogliche Ursache dafur, dass die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit keine signifikante
Assoziation zwischen Trégern des Allels und akuten Nebenwirkungen der Therapie (p = 0,3)
replizieren konnten, liegt in der Verabreichung der systemisch schadigenden
Chemotherapeutika im Design der Rektumstudie. Durch die Kombination von DNA-
Schadigungen durch sowohl Radiatio als auch Chemotherapeutika erreicht man in der
Therapie hohe Kontrollraten, jedoch auch erhéhte unerwinschte Wirkungen. In der
vorliegenden Arbeit wurde jedoch ausschlielich eine Strahlentherapie durchgefihrt. Dies
kdnnte darauf hindeuten, dass die Zellschadigung durch (auch alleinige) Chemotherapie bei
Tragern des Arg25Pro-Allels hoher ist als bei Patienten ohne diese Punktmutation,
moglicherweise vervielfacht durch eine Kombination der Behandlungsmodalitaten.
Diesbezuglich waren zum aktuellen Stand (August 2014) keine veroffentlichten Studien zu

finden.

In unserer Patientenkohorte von Prostatakarzinompatienten zeigte sich ein erhéhtes Risiko fiir
die Entwicklung von Spéttoxitdt > Grad 2 nach LENT/SOMA.. Heterozygote Trager der Pro25-
Variante zeigten diesbeziiglich ein RR von 2,23 (95 %-CI 1,10 — 4,55). Leider enthielt die von
uns untersuchte Kohorte keine homozytogen Tréger des Pro25-Allels. Dies lasst sich durch eine

MAF von 7,5 % erklaren. Mogliche homozygote Tréger hatten den gefundenen Effekt stark
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beeinflussen konnen, weshalb deren Fehlen als ein die Bewertung einschrankender Befund

bewertet werden muss.

Wird Radiotherapie-bedingte Toxizitat diskutiert, so ist dies stets im Kontext der behandelten
Region zu betrachten. In Bezug auf die Vergleichbarkeit von Konzepten zur Radiotherapie
des Rektumkarzinoms und des Prostatakarzinoms gilt zu beachten, dass sich die Zielvolumina
voneinander unterscheiden. Wahrend das Rektum bei einem dort lokalisierten Karzinom
ganzlich als Zielvolumen definiert wird, so gilt es in der Bestrahlung von Prostatakarzinomen
als Risikoorgan. Dementsprechend wird groRtmaogliche Sorge getragen, die Strahlenbelastung

dort so gering wie moglich zu gestalten.

Eine weitere Differenz der Konzepte sind die unterschiedlichen Therapieablaufe. In der
Therapie des Rektumkarzinoms erfolgt auf die neoadjuvante Radiochemotherapie nach sechs
Wochen die Resektion des Rektums. Diese flihrt dazu, dass typische Symptome der Proktitis
als Spattoxizitat - z.B. erhohte Stuhlfrequenz, Schleim- und Blutbeimengungen - nicht zum
Tragen kommen bzw. kommen koénnen (Fietkau et al. 2007). Bei Veroffentlichung der Daten
zum Rektumkarzinom (Schirmer et al. 2012) konnten keine Ergebnisse flir Spattoxizitat
eingeschlossen werden, da der Nachbeobachtungszeitraum zu kurz war. Eine Fortfihrung der
Datenerhebung zur Uberpriifung der Assoziation ist daher von hochstem Interesse. Dies gilt
auch fir den Bereich der Harnblase: Die von uns durchgefiihrte Subanalyse nach Lokalitéat der
Toxizitat fuhrte die erhdhten Toxizitatswerte fast ausschliellich auf diesen Bereich zurlick
(RR 2,85, 95 %-CI 1,18 — 6,90, p = 0,05, Abb. 11).

Im Gegensatz dazu fanden Peters et al. 2008 kein vermehrtes Auftreten von Spéttoxizitat der
Blase bei Tragern der Arg25Pro Variante. Nachgewiesen werden konnte aber ein erhohtes
Risiko fir erektile Dysfunktion beim gemeinsamen Vorliegen der Minorallele von Arg25Pro,
codon -509T und LeulOPro in der Spatreaktion nach Prostataradiatio (Peters et al. 2008) bei
n =141 untersuchte Patienten. Ebenfalls keine Auswirkung von Arg25Pro und -509T auf
Radiotherapie-assoziierten Toxizitat auf Blase und Rektum zeigte eine Studie aus dem Jahr
2006 mit n = 83 Prostatakarzinom-Patienten (Damaraju et al. 2006).

Eine Studie zu Zervix- und Endometriumkarzinomen aus dem Jahr 2006 postuliert gar einen
leicht protektiven Effekt flir homozygote Trager von Arg25Pro (De Ruyck et al. 2006). Der
Bewertungsmalistab fur Radiosensitivtat wurde auch von dieser Studie bei Spattoxizitat
> Grad 2 angelegt, der Nachbeobachtungszeitraum erstreckte sich auf bis zu elf Jahre. Zur
Radiotherapie hinzu wurde in unterschiedlichen Anteilen auch Chemo- und Hormontherapie

sowie eine Operation durchgefihrt. Moglicherweise spielen daher das Geschlecht sowie der
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geschlechtsspezifische Hormonhaushalt eine Rolle in der Expression bzw. Wirkweise der
Variantenallele.

Es ist bemerkenswert, dass die vorliegende Untersuchung keinen Klaren statistischen
Zusammenhang zwischen dem Auftreten des Pro25-Allels und héhergradiger akuter Toxizitét
darstellen kann. Eine mogliche Ursache dafir findet sich in der niedrigen Anzahl an Patienten
mit hohergradiger Toxizitat unserer Stichprobe. Wir beschreiben flr Tréger von Pro25 eine
Diskriminierung insbesondere zwischen Spattoxizatsgrad O und 1 versus 2 und 3 nach
Radiotherapie. Diese Einschrankung sollte zundchst jedoch nur im limitierten Kontext der
vorliegenden Studie als gegeben betrachtet werden. Es werden in unserer Arbeitsgruppe
erweiterte Analysen zu diesem Teilbereich folgen, um diese Ergebnisse zu evaluieren.
Zusammenfassend lasst sich trotz dieser Einschrankung festhalten, dass unsere Ergebnisse
zum Einfluss von Arg25Pro die Hypothese, dass es sich um eine die Radiotherapie-bedingte

Toxizitdt modulierende Variante handelt, unterstiitzen.

5.2.1.2 Die Variante rs10417924

Bei Prifung von mdoglichen Einflissen von SNPs im TGFB1-Gen wurde u.a. auch die
Variante rs10417924 gepruft. In unserer Stichprobe konnte kein Nachweis fir die Modulation
von akut auftretender Toxizitat gezeigt werden. Einen moglicherweise vor Spattoxizitat nach
Radiotherapie schiitzender Effekt konnte jedoch fiir das A-Variantenallel von rs10417924
dargestellt werden. Wir nutzten ein Modell mit angenommenem dominanten Effekt dieses
Allels und konnten ein RR von 0,50 (95 %-ClI 0,20-0,90, p = 0,02) flr die Entwicklung von
Spittoxizitit > Grad 2 nachweisen. In der Subanalyse nach Toxizitatslokalisation lieR sich
dieser Befund insbesondere der Proktitis zuordnen (p =0,01). Im Gegensatz zu Arg25Pro
konnte sich die Assoziation mit vermindert auftretender Spéattoxizitat bei Variantentrdgern
kontinuierlich zu den vier Auspragungsgraden der Spéattoxizitat darstellen. Tréger des A-
Allels waren weniger haufig von héheren Toxizitatsgraden betroffen (s. Abb. 14, Kap. 4.4.3).
Diese kontinuierliche Assoziation unterstreicht die mogliche Verbindung von rs10417924 und
Spéttoxizitat nach Radiotherapie. Der von uns in dieser Studie beschriebene Effekt wurde in
der Vertffentlichung von 2012 (Schirmer et al. 2012) jedoch nicht gefunden. Da sich die
Ergebnisse insbesondere auf die Proktitis beziehen, muss hier erneut die beim
Rektumkarzinom auf die Radiochemotherapie folgende Operation beachtet werden. Aktuell
sind in den Datenbanken lediglich zwei weitere Studien, welche mdgliche Effekte dieser
Variante beschreiben, verfligbar (Dai et al. 2009; Niu et al. 2012). Keine dieser

Untersuchungen bezieht sich jedoch auf Radiotherapie-assoziierte Toxizitdt. Eine
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abschlielende Bewertung der von uns dargestellten Ergebnisse ist daher zum aktuellen
Zeitpunkt nicht moglich.

5.2.1.3 Die Variante LeulOPro

In der Auswertung der Akuttoxizitatsgrade (dichotomisiert nach < Grad 2 versus > Grad 2)
zeigte sich ein schitzender Effekt des Prol0-Allels im Vergleich mit dem homozygoten
Wildtypallel Leul0 (RR = 0,63). Dieser Effekt konnte sich jedoch nicht bei Homozygotie fir
LeulO bestdtigen. Dies kann mdoglicherweise darauf zuriickgefiihrt werden, dass die
untersuchte Stichprobe nur 10 Patienten mit diesem Genotyp und Akuttoxizitit von > Grad 2
aufwies. In der Subanalyse nach der Lokalisation der Toxizitat (s. Kap. 4.4.2) konnte dieser
Effekt insbesondere der Proktitis zugeordnet werden (p = 0,04 versus p = 0,5 bezuglich der
akuten Zystitis, Abb. 10).

Verschiedene Untersuchungen haben sich (unter anderem) mit LeulOPro in der Rolle als
potentieller Modulator in der Gewebsreaktion auf ionisierende Strahlung beschaftigt. Im
Bezug auf einen Effekt von LeulOPro auf akute Toxizitdt bei strahlentherapeutischer
Therapie des Prostatakarzinoms sind zum aktuellen Stand keine Daten, die einen Bezug
darstellen, veroffentlicht. Eine Einordnung der dargestellten Ergebnisse in den Kontext der
aktuellen Literatur ist daher nicht durchfihrbar.

Samtliche Studien, welche sich mit dem SNP LeulOPro befassen, zielen auf einen
potentiellen Effekt der Variante auf Spattoxizitat ab. Dies gilt auch fiir Studien, die andere
Tumorentitdten untersuchten. Die Untersuchung unserer Stichprobe zeigte bezlglich der
Spéttoxizitat keine Modulation durch LeulOPro.

Eine Studie zeigte einen schitzenden Effekt des Prol0-Allels vor der Entwicklung einer
Radiotherapie-induzierten Pneumonitits (Yuan et al. 2009). Das Patientenkollektiv bestand
aus 164 Patientinnen und Patienten, die bei nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom eine
definitive Radio(chemo)therapie erhalten hatten; der Untersuchungszeitraum betrug 12
Monate nach Beginn der Radio(chemo)therapie. Eine im Jahr 2006 verdffentlichte Studie
uber Nebenwirkungen der Therapie bei gynédkologischen Karzinomen (Zervix- sowie
Endometriumkarzinom) (De Ruyck et al. 2006) zeigte eine Assoziation fir homozygote
Tréger von rs1800469 sowie LeulOPro zur Entwicklung von Radiotherapie-assoziierter
Spattoxizitat. Demgegeniiber wird in einer 2009 von der Medizinischen Hochschule
Hannover publizierten Studie an 445 Prostatakrebspatienten, welche mit interstitieller
Brachytherapie behandelt wurden, nach 18 Monaten Nachbeobachtungszeit keine Assoziation
zwischen LeulOPro und therapieassoziierter Spéttoxizitdt berichtet. Ebenfalls keine

Assoziation zeigte eine spanische Studie an 413 Prostatakrebspatienten (Fachal et al. 2012).
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Wiederholt konnte in den jeweiligen Studien eine Verbindung zwischen dem Pro10-Allel mit
einem erhohten Auftreten von subkutaner Fibrose und verandertem kosmetischen Ergebnis im
langfristigen Verlauf nach Radiotherapie bei Mammakarzinom dargestellt werden (Alsbeih et
al. 2010; Andreassen et al. 2003; Andreassen et al. 2006). Der Effekt konnte jedoch nicht
immer reproduziert werden (Barnett et al. 2010), ebenso nicht fir Tumoren des Kopf- und
Halsbereiches (Andreassen 2010).

Es ist davon auszugehen, dass weitere Studien die Variante LeulOPro einbeziehen werden,
wobei es winschenswert ist, dass die Analysen auch auf die Akuttoxizitat geprift werden.
Nur so wird im weiteren Verlauf eine valide Einschatzung der Modulation von LeulOPro auf
bestrahltes Gewebe maoglich sein.

5.3  Auftreten des Prostatakarzinoms und TGFB1-Genetik

Sekundare ZielgréRen in der vorliegenden Arbeit waren mdogliche Beziehungen zwischen
TGFB1-Varianten und erkrankungsspezifischen Parametern der Patienten (TNM-Status, PSA-
Wert bei Diagnosestellung, Gleason Score) sowie dem Risiko, an Prostatakrebs zu erkranken.
Zur Evaluation potentieller Effekte von neun TGFB1-SNPs auf das Risiko, an
Prostatakarzinom zu erkranken, wurden sowohl die Patienten als auch das gesunde
Kontrollkollektiv in jeweils zwei Kohorten unterteilt (Patientenuntergruppen n =248 bzw.
261, Kontrollkollektiv n =129 bzw. 128, s. Kap. 4.3) und gegeneinander getestet. In der von
uns untersuchten Stichprobe konnte fiir rs7254679 diesbezlglich néherungsweise ein
reproduzierbarer Einfluss nachgewiesen werden: Der heterozygote Genotyp war mit einem
héheren Erkrankungsrisiko behaftet (RR =1,63). Dieser Effekt lieB sich in beiden
Patientenkohorten darstellen. Es muss jedoch beachtet werden, dass das RR in der ersten
Patientenkohorte fir Homozygotie deutlich hoher war als in der zweiten (RR = 2,24 versus
0,64). Dieser Befund ist mdglicherweise durch die ungleiche Genotypenverteilung zwischen
den Patientenkohorten beeinflusst (15 versus 5 homozygote Patienten). Durch die geringe
Anzahl der Patienten ist der mdgliche Effekt insbesondere in Kohorte 2 mit Vorsicht zu
betrachten. Ein ausgeglicheneres Verhaltnis ware hier wiinschenswert, um validere Aussagen
treffen zu konnen. Uber SNP rs7254679 ist bislang keine Untersuchung zur Epidemiologie
irgendeiner Erkrankung verdffentlich worden; die Datenbank dbSNP (s. Kap. 2.7) listet die
klinische Signifikanz als unbekannt (Stand August 2014).

Wir priften im Rahmen einer Subgruppenanalyse von rs7254679 mdgliche Einfliisse durch
tumorspezifische Parameter (Gleason Score, PSA bei ED, T- und N-Status) auf die o.g.

Befunde. Diese Testungen blieben allesamt negativ (s. Kap. 4.3).
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Im Jahr 2004 konnten zwei Studien ein erhohtes relatives Risiko fur die Erkrankung an
Prostatakrebs fur die Variante rs1800469 (C-509T) sowohl bei Asiaten (RR =1,6) (Li et al.
2004) als auch in Kaukasiern (RR = 2,4) (Ewart-Toland et al. 2004) zeigen. Diese Ergebnisse
konnten in einer groRen Fall-Kontroll-Studie mit Uber 1300 Probanden sowie einer
zahlenmaRig &ahnlichen Kontrollgruppe (Kang et al. 2007b), welche an verschiedenen
Versorgungszentren der Vereinigten Staaten von Amerika rekrutiert wurden, nicht
reproduziert werden. Gleich der vorliegenden Studie konnte kein Effekt der Varianten
rs1800468, rs1800469, rs1800471, rs1800472 und rs1982073 (beide letztgenannte Varianten
wurden in der vorliegenden Untersuchung nicht berucksichtigt) auf das Erkrankungsrisiko
nachgewiesen werden.

In der von uns untersuchten Stichprobe (n =476 Patienten mit ausreichend genetischem
Material zur Genanalyse, s. Kap. 5.2) hatten 51 Patienten mindestens einen weiteren malignen
Tumor. Hier konnte flr rs7254679 eine Verbindung mit dem Vorliegen von Zweittumoren
festgestellt werden. Unter der Annahme eines dominanten Effektes des Variantenallels
(TC+CC versus TT-Wildtyp) betrug das RR hier 1,49 (95 %-CI 1,06 —2,08), bei Prufung
gegen die Gesamtkohorte der Gesunden stieg es sogar auf 2,16. Dies entspricht einem p-Wert
von p = 0,001.

Auch zu diesen Ergebnissen unserer Studie gibt es zum aktuellen Zeitpunkt keine
Veroffentlichungen. Einschrdnkend muss beachtet werden, dass es sich bei der vorliegenden
Untersuchung um eine sehr geringe Fallzahl an Patienten mit Zweittumoren handelt. Dartiber
hinaus handelt es sich in der Kontrollgruppe der gesunden Probanden vorwiegend um junge
Menschen im Studentenalter, eventuell auftretende maligne Erkrankungen kdnnen sich daher
im weiteren Lebensverlauf einstellen. Dies wirde die von uns dargestellten Resultate
verdndern. Weiterhin enthdlt die wvon uns untersuchte Patientenkohorte mit
Prostatakarzinompatienten naturgemaR nur Manner, die Kontrollgruppe jedoch besteht aus
Personen beider Geschlechter zu etwa gleich groRen Teilen. Zur Klarung eines potentiellen
Effektes von rs7254679 sollten daher Untersuchungen mit groReren Patientenkollektiven
sowie moglichst ausgeglichenen Kontrollgruppen den in unserer Stichprobe beschriebenen

Effekt der Variante mit einbeziehen.

5.3.1 Berechnung des haploiden Genotyps (Haplotyp)

Fur die Berechnung der Haplotypen wurden die Varianten rs1800469, rs1800470, rs1800471,
rs6508976 sowie rs2241717 eingeschlossen, da diese Uber ein hohes Kopplungs-

ungleichgewicht verfligen und daher besonders interessant sind (s. Kap. 4.2.1, Kap. 4.4.4
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sowie Abb. 9). Wir priften die finf hdufigsten Haplotypen H1-H5 mit einer Haufigkeit von
mindestens 1% auf Assoziationen mit von uns erhobenen Daten. Beziglich des Risikos, an
Prostatakrebs zu erkranken, konnte jedoch fiir keinen Haplotyp eine Assoziation
nachgewiesen werden. Gleiches wird von einer Studie an 1320 Prostatakrebspatienten (Kang
et al. 2007b) berichtet. Es wurden dort ebenfalls die Varianten rs1800469, rs1800470 und
rs1800471 untersucht, zusétzlich rs1800468 und rs1800472. Es zeigte sich bei keinem der
untersuchten SNPs sowie fur keine Haplotypkombination eine Assoziation mit dem

Erkrankungsrisiko.

In der subsequenten Analyse der drei TGFB1-Genpolymorphismen, welche mit Akut- bzw.
Spattoxizitat assoziiert waren, konnte die Minderung des Risikos fur das Auftreten von
Akuttoxizitat durch das Prol0-Allel jedoch auf den Haplotyp H2 zuriickgefuhrt werden. In
der Testung der H2-Trager gegen Patienten ohne H2 zeigte sich sowohl in der kombinierten
Betrachtung von akuter Proktitis mit Zystitis als auch in der singuldren Betrachtung der
akuten Proktitis (jeweils > Grad 2) ein statistischer Trend von p = 0,07 nach zweiseitigem
Fisher’s exaktem Test. Damit scheinen Tréger des Haplotyp H2 (Tab. 15) in unserer
Studienkohorte ein geringeres Risiko flr die Entwicklung von Akuttoxizitat zu haben. Dieser
moglicherweise protektive Haplotyp trat in unserer Kohorte mit einer Haufigkeit von 28,3 %
auf. Sollten sich die von uns dargestellten Ergebnisse bezlglich der Modifikation der
Toxizitat durch die TGFB1-SNPs bestédtigen lassen, so wirde sich die eingehendere

Betrachtung der Haplotypen lohnen.

5.4  Kritische Betrachtung

Die vorliegende Studie hat sich zum Ziel gesetzt, mogliche vorbeschriebene Assoziationen
zwischen TGFB1-Polymorphismen und der Normalgewebsreaktion unter sowie nach
Abschluss einer strahlentherapeutischen Behandlung bei Patienten mit Prostatakarzinom zu
Uberprifen. Dartiber hinaus sollte das Auftreten von Toxizitdt unabhangig von SNPs
dargestellt werden. Ebenso wurde eine mdgliche Verbindung zwischen den SNPs und dem
Auftreten  von  Prostatakarzinomen  sowie  weiterer, therapieassoziierter  und
patientenspezifischer Daten getestet. 509 Prostatakarzinompatienten wurden in die Studie
eingeschlossen.

Die Dokumentation der Akut- sowie Spéttoxizitat erfolgte unabhéngig von der Analyse der
SNPs-Varianten. Daher kann eine Beeinflussung durch die beschriebenen Vorbefunde

ausgeschlossen werden. Toxizitatsscores — sowohl akut als auch spat — wurden
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abteilungsintern von Fachérztinnen und Fachérzten validiert, sodass von korrekten
Bewertungen auszugehen ist.

Die Genotypanalyse erfolgte aus peripher-venésem Vollblut, wobei der Zeitpunkt der
Blutabnahme innerhalb der Studienpopulation von vor Beginn der Therapie bis zum
Nachbeobachtungszeitraum variierte. Dies ist ein Kritikpunkt an der vorliegenden Arbeit: ein
einheitlicher Entnahmezeitpunkt furr alle Patienten ware wiinschenswert. Da es sich jedoch um
genetische Analysen, welche DNA-Punktmutationen anhand von Leukozyten untersuchen,
handelt, ist von reprasentativen Ergebnissen auszugehen.

Es erfolgte die Einteilung der Patienten anhand der Therapieschemata, um mdglichst
homogene Gruppen zur Subanalyse der Toxizitat zu erhalten. Von den 509 Patienten wurden
insgesamt 241 Patienten in die Auswertung der Radiotherapie-assoziierten Toxizitat
eingeschlossen. Die Einteilung in die jeweiligen Subgruppen ist in Tab. 12, Kap. 4.1.3
dargestellt. Patienten, welche in die Toxizitatsauswertung eingeschlossen wurden, hatten eine
relativ homogene Dosis von Y 64 - 72 Gy erhalten und wurden zuvor nicht im Bereich der
Prostataloge operiert. Durch diese Selektion sollte sichergestellt werden, dass mdgliche
Confounder die Toxizitatsdaten nicht beeinflussen. Es muss jedoch erwéhnt werden, dass sich
die Therapiemodalitdten auch in den Subgruppen, welche in die Auswertung eingingen,
unterschied: Sowohl die Art der Bestrahlung (teilweise wurde eine interstitielle
Brachytherapie erganzend zur perkutanen Radiatio durchgefuhrt) als auch das bestrahlte
Volumen (Einschluss bzw. Ausschluss des LAG) differierten. Der von uns gewéhlte Weg ist
ein bewusst eingegangener Kompromiss, um eine ausreichend grofRe Studienpopulation zu
erhalten, um potentielle Effekte moglichst valide darzustellen.

Die Testung beziglich potentieller Einflisse der TGFB1-SNPs auf die Entwicklung eines
Prostatakarzinoms erfolgte an einem gesunden Kontrollkollektiv (n =257). Die Daten des
Kontrollkollektivs lagen bereits vor und schlossen rs2278422 nicht mit ein. Daher kann
beziiglich moglicher Effekte dieser Variante keine Aussage getroffen werden. In einer
folgenden Untersuchung sollte dieser SNP daher in der Kontrollgruppe nachbestimmt werden.
Wir testeten Einflisse der TGFB1-Genetik auf das Risiko, Prostatakrebs zu entwickeln,
anhand einer Unterteilung sowohl der Patienten- als auch der Kontrollkohorte, was valide
Ergebnisse liefern kann.

Die Charakterisierung der Kontrollgruppe muss als Kritikpunkt an der vorliegenden Studie
gewertet werden. Es sind darin auch weibliche Personen enthalten, sodass genderspezifische
Einflisse nicht ausgeschlossen werden kénnen. Da sich TGFB1 jedoch auf Chromosom 19

befindet, ist dieser Punkt erneut unter Beriicksichtigung des Bedarfs einer ausreichend grof3en
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Kontrollgruppe zu akzeptieren. Darliber hinaus besteht das Kontrollkollektiv vor allem aus
jungen Menschen im Altersbereich von ca. 20 —30 Jahren. Der Grof3teil der malignen
Erkrankungen tritt jedoch im hdheren Alter auf. Eine (im mannlichen Anteil) potentielle
Erkrankung an Prostatakrebs ist daher nicht ausgeschlossen. Dieser Kritikpunkt betrifft auch
die von uns gefundenen Ergebnisse flr rs7254679: Mdogliche Krebserkrankungen, auch
Zweittumoren, liegen fur einen Teil des Kontrollkollektivs mit hoher Wahrscheinlichkeit in
der Zukunft. Im optimalen Fall sollte die Kontrollgruppe fiir eine Studie wie diese demnach

aus geschlechts- und altersidentischen Probanden bestehen.
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6 Zusammenfassung

Prostatakrebs ist die am hdufigsten neu diagnostizierte Krebserkrankung bei Mé&nnern
weltweit. Die Strahlentherapie stellt fir viele Stadien dieser Erkrankung eine wichtige
kurative Therapieoption dar. Die Rolle von TGFB1 als wichtiger Mediator der
Strahlenreaktion von Normalgewebe wurde in verschiedenen Publikationen beschrieben. Die
vorliegende Arbeit untersuchte nun mogliche Einflusse von Varianten des TGFB1-Gens auf
Epidemiologie und therapieassoziierte Toxizitdt einer Radiotherapie bei Patienten mit

Prostatakarzinom.

509 Prostatakarzinompatienten stellten sich zwischen Mérz 2001 und September 2010 in der
Abteilung fur Strahlentherapie und Radioonkologe der Universitatsmedizin Goéttingen vor.
Studienendpunkte waren das Auftreten von therapieassoziierter Akut- (CTC) sowie
Spéttoxizitat (LENT/SOMA) unter Berlcksichtigung von TGFB1-Genvarianten und deren
Einfluss auf eine Prédisposition zur Erkrankung. Gewertet wurde jeweils der hochste Grad an
akuten und spaten Nebenwirkungen in Form von Zystitis oder Proktitis. Als starke
Nebenwirkung wurde Toxizitit > Grad 2 (deutliche Beeintrachtigung der Lebensqualitat)
definiert.

Es wurden nach Datenbank- und Literaturrecherche und auf Grund von Vorbefunden zehn
Polymorphismen (SNPs, single nucleotide polymorphisms) ausgewéhlt, welche die genetische
Variabilitat im Bereich von TGFB1 reprasentieren. Aus peripher-venésem Vollblut der
Patienten wurde DNA extrahiert. Durch Polymerasekettenreaktion (PCR, polymerase chain
reaction) erfolgte eine Vervielféaltigung der entsprechenden DNA-Abschnitte, dann folgte die
Gensequenzierung.

Primare ZielgroBe der Arbeit war es, einen mdoglichen Einfluss der SNPs auf
radiotherapieassoziierte Toxizitat zu prifen. Dies geschah an einer selektierten Kohorte
(n =241, primire Radiatio mit Y 64 — 72 Gy). Akuttoxizitat konnte fir 100 %, Spattoxizitat
fur 91% (n=217) der selektierten Kohorte evaluiert werden. Akuttoxizitit > Grad 2
manifestierte sich bei 24,4 % (19,1 % Proktitis, 8,1 % Zystitis), Spéttoxizitit > Grad 2 bei
17,0 % (13,0 % Proktitis, 5,4 % Zystitis) der Patienten. Die Genotypisierung war in 97,5 %
der gepruften Allele méglich. 10 % der Proben (n = 46, unselektierte Kohorte) wurden als
interne Kontrolle bestétigt.

Bei Tragern des Genotyps Pro25 von rs1800471 (,,Arg25Pro) war das Risiko einer
Spattoxizitat signifikant erhoht: 10,6 % der Pro25-Tréger zeigten Akuttoxizitat, 23,7 %
Spattoxizitat (p = 0,033 nach y2-Test, RR = 2,23, 95 %-Cl 1,10 — 4,55). Der SNP rs10417924
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zeigte bei Trégern des A-Allels unter Annahme eines dominanten Alleleffekts einen
schutzenden Effekt bezlglich der Entwicklung von Spéttoxiziat (RR = 0,50, 0,20 — 0,90,
p = 0,02 nach zweiseitigem Fisher’s exaktem Test). SNP rs1800470 (,,LeulOPro*) zeigte fiir
Tréger der Prol0-Variante niedrigere Raten an Akuttoxizitat (RR = 0,72, 0,52-1,01, p = 0,03).
Subanalysen konnten die Effekte von Arg25Pro insbesondere fiir das Risiko einer spéten
Zystitis nachweisen (p = 0,05), rs10417924 bezog sich auf die spate (p = 0,01), LeulOPro auf
die akute Proktitis (p = 0,04, jeweils zweiseitig getestet).

Sekundare Zielgrolie der Arbeit war die Testung der SNPs auf einen méglichen Einfluss auf
die Wahrscheinlichkeit, an Prostatakrebs zu erkranken. Dies wurde Mithilfe eines gesunden
Kontrollkollektivs (n=257) geprift. Es zeigte sich ein Trend fir eine Assoziation von
rs7254679 mit dem Erkrankungsrisiko. Unter erneuter Annahme eines dominanten
Alleleffekts zeigte dieser SNP auflerdem eine Assoziation mit dem Vorliegen von
Zweitkarzinomen (RR = 2,16, 1,45 — 3,21, p = 0,001 im Vergleich mit der Gesamtkohorte der
Gesunden).

Wir berichten von einem SNP (Arg25Pro) im TGFB1-Gen, dessen Genotyp Pro25 in der von
uns untersuchten Patientenkohorte mit einer signifikant htheren Spéattoxizitat im Bereich der
Harnblase nach Radiotherapie des Prostatakarzinoms assoziiert ist. Der SNP LeulOPro zeigte
einen schiitzenden Effekt bezlglich der Entwicklung von akuter Proktitis sowie der SNP
rs10417924 vor spéater Proktitis. Eine von unserer Abteilung verdffentlichte Studie an 163
Rektumkarzinompatienten, welche radiochemotherapiert wurden, konnte Arg25Pro bereits als
potentiellen pradiktiven Marker fur strahlentherapieassoziierte Akuttoxizitat identifizieren.
Diese Ergebnisse werden von der vorliegenden Arbeit unterstutzt. Zur Validierung der von
uns berichteten Ergebnisse sind jedoch weitere Studien erforderlich, um die Rolle der

TGFB1-SNPs in der Normalgewebsreaktion auf Bestrahlung aufzuklaren.
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