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Einleitung

1. Zytostatische Therapie

Seit dem stindig steigenden und kontinuierlichen Zuwachs an differenziertem Wissen
iiber zellbiologische und molekularbiologische Zusammenhinge der Karzinogenese
und der Karzinominvasion sowie Metastasierung versucht man in der
Karzinomtherapie diese Tumorphysiologie kausal zu durchbrechen.

Die Therapieansitze sind konsekutiv sehr mannigfaltig. Tumorzellen unterscheiden
sich von normalen Korperzellen neben der Féhigkeit zur Metastasierung vor allem
durch das ungehemmte invasive Wachstum; Zytostatika hemmen unselektiv das
Zellwachstum aller Korperzellen, jedoch wird die relative Selektivitit auf das
Tumorgewebe durch die hohe Teilungsaktivitit der Tumorzellen erreicht. Man
unterscheidet die Substanzklassen der Zytostatika aufgrund der verschiedenen
Wirkmechanismen: Wirkstoffe, die auf die Phasen des Zellzyklus spezifisch wirken
sowie zellzyklusphasen-unabhéngige Zytostatika. Zur ersten Gruppe gehoren
Antimetabolite sowie Mitosehemmstoffe, wobei fiir die zytostatische Wirkung die
Dauer der Therapie entscheidend ist, da die Wirkung nur in bestimmten Phasen des
Zellzyklus eintritt. Bei phasen-unspezifischen Zytostatika wie z. B. Alkylantien,
Platinverbindungen und zytostatischen Antibiotika, die in allen Phasen des Zellzyklus
wirksam sind, ist der entscheidende Parameter zur erfolgreichen Therapie die
Konzentration des Wirkstoffes.

Ein weiterer Ansatz zur relativ spezifizierten Tumortherapie ist der Einsatz von
hormonellen =~ Wirkstoffen.  Ansatzpunkt  dieser = Therapeutika ist  die
Hormonrezeptorexpression einiger Tumorarten wie Mamma- oder Prostatakarzinom
und folglich die Wachstumshemmung durch Blockade der Hormonrezeptoren.
Neueste Studien zeigen eine dullerst wirksame Therapie mit Stoffen, die mit
Rezeptoren interagieren, die Tumorzellen an ihrer Oberfliche exprimieren: Herceptin

bei Her-2-neu exprimierendem Mamma-Karzinom.



2. Fluoropyrimidine — Wirkungsweise und Stoffwechsel

Die Substanzklasse der so genannten Antimetabolite ist aufgrund ihrer strukturellen
Ahnlichkeit mit Nukleinsiure-Bestandteilen in der Lage, mit der Neusynthese der
Tumorzellen und respektive aller Zellen zu interferieren. Durch die Prédsentation von
strukturanalogen Pyrimidinen und Purinen sowie aufgrund des Angebots der daraus
gebildeten Nucleoside konnen essentielle Synthesebausteine nicht mehr ausreichend
synthetisiert werden und sind zusitzlich qualitativ verdndert, so dass die Funktion der
aus diesen Substraten entstandenen Nukleinsduren beeintrachtigt oder blockiert ist.
Ein spezifischer Eingriff in die Syntheseleistung von Tumorzellen stellt die
Verabreichung von Substrat-Analoga dar, deren wichtigster und bekanntester
Vertreter Fluorouracil, ein Pyrimidin-Analogon ist. Durch 5-Fluorouracil wird die
Thymidin-Synthese beeinflusst, da die bei der Umwandlung der Vorstufe von Uracil,
Desoxyuridin-monophosphat (dUMP) in Thymidin reagierende 5-Position blockiert
ist. Die Ahnlichkeit der van-der-Waalschen Radien der Substituenten H und F
ermoglicht die Umwandlung des in Position 5 modifizierten Substrates in 5-
Fluorouridin-monophosphat (F-UMP) und die darauf folgende Phosphorylierung zum
Diphosphat (F-UDP). Das daraus gebildete 5-Fluoro-2’-desoxyuridin-diphosphat wird
schlieBlich durch Phosphat-Abspaltung in das zytotoxische 5-Fluoro-2’-desoxyuridin-
monophosphat (F-dUMP) tiberfiihrt.

Im aktiven Zentrum der Thymidilat-Synthase kann das zu dUMP analoge F-dUMP als
Substrat zusammen mit dem Cofaktor N5,N10-Methylentetrahydrofolat gebunden
werden und nimmt am ersten Teilschritt der C1-Ubertragung teil, wobei eine
kovalente Fixierung des falschen Substrates erfolgt. Jedoch kann durch Blockierung
der Position 5 die Thymidilat-Synthase das Substrat nicht umsetzten, so dass deren
Funktion eingeschrénkt ist, was noch durch die Tatsache verstdrkt wird, dass die
Bindungsaffinitit des Fluor-substituierten Substrates F-dUMP zum Enzym vielfach
hoher ist als die des urspriinglichen dUMP. Auf diese Weise wird die Methylierung
von Desoxyuridylsdure zu Desoxythymidylsdure unterbrochen und die DNA-
Replikation der Zellen inhibiert. Die Bildung dieses terndren Komplexes erklrt,
warum die Gabe von Folinsdure die Wirkung von 5-FU noch steigern kann. Diese
Wirkung des Fluorouracils ist Zellzyklus-spezifisch fiir die S-Phase der Zellteilung.
Weiterhin wird F-UTP als ,,falsches® Nukleotid in RNA und weiterhin F-dUTP in
DNA eingebaut, was zytotoxische Effekte nach sich zieht.



Ahnlich wirkende Substrat-Analoga sind Cytarabin und Gemcitabin. Eine Neuerung
in dieser Substanzklasse stellt Capecitabin (Xeloda®) dar, ein oral verfligbares
Fluoropyrimidin, das aufgrund hoher intratumoraler Thymidinphosphorylase-
Konzentrationen hauptsichlich im Tumor in 5-FU umgewandelt wird und somit eine
Reduzierung systemischer Wirkungen bewirkt (Scheithauer et al, 2003).

Verwendung findet das klassische 5-FU als eines der am héufigsten verwendeten
Chemotherapeutika in  der Therapie solider Tumoren: Karzinome des
Gastrointestinaltraktes werden additiv und adjuvant hauptsidchlich im Rahmen des
Venezia-Schemas mit der Kombination 5-FU und Folinsdure therapiert. Bei der
Behandlung des Mamma-Karzinoms wird 5-FU in Kombination mit anderen
Substanzen innerhalb eines Therapieregimes verwendet: mit Cyclophosphamid und
Methotrexat (CMF), Cyclophosphamid und Epirubicin (FEC) oder Cyclophosphamid
und Adriamycin (FAC).

Beim fortgeschrittenen metastasierten Mamma-Karzinom mit Anthrazyklin- und
Taxanresistenz konnte Capecitabin eine Ansprechrate von iiber 20% und eine mediane
Uberlebenszeit von 12 Monaten erzielen (Blum et al, 2001).

Die therapeutische Wirksamkeit des 5-FU wird hauptsdchlich durch sein
pharmakokinetisches Profil bestimmt (Heggie et al, 1987): die Verfligbarkeit von 5-
FU fir den anabolen Stoffwechsel und die daraus resultierenden zytotoxischen
Effekte wird durch das ratenlimitierende Enzym des Pyrimidinkatabolismus, die
Dihydropyrimidindehydrogenase (DPD), bestimmt, das 85% des Antimetaboliten
sofort in inaktive Kataboliten umwandelt (Abb. 1). Ein weiterer Bestandteil von 5-FU
wird direkt iiber die Nieren ausgeschieden, so dass lediglich ein geringer Prozentsatz

von anndhernd 3% der applizierten Dosis flir therapeutische Effekte utilisierbar ist.

Katabolismus (85%)
durch DPD:
FUH7 < < FU - FUMP - FUDP- FUTP ->-> RNA

N\ v

FAUMP - FdUMP - FdUTP

Inaktive Thymidilat-Synthase \

Metabolite dUMP 7—<> dTMP < -> DNA

5,10-CH3THF DHF
Abbildung 1: Stoffwechsel-Weg der Fluoropyrimidine




3. Das Enzym Dihydropyrimidindehydrogenase (DPD)

Das Enzym DPD wird durch das Gen DPYD kodiert, das erstmalig von Yokota et al,
1994, charakterisiert worden war. Dieses ist auf dem kurzen Arm des Chromosoms
1p22 lokalisiert und besteht aus 23 Exons und den dazugehdrigen Intronabschnitten,
die sich iiber 150 kb auf der genomischen DNA verteilen (Abb. 2). Das native DPD-

Protein enthilt 1025 Aminoséduren.

NADPH
NADPY FAD/FMN  URACIL 2X [4Fe-4S]

12 3 4 5 6 78 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23

Abbildung 2: Gen-Struktur der DPYD-Gens

Die Struktur der Exons zeigt eine Organisation in verschiedene Doménen, die
Bindungsstellen fiir das Substrat Uracil und Thymin sowie die Kofaktoren wie
NADPH, Flavinmononukleotid und Flavindinukleotid bilden (Abb. 3). Des Weiteren
lassen sich vier fiir den Elektronentransfer notige Eisen-Schwefel-Cluster in der
Struktur des Enzyms nachweisen, deren Stérung oder Neuorganisation bei
potentiellen =~ DPD-Mutationen  Funktionseinschrankungen  bewirken  konnen

(Dobritzsch et al, 2002).

Abbildung 3: 3-D Struktur der Dihydropyrimidindehydrogenase



Diese Aminosédurepositionen, die an wichtigen Interaktionen mit Kofaktoren, dem
Substrat oder dem Elektronentransfer beteiligt sind, zeigen eine hohe
Konservierungsrate im Laufe der Evolution (Mattison et al, 2002). Im Vergleich des
isolierten Proteins des Schweins zeigt sich eine Homologie mit der humanen DPD von
93%, unter allen Sdugern besteht eine zu 94-96% identische Sequenz. Die cDNA-
Sequenzen von Intervertebraten wie z.B. Drosophila und C.elegans zeigen noch eine
Homologie zur humanen cDNA von 93% bzw. 79%. Aus dieser hohen
Konservierungsrate lassen sich durch Vergleich der konservierten Bereiche
Riickschliisse auf die funktionell essentiellen Abschnitte der DPD ziehen und helfen
bei der Einteilung von DPYD-Alterationen in Polymorphismen und

funktionsbeeintrachtigende Mutationen.

4. DPD-Defizienz, Genotyp und Phéinotyp

Seit dem Beginn der Analyse des DPD Sequenz lassen sich stéindig neue Alterationen
nachweisen. Jedoch nur wenige dieser Varianten lassen sich bisher mit
Einschrankungen der DPD-Funktion korrelieren.

Zum Beispiel resultiert aus der Mutation IVS14+1 g>a (DPYD*2A) der Verlust des
Exons 14; diese so genannte Exon 14-Splice-Mutation bewirkt deshalb den
Funktionsverlust des Enzyms DPD. Ebenso ldsst die Deletion im Exon 4 (295-
298delTCAT, DPYD*7) sicher davon ausgehen, dass das Enzym nicht mehr
funktionsfiahig kodiert wird, da sich das Leseraster verschiebt und somit ein
veridndertes funktionsloses Enzym entsteht.

Interindividuell lassen sich Schwankungsbreiten der Enzymaktivitdt nachweisen, die
jedoch keine pathologische Konsequenz nach sich ziehen. Zusitzlich ldsst sich eine
zirkadiane Rhythmik der Dihydropyrimidindehydrogenase feststellen, die ebenfalls
keine Stérung in der Clearance der zu metabolisierenden Substanzen bewirkt (Lu et al,
1993).

Die homozygote DPD-Defizienz ist bisher phédnotypisch ohne Exposition mit
Fluoropyrimidinen nur in der Piddiatrie bekannt: das Krankheitsbild der
Stoffwechselkrankheit Thyminuracilurie, deren Triger einen kompletten Mangel der
DPD vorweisen. Klinisch zeigen sich mentale und motorische Retardierung, Epilepsie
und hohe Konzentrationen von Uracil und Thymin im Urin (van Kuilenburg et al,
1999). Diese Personengruppe ist per se absolut kontraindiziert fiir eine Therapie mit

Fluoropyrimidinen, lisst sich aber ohnehin klinisch leicht identifizieren.



Bei Patienten, die erst unter einer Chemotherapie mit Fluoropyrimidinen eine
Unvertrédglichkeit entwickeln, liegt jedoch meist nur eine partielle DPD-Insuffizienz
vor, so dass entweder nur ein Allel von der Alteration betroffen ist oder die Mutation
die Enzymfunktion nicht vollstdindig inhibiert. Jedoch konnen wunter der
Chemotherapie schwerwiegendste Nebenwirkungen auftreten, die das normale
tolerable Mal} iiberschreiten. So wird von Patienten berichtet, die an schwersten
Toxizitdten Grad 3-4 nach den Kriterien der World Health Organization (WHO) litten
und deren Mortalitit infolgedessen sehr hoch ist. Symptome sind vor allem
neurologischer und hdmatologischer Art, die neben den bekannten Nebenwirkungen
der Alopezie, des Hand-FuB3-Syndroms, der Nausea zusétzlich auftreten (Johnson et
al, 1999; Raida et al, 2001; Takimoto et al, 1996; Van Kuilenburg et al, 2000).

Der Benefit dieser betroffenen Patienten durch die begonnene Chemotherapie ist sehr
gering, da die Therapie aufgrund der Toxizitdt aus vitaler Indikation abgebrochen
werden muss und erst nach oft langwieriger Erholung mit einer alternativen
Chemotherapie begonnen werden kann.

Es stellt sich daher die dringende Frage, wie man prétherapeutisch dieses
Patientenkollektiv identifizieren kann, um eine individuell effektive Therapie einleiten
und eine 5-FU-Toxizitdt vermeiden zu konnen.

Bisher konnte nur bei einigen Mutationen im DPYD-Gen die Korrelation zwischen
dem Genotyp und dem Phénotyp, d.h. dem Trédger einer Fluoropyrimidin-Toxizitét
verursachenden Mutation hergestellt werden. Ebenso fehlte die Moglichkeit eines
effektiven und schnellen Screenings der potentiellen Tréger einer Mutation, die eine
DPD-Insuffizienz verursacht. Patienten, die Trager zum Beispiel der Exon 14-Splice —
Mutation oder der Exon 4-Deletion-Mutation sind, sollten deshalb ebenso wie
Patienten mit anderen funktionsbeeintrdchtigenden Mutationen vor Einleiten einer

Chemotherapie mit 5-FU identifiziert werden.



II.

Zielsetzung dieser Arbeit

1. Allgemeine Zielsetzung

Um einen Zusammenhang zwischen moglichen Ursachen der beschriebenen DPD-
Insuffizienz und konsekutiver 5-FU-Intoleranz zu gewinnen, muss zunichst ein
Kollektiv an Normalpersonen untersucht werden. Diese Population sollte auf dessen
genetische Struktur analysiert werden, um fiir Vergleiche mit Patienten eine
Grundlage geschaffen zu haben.

Zunichst sollten die methodischen Grundlagen zur Untersuchung ausgearbeitet
werden: man brauchte zuverldssige Methoden, die sowohl ein grofles Kollektiv
bewiltigen konnen als auch in der Sensitivitdt und Spezifitit exakt sind.

Im weiteren Schritt sollten anhand der Mutationsverteilung in der Normalbevdlkerung
erste Riickschliisse auf die Wertigkeit der Alterationen gezogen werden, um dann im
folgenden Vergleiche mit den genetischen Profilen von Patienten anzustellen.
SchlieBlich war das Ziel, die in der Mutationsanalyse erhaltenen Daten mit weiteren
Untersuchungen aufzuarbeiten: die genetischen Daten wurden mit Ergebnissen von

DPD-Aktivitétstests, Strukturdaten und Statistik in Korrelation gesetzt.

2. Etablierung der Methodik: PCR und DHPLC (als Screening-Methode)

Es musste zunidchst nach der Gewinnung der DNA aus den Zellen der peripheren
mononukledren Systems (PBM-Zellen) diese mittels PCR (polymerase chain reaction)
vervielfaltigt werden. Das Gen der Dihydropyrimidin-Dehydrogenase (DPYD-Gen)
besteht aus 23 Exons mit den angrenzenden Intronabschnitten, die einzeln mit
dazugehorigen Primern und unterschiedlichen PCR-Protokollen analysiert werden
mussten. Die aus der Literatur beschriebenen Primer wurden hinsichtlich ihrer
Funktionsfdhigkeit liberpriift; da jedoch einige derer kein oder ein ungeniigendes
PCR-Produkt hervorbrachten, sollten die Primer dieser Exons neu entworfen werden.
SchlieBlich musste ein PCR-Protokoll entworfen werden, das ein optimales PCR-
Produkt produziert.

Zur Mutationsanalyse musste die Methode der DHPLC etabliert werden: fiir jedes
Exon sollte das optimale Programm und die exakten Analysebedingungen gefunden

werden; des Weiteren sollten Exons, die aufgrund ihrer Lange mehrere Fragmente
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beinhalten, in der Analyse weiter differenzierbar sein, um keine Mutation zu
tibersehen.

Ziel dieser exakten Aufarbeitung war, eine spezifische und sensitive Methodik zu
entwickeln, die alle Mutationen sichtbar macht und eine direkte Sequenzierung

ersetzen kann.

3. Erstellen einer Populationsstudie iiber DPD Varianten

Es wurden 157 gesunde Personen (Mitarbeiter der Firma Roche) unterschiedlichen
Alters und Geschlechts in die Populationsstudie aufgenommen. Von diesen
Individuen sollte aus dem entnommenen Blut DNA extrahiert und die 23 Exons und
die dazugehorigen Exon-/ Intronabschnitte des DPYD-Gens mittels PCR amplifiziert
werden. Im Anschluss daran konnte jedes Exon und die flankierenden
Intronsequenzen mithilfe der DHPLC hinsichtlich Referenz-Sequenz oder aberranter
Sequenz analysiert werden.

Ziel war es, erstmalig eine vollstindige Analyse des gesamten DPYD-Gens von jeder
der zu testenden Person zu erhalten, um im weiteren Schritt Aussagen liber die
Verteilung der DPD-Varianten in der Normalbevolkerung treffen zu konnen.
Weiterhin sollten neue Mutationen oder Alterationen entdeckt werden, die
moglicherweise eine DPD-Insuffizienz bewirken konnen, und ebenfalls deren
Hiufigkeit determiniert werden.

Anhand der Haiufigkeiten der Varianten sollte ein erster Hinweis auf die
Unterscheidung in Polymorphismen und funktionsbeeintrdchtigende Mutationen
erhalten werden, um dann in weiteren Untersuchungen genauere Unterscheidungen

treffen zu konnen.

4. Untersuchung einiger unter Fluoropyrimidin-Toxizitit leidender Patienten

Zusétzlich zur Analyse der gesunden Normalpopulation sollten einige Patienten
untersucht werden, die klinisch unter Fluoropyrimidin-Unvertréglichkeit litten. Die
Ergebnisse von diesen Individuen sollten dazu beitragen, eine Einteilung der
Mutationen vornehmen und weiteren Einblick in das Krankheitsbild DPD-Insuffizienz

gewihren zu kdnnen.
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5. Vergleich der genetischen Daten mit Aktivititsdaten, Strukturanalyse und

Statistik; Versuch der Korrelation zwischen Genotyp und Phinotyp

Die alleinige Betrachtung der genetischen Daten der Populationsstudie ldsst noch
keinen Riickschluss auf weitere Fragen zu; es bleibt weiterhin die Frage der
definitiven Zuordnung zu Polymorphismen oder zu das Enzym in seiner Funktion
beeintrichtigende Mutationen offen, da die Haufigkeitsverteilung der Varianten in der
Normalbevolkerung lediglich in der weiteren Argumentation unterstiitzend mit heran
gezogen werden kann.

Aus diesem Grund war ein weiters Ziel dieser Arbeit, mit Hilfe von funktionellen
Daten eine weitere Bewertung der Varianten vorzunehmen. Fiir diesen Zweck sollten
zundchst die genetischen Daten eines jeden Probanden mit der individuellen
Enzymaktivitdt in Korrelation gesetzt werden. Im weiteren Schritt sollten diese
erhaltenen Ergebnisse mit Daten aus der Analyse der dreidimensionalen
Proteinstruktur in Einklang gebracht werden. Schlielich sollte zur abschliefenden
Bewertung der FErgebnisse aus Mutationsanalyse, DPD-Aktivitdtsdaten und

Strukturanalyse die gewonnenen Daten statistisch tiberpriift und belegt werden.
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I11.

Material und Methoden

1. Blutproben der untersuchten Personen

a) 157 zufillig randomisierte gesunde Normalpersonen verschiedenen Alters und

Geschlechts, Mitarbeiter der Firma Roche.

b) Vier Patientenblutproben, die wihrend der Chemotherapie mit 5-FU
aullerregulire Toxizititserscheinungen entwickelten und bei denen somit der

Verdacht auf DPD-deficiency gedullert worden war.

Patientin 1 war wegen eines invasiv duktalen Mamma-Karzinoms nach Mastektomie
und Axilladissektion adjuvant zunichst mit drei Zyklen Epirubicin, gefolgt von einer
einmaligen Gabe Taxol und schlieBlich mit einem Dopplezyklus CMF behandelt
worden. Unter dem zweiten Zyklus mit CMF (Cyclophosphamid 600mg/m?,
Methotrexat 40mg/m?, 5-FU 600mg/m?) reagierte sie mit einer starken ubiquitdren
Mukositis (WHO Grad III) und stark reduziertem Allgemeinzustand sowie
Leukopenie von 1,9 G/l und Neurotoxozitit (jeweils WHO Grad II). Nach
Beendigung dieses Zyklus und Abbrechen der Therapie besserten sich die

Beschwerden.

Patientin 2: Diese Patientin, die bei einem nodalpositiven Mamma-Karzinom mit dem
CMF-Schema behandelt worden war, reagierte drei Wochen nach Beginn des ersten
Zyklus mit febriler Leukopenie (0,87 G/I) (WHO Grad I1I), Thrombozytopenie

(88 G/l), Mukositis (WHO Grad III) und starker Verschlechterung des

Allgemeinzustandes.

Patientin 3 hatte wegen eines Rektum-Karzinoms nach tiefer anteriorer
Rektumresektion 5-FU als Dauerinfusion nach dem Mayo-Protokoll (5-FU 425mg/m?,
Folsdure 20mg/m?) erhalten. Sie reagierte mit verstirkter Toxizitdt (Mukositis,
Leukopenie und Enterotoxizitit, jeweils WHO Grad II-III), so dass die Chemotherapie

unterbrochen werden musste.

Patientin 4: Diese Patientin erhielt adjuvante Chemotherapie ebenfalls nach dem

Mayo-Protokoll wegen eines nodalpositiven Kolonkarzinoms. Sie entwickelte nach
13



dem ersten Zyklus Mukositis und Enterotoxizitdtserscheinungen (jeweils WHO Grad

IIT), so dass die Therapie nicht fortgefiihrt werden konnte.

Die schriftliche Einverstidndniserkldrung wurde von jedem getesteten Probanden und

Patienten eingeholt.

2. Isolierung genomischer DNA

a) Material

- 10ml EDTA-BIlut pro Proband / Patient

- Lyse Puffer pH 7,5 (Lagerung bei 4°C)
0 320mM Saccharose 109,44¢

0 5M MgClz2 x 6H20 1,01g

0 10mM Tris HCI 1,21g

0 1% TX-100 (Triton) 10ml

0 Aqua bidest add 11
- SE-Puffer pH 8,0

0 75mM NaCl 4,39¢

o ImM EDTA 8,41g

0 Aqua bidest add 11
- TE-Puffer pH 8,0

0 10mM Tris HCI1 Iml

o ImM EDTA 0,2ml

0 Aqua bidest add 100ml
- 20% SDS

o SDS 20g

0 Aqua bidest add 100ml
- 6M NaCl

0 NaCl 35,0g

0 Aqua bidest add 100ml
- EDTA 0,5mM pH 8,0

o EDTA 9,3¢g

0 Aqua dest add 50ml
- Ethanol 70%, Isopropanol
- Proteinase K (10mg/ml)
- EDTA-RG6hrchen
- Falcon Tubes (50ml)
- Glashidkchen

14



b) Methode

10ml EDTA-Blut werden mit der dreifachen Menge Erythrozyten-Lysepuffer versetzt
und bis zur vollstindigen Lysierung auf Eis gestellt; nach anschliefender
Zentrifugation (4000 rpm, 15 min, 4°C) wird der Uberstand, in dem sich die
zellkernlosen  Erythrozyten befinden, verworfen. Das Sediment mit den
zellkernhaltigen Leukozyten wird wiederum in 10ml Lysepuffer resuspendiert, auf Eis
inkubiert und zentrifugiert (4000 rpm, 15 min, 4°C). Nach Entfernung des
Uberstandes wird das Pellet mit Sml SE-Puffer, 250u120% SDS und

25ul Proteinase K versetzt und iiber Nacht im Wasserschiittelbad bei 37°C inkubiert.
Der SE-Puffer lysiert die DNA-haltigen Leukozyten, um deren DNA zu gewinnen,
SDS 16st die Membranen auf und durch Proteinase K wird die erhaltene DNA von
Proteinen gelost.

Nach dieser Proteolyse werden in jede Probe zur Proteinfallung 1,4 ml NaCl (6M)
zugegeben; dies wird nach intensivem Mischen im Vortex-Gerét erneut zentrifugiert
(4000 rpm, 15 min, Raumtemperatur). Zum DNA-haltigen Uberstand wird je 10 ml
Isopropanol zugefiigt, so dass die DNA ausfillt; die so als ,,Faden* sichtbare DNA
wird zum Waschen in 70% Ethanol aufgenommen und anschlieBend an der Luft
getrocknet. SchlieBlich wird das getrocknete DNA-Knéuel je nach Menge in ungeféhr
300ul TE-Puffer gegeben, um darin gelost zu werden.

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wird nach 10 Tagen nach Lagerung bei 4°C
eine photometrische Messung der Extinktion im Verhéltnis 260/280 nm durchgefiihrt;
daraus lassen sich Riickschliisse auf die Reinheit des PCR-Produktes ziehen.

Die Proben werden bei -20°C aufbewahrt.

3. PCR-Amplifikation der 23 Exons und der dazugehorigen Exon- /

Intronabschnitte

a) Material

PCR-Ansatz (Expand High Fidelity PCR System, Roche, Mannheim)
- mit TE-Puffer auf 10ng/ul verdiinnte genomische DNA Sul

- Puffer mit MgCL (1,5 oder 2mM MgCl2) Sul
- ANTP-Mix 2mM 2,5ul
- Primer forward 2uM Sul
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- Primer reverse 2uM Sul
- Polymerase 3,5U 0,3ul

- H20 add 50ul
Gerét: MJ Research PTC 200 Thermocycler, Biozym, Hess. Oldendorf

b) Methode

Bei der Standard- Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nach Saiki et al, 1989, wird ein
bestimmtes DNA-Fragment durch zugefiligte synthetische Oligonukleotidprimer in
vitro amplifiziert, um fiir nachfolgende Analytik eine ausreichende Menge des
ausgewdhlten DNA-Fragments zu erhalten.

Die PCR gliedert sich grundsétzlich in drei Abschnitte, die mehrmals wiederholt
werden. Zu Beginn wird die Doppelstrangstruktur der DNA bei 94°C denaturiert, es
folgt die Anlagerung (annealing) der Primer an die Einzelstrdnge, wobei die genaue
Temperatur von den jeweiligen Primern bestimmt wird. AnschlieBend erfolgt mittels
des Enzyms Taqg-Polymerase die Elongation bei 72°C, die Einzelstrainge werden zu
Doppelstrangen zusammengelagert. Dieser gesamte Zyklus, bei dem sich jeweils das
Ausgangsmaterial verdoppelt, wird 32-mal wiederholt.

Im vorliegenden Fall wurden groBtenteils die Primerpaare verwendet, so wie sie von
van Kuilenberg et al, 2000 verdffentlich worden waren. Die Primersets fiir Exon 3 und
Exon 8 wurden neu erstellt mithilfe des Programms auf folgender Website:
http://www.genome.wi.mit.edu/genome_software/other/primer3.html. Die zugrunde
liegende genomische Sequenz ist unter der Zugangsnummer NT021979 der NCBI
erhiltlich. Fiir das Exon 18 wurde von J. Fischer (Transgenomic, Inc., San Jose, USA)
ein Primerpaar ausgearbeitet.

Die Linge der DPYD Fragmente reicht von 184 bis 453 Basenpaaren, die sich vor
allem fiir die DHPLC-Analyse als optimal erwiesen hat.

Die Sequenzen und die Ldnge der verwendeten Primerpaare sind in Tabelle 1

dargestellt:
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Exon bp Primer for (57) Primer rev (3")

1 184 gctgtcacttggctetet cacctacccgcagagcea

2 285 gtgacaaagtgagagagaccgtgte | gecttacaatgtgtggagtgagg
3 330 caattttaatgaatgctacccaat ctgaatggtggcaatgaact

4 245 ggtagaaaatagattatctc gatttgctaagacaagctg

5 284 gtttgtcgtaatttggctg atttgtgcatggtgatgg

6 357 gaggatgtaagctagtttc ccatttgtgtgcgtgaagttc

7 360 gtcctcatgeatatettgtgtg gcttctgectgatgtage

8 324 ttttggetgacttttcattc tggccaatcatttctatctg

9 242 ccctectectgcetaatg gaacaatgtgctgctgag

10 342 gagagtgacacttcatcetgg ctgttggtgtacaactce

11 442 actggtaactgaaactcag caattccctgaaagctag

12 453 ttccctgtatgtgaggtgata gaaagcacttatccattgg

13 440 cggatgactgtgttgaagtg tgtgtaatgataggtcgtgte

14 410 tgcaaaaatgtgagaagggacc cagcaaagcaactggcagattc
15 358 tatctttgtgtacaactgga tgtgaaatccaagggacc

16 223 aacggtgaaagcctattgg tagtaactatccatacggggg
17 238 cacgtctccagctttgctgttg cgggcaactgattcaagtcaag
18 220 ttgaatgggttttaactatcgtgtctt | aagaaagcacaatgcaag

19 300 tgtccagtgacgctgteatcac cattgcatttgtgagatggag
20 399 tetettggtttgacacttgg cacagacccatcatatggctg
21 228 tctgacctaacatgctte ccagtaaagtaggcatac

22 291 gagcttgctaagtaattcagtgge agagcaatatgtggcacc

23 269 ggggacaatgatgacctatgtgg ggtgacatgaaagttcacagcaac

Tabelle 1: Primerpaare der 23 Exons und Linge der Exons in Basenpaaren

Das exakte PCR-Programm ist in folgender Tabelle 2 dargestellt:

Step Temp Time

1 94°C 5 min

2 94°C 30s

3 * 30s

4 72°C 1 min

5 goto 2 32 cycles
6 72°C 8 min

7 4°C forever

8 end

* Temperatur vom jeweiligen Primer des Exons abhiingig

Tabelle 2: PCR-Programm
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4. Mutationsanalyse mittels DHPLC

a) Material

- Sul in TE-Puffer geloste DNA
- Puffer A: 0,1M TEAA pH 7,0

0 TEAA-Puffer  50ml Transgenomic
0 HPLC-Wasser add 1000ml Merck
- Puffer B: 0,1M TEAA pH 7,0, 25% Acetonitril
0 TEAA-Puffer  50ml Transgenomic
0 Acetonitril 250ml J.T.Baker Acetonitrile Ultra Gradient,
HPLC Grade
0 HPLC-Wasser add 1000ml Merck

- Puffer C: 75% Acetonitril in Wasser (zum Waschen der Séule)
- Puffer D: 8% Acetonitril in Wasser (zum Waschen der Schleife und Nadel)
- Geridt: Wave DNA Fragment Analysis System, Transgenomic Inc., (Omaha, USA)

b) Methode

Die Mutationsanalyse erfolgt auf dem Wave DNA Fragment Analysis System von
Transgenomic (Omaha, USA) unter teils denaturierenden Bedingungen und einem
linearen Acetonitrilgradienten. Das Prinzip wurde weitestgehend so iibernommen, wie
es von Oefner et al, 1995 und 1998, beschrieben worden war.

Die zu untersuchende DNA-Probe wird bei 95°C {iber fiinf Minuten denaturiert und
anschlieend kontinuierlich durch Abkiihlung bis 65°C in Gradschritten pro Minute
renaturiert; dadurch entstehen im Falle eines heterozygoten Genotyps so genannte
Heteroduplex-DNA-Strange, d.h. DNA-Stringe mit Fehlpaarungen: es lagern sich die
vorher denaturierten Einzelstrdnge im Renaturierungsprozess nach dem Zufallsmuster
wieder zusammen, so dass im heterozygoten Fall vier Varianten entstehen, wie in

folgender Abbildung (Abb. 4) demonstriert wird.
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Abbildung 4: Darstellung der Doppelstrang-Varianten und der
Chromatogramme nach De- und Renaturierungsprozess auf der DHPLC beim
Wildtyp und einem heterozygoten Genotyp

AnschlieBend werden fiinf pl jeder Probe auf eine vorgeheizte C18 reversed phase
Sdule aufgetragen, die auf nicht-porsen Poly(Styren-Divinylbenzen) Partikeln basiert
(DNA-Sep., Transgenomic). Im folgenden Schritt wird die DNA mit einer Flussrate
von 0,9 ml/min in einem linearen Acetonitril-Gradienten, der aus Puffer A und Puffer
B besteht, ausgewaschen. Aufgrund unterschiedlicher Haftung von Heteroduplex- und
Homoduplex- Molekiilen an der Sdule resultiert deren zeitlich verzogerte Losung, so
dass im Chromatogramm ein Doppelpeak bzw. Mehrfachpeak sichtbar wird: die
Heteroduplex-Molekiile weisen unter partieller Hitzedenaturierung eine geringere
Bindungsaffinitit zu der auf Kunststoff basierenden Sdulenmatrix auf, so dass sie in
dem linearen Acetonitrilgradienten eher als die intakten Doppelstrange von der Séule
abgetrennt werden. Der genaue Acetonitril-Gradient wird so gewdhlt, dass die DNA

nach vier bis fiinf Minuten als Peak sichtbar wird.
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Abbildung 5: Temperatur-abhingige Unterscheidung der Heteroduplex- von
Homoduplex-Molekiilen: nur bei passender Temperatureinstellung lassen sich
die Fragmente durch exakte Darstellung der Peaks analysieren.

Die Temperatur, die verwendet werden muss, um optimale Heteroduplex
Unterscheidung zu erhalten, ist flir jedes Fragment aufgrund dessen Basenverteilung
spezifisch; G und C reiche Fragmente bendtigen eine hohere Schmelztemperatur als
Fragmente mit einem hoheren Anteil an A und T. Die exakten Chromatogramme
werden nur bei passender Temperatureinstellung sichtbar (Abb. 5). Ein pradiktiver
Annidherungswert ist zu beziehen entweder tiber die DHPLC Melt Software unter der
Website http://insertion.stanford.edu/melt.html oder die Wave Maker Software von
Transgenomic.

Um keine Variante zu iibersehen, wird jedes Fragment zusdtzlich mit einer
Sdulentemperatur ein und zwei Grad niedriger und hoher unter sonst gleichen
Bedingungen analysiert.

Sobald eine Variante in einem Exon oder einer bestimmten Schmelzdomine entdeckt
und mittels Sequenzierung verifiziert ist, dient genau diese Probe als positive
Kontrolle fiir die folgenden Analysen dieses bestimmten Fragments; dadurch werden

sowohl die optimale Temperatur als auch die gesamten Analysenbedingungen
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iiberpriift. Da jede Variante ein spezifisches Peakmuster im Chromatogramm bewirkt,
konnen die noch unbekannten Proben anhand des Vergleichs mit dem bekannten
Chromatogramm bei Ubereinstimmung dieser bestimmten Variante zugeordnet
werden.

Um homozygote Variationen zu identifizieren, die sich allenfalls durch eine geringe
zeitliche Verzogerung des Peaks im Chromatogramm vom Wildtyp unterscheiden,
werden deren PCR-Produkte jeweils mit einem bekannten Wildtyp des selben
Fragments gemischt, so dass nach der Denaturierung im Anlagerungsschritt der
DHPLC wiederum Heteroduplex-Molekiile aus dem vermeintlich homozygotem
Genotyp und dem gesicherten Wildtyp entstehen; in Folge dessen stellen sich im
Chromatogramm  doppelgipfelige = Kurven als Ausdruck der zufilligen
Aneinanderlagerung von Wildtyp- und variierten Einzelstringen sowie andererseits
der homozygoten Doppelstringe dar.

Der Vorteil dieser Methode ist, dass ein gro3er Teil der Proben nicht mehr sequenziert
werden muss. Jede neue oder unbekannte Variation wird zundchst durch
Sequenzierung verifiziert und im Detail dargestellt; hdufige und sich wiederholende
Verdnderungen stellen sich in der DHPLC aufgrund des spezifischen etablierten
Temperaturprofils und des Kurvenprofils identisch dar, so dass bei identischen
Chromatogrammen von der selben Sequenz ausgegangen werden kann (Gross et al,
2000, Nickerson et al, 2000). Mittels der denaturierenden high performance liquid
chromatography (DHPLC) (Oefner et al, 1995, 1998) lassen sich bei hoher Sensitivitat
(92-100%) und Spezifitit in kurzer Zeit groBe Mengen an Sequenzvarianten
aufdecken (Gross et al, 1999, 2000, 2001). Durch die Ermittlung der genauen
Analysebedingungen eines jeden einzelnen Fragments eines Gens kann die optimale

Sensitivitit erreicht werden.

5. Sequenzierung

a) Material

- BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit ~ 2ul Applied Biosystems
- QUIAquick Gel Extraktion/Purification Kit Quiagen

- EtOH 100% 25ul

- Na-Acetat 3M Tul

- Sequenzer ABI PRISM 3100 Applied Biosystems
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b) Methode

Die Sequenziermethode nach Sanger et al, 1977, beruht auf dem Prinzip des durch
Didesoxynukleotide verursachten Syntheseabbruchs wihrend der sog. Sequenzier-
Cycle-Reaktion, einem PCR-dhnlichen Prozess, an dem als Enzym die Sequinase, als
Template in der Regel ein PCR-Produkt, neben Desoxynukleotiden (dNTPs)
zusétzlich Didesoxynukleotide (ddNTPs) und entweder ein Vorwirts- oder
Riickwérts-Primer beteiligt sind. Als Kit ist der Big-Dye Sequence Cycle Mix von

Applied Biosystems verwendet worden.

Die Sequenzierung erfolgt grundsétzlich in zwei Hauptschritten:

1. Sequenzier-Cycle-Reaktion: Hier entstehen durch die Wirkung der

Didesoxynukleotide Fragmente von Nukleinsduren, die sich in ihrer Lidnge
unterscheiden, da der Einbau eines solchen "Abbruch-Nukleotids" zufillig erfolgt, so
dass statistisch gesehen an jeder Position des zu sequenzierenden Templates
mindestens einmal die Synthese abgebrochen worden ist. Diese Fragmente stimmen
also in ihrem 5°-Ende, das der Primer festlegt, liberein, besitzen aber variable 3’-
Enden mit einem der vier unterschiedlich fluoreszenz-markierten Didesoxynukleotide
(Big Dye).

Fiir die Sequenzier-Cycle-Reaktion selbst werden 50-100ng PCR-Produkt bendtigt,
das zuvor mit dem PCR-Reinigungs-Kit von Quiagen von iiberschiissigen

Nukleotiden und stérenden Primerresten der PCR-Reaktion gereinigt worden
ist (Abb. 6a).

Nach Abschluss der Sequenzier-Cycle-Reaktion (Abb. 6b) wird das entstandene
Sequenzprodukt analog zur unter Punkt 1 beschriebenen DNA-Fillung (allerdings mit
1l 3M NaAc und 25ul 100% EtOH) ausgefillt und getrocknet.
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a) Reaktionsansatz:

BigDye 2ul

DNA (PCR-Produkt)  5ul

Primer 0,2ul

H,O auf 10pl auffiillen

b) Sequenzier-Programm:

Step Temp Time

1 96°C 30s

2 50°C 15s

3 60°C 4min
25 Zyklen

Abbildung 6: a) Reaktionsansatz zur Reinigung des PCR-Produkts zur
Sequenzierung

b) Sequenzier-Programm

2. Sequenz-Detektion (automatisch) und Analyse: Die Proben werden auf einem

automatischen Sequenziergerdt (ABI377, Applied Biosystems) in einem
Polyacrylamidgel (4-5%) elektrophoretisch aufgetrennt; ein Laser detektiert die vier
ddNTPs iiber ihre fluoreszierende Gruppe. Mit dem Computerprogramm Sequencing
Analysis 3.7 von Applied Biosystems werden die Sequenzrohdaten berechnet und als
Elektropherogramme dargestellt. Zum Vergleich mehrerer Sequenzen miteinander
(sequence alignment) wird das Programm Sequence Navigator verwendet.

AnschlieBend werden die automatisch erhaltenen Sequenzen einzeln manuell

durchgegangen und auf Plausibilitit und Korrektheit kontrolliert.

23



6. Haplotypenanalyse und Linkage Disequilibrium

Mithilfe des Programms Hplus wurden die Haplotypen geschétzt; daflir wurden die

23 Loci der untersuchten Mutationen verwandt, wobei mindestens ein Allel von einer
Alteration betroffen sein musste. Diese Software wurde so verwendet, wie es von
Zhao et al, 2003, beschriecben worden war.

Zur Bestimmung des Linkage Disequilibrium wurde die von Ding et al, 2003,
verodffentlichte Analysemethode verwandt, die auch unter

www.chgb.org.cn/lda/lda.htm erhiltlich ist. Anhand dessen lassen sich paarweise die

Messungen fiir D’ und r* bestimmen und somit eine Aussage iiber die Kopplung

zweier Genorte machen.

7. Aus anderen Untersuchungen verwendete Ergebnisse

a) DPD-Aktivititsmessung

Aus dem Kollektiv der Populationsstudie wurde zusétzlich bei einer Anzahl von 100
Personen die Aktivitdt des Enzyms gemessen.

Aus den frischen, am Morgen entnommenen Blutproben, da zu dieser Zeit die hdchste
Aktivitit nachgewiesen werden kann, wurden die Zellen des peripheren
mononukledren Systems (PBM-Zellen) isoliert. Aus den gefrorenen Zell-Pellets
wurde nach Johnson et al, 1997, mittels HPLC Radio Assay die Enzymaktivitéit
gemessen. Diese Analyse wurde von R. Diasio, Departement of Pharmacology and

Toxicology, University of Alabama at Birmingham, USA, durchgefiihrt.

a) Strukturanalyse der DPD

Die Aktivitdt der DPD ist groen Schwankungen unterworfen, so dass es sich fiir
funktionelle Studien anbietet, anhand der dreidimensionalen Struktur des Enzyms
zusétzlich weitere Informationen iiber funktionell essentielle Loci zu erhalten und
infolgedessen Aussagen iiber funktionseinschrinkende Mutationen treffen zu konnen.
Da das humane Enzym DPD bislang nicht kristallisiert werden konnte, wurde fiir die
Strukturanalyse die Dihydropyrimidindehydrogenase des Schweins verwendet. Die

Homologie zwischen humaner und der DPD des Schweins liegt bei 93%.
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Die Kristallstruktur wurde mithilfe des SWISSMODELs und den verfiigbaren
Sequenz-Vorlagen des Schweine-DPD nachempfunden, wie es Dobritzsch et al, 2002,
und van Kuilenburg et al, 2002, beschrieben haben. Die Strukturanalyse wurde mit der

Software Molac und Accelrys ViewerLite 4.2 (www.accelrys.com) durchgefiihrt.

b) Statistik

1. Hardy-Weinberg-Equilibrium

Die Haufigkeiten der Genotypen der analysierten Population wurden mithilfe eines
Standard X*-Tests auf die Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Equilibrium
untersucht (Weir et al, 1996).

2. Statistik (Bootstrap Analyse)
Um die Genotypen mit den funktionellen Daten zu vergleichen und zu korrelieren,
wurde die DPD Aktivitdt als Variable eingesetzt. Die statistische Analyse wurde im

95%-Konfidenzintervall mit Bootstrap Analyse durchgefiihrt.
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IVv.

Ergebnisse

1. Etablierung des Analyseverfahrens und der Methodik zur Detektion von

DPD-Varianten

a) PCR

Die Primer wurden groftenteils so ibernommen, wie sie von van Kuilenberg, 2000,
verOffentlicht worden waren; da jedoch Unterschiede in den Sequenzen zwischen der
von van Kuilenburg verdffentlichten und der der NCBI-Datenbank bestehen, mussten
die fiir die Replikation giinstigeren Primer zunéchst experimentell ermittelt werden.

Die Sequenzen der Primer mussten bei Exon 3, 4, 8, 9, 12, 15 und 21 zum Teil neu
entworfen und fiir die PCR-Effektivitit optimiert werden, fiir das Exon 18 wurde das
PCR-Protokoll optimiert, um ein sauberes PCR-Produkt zu erhalten. Dieses wurde
unter nicht denaturierenden Bedingungen mittels HPLC {iberpriift. Unter nicht
denaturierenden Bedingungen ldsst sich im HPLC-Chromatogramm ein sauberer
Einzelpeak erkennen, wie in Abbildung 7 zu sehen ist. Zugleich wird anhand eines
Vergleichs mit der Auftrennung eines HAEIII-Verdaus des bakteriellen PUC-

Plasmids (Transgenomic) die Linge des PCR-Fragments in Basenpaaren abgeschétzt .

intengsiny (M}

'l"'mi""[""l'

Rerention Tiwe (min)

Abbildung 7: Darstellung eines sauberen PCR-Produkts anhand eines klaren
Einzelpeaks im Chromatogramm unter nicht denaturierenden Bedingungen
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b) DHPLC

Mithilfe der denaturierenden HPLC wurde eine Mutationsanalyse des gesamten
kodierenden Abschnitts des DPYD-Gens durchgefiihrt.

Fiir jedes Exon und teilweise fiir einzelne Schmelzdoménen eines Exons wurden die
optimale DHPLC-Temperatur dieser Domédne und der Elutionsgradient anhand von
Berechnung sowie des Weiteren experimentell ermittelt.

Dies kann anhand des Exons 13 veranschaulicht werden (Abb. 8):

Bei 58°C konnten drei verschiedene Varianten im Chromatogramm dargestellt
werden, bei 52°C zwei verschiedene. Diese konnten jeweils einem bei hdherer
Temperatur schmelzenden Teil bzw. einer bei niederer Temperatur schmelzenden
Doméne zugeordnet werden.

In Abbildung B (1627A>G) und C (1601G>A) kann man jeweils einen bestimmten
Genotypen differenzieren; jedes der beiden Chromatogramme ist charakteristisch fiir
die spezifische Variante und kann des Weiteren als Kontrolle und Mustervorlage fiir
weitere Analysen dienen.

Das Chromatogramm D zeigt das gleichzeitige Vorhandensein von beiden Mutationen
bei einem Probanden (1601G>A und 1627A>QG): der fiihrende Heteroduplex-Peak der
Doppelmutation wurde frither eluiert als die korrespondierenden Heterodupleces der
einfach Heterozygoten.

In F (IVS13+39c>t) kann man als Beispiel das potentielle Trennvermdgen der
Methode betrachten: die Intronvariante zeigt die Unterscheidung durch zwei
Heteroduplex und Homoduplex-Peaks, die durch das Wiedereinanderlegen der DNA-
Stringe gebildet werden. In Bild G werden beide Intronvarianten abgebildet:
IVS13+39c>t und IVS13+40a>g. Hieran ldsst sich verdeutlichen, wie das Muster der
Peaks von der Sequenz des PCR-Produkts abhéngt, insbesondere von der Sequenz, die

in der Ndhe des mismatch Basenpaares lokalisiert ist.
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Abbildung 8: Chromatogramme des Exons 13 bei unterschiedlichen
Temperaturen; Unterscheidung der verschiedenen Genotypen.

A und E zeigen jeweils den Wildtypen,

B: 1627A>G, C: 1602G>A, D: 1601G>A + 1627A>G,

F: IVS13+39c¢>t, G: IVS13c>t + IVS13+40a>g.

Zur optimalen Darstellung der Chromatogramme und visuellen Differenzierung der
Genotypen musste noch der Elutionsgradient der Puffer zur Trennung der
Heteroduplex-Molekiile in Kombination mit der Analysentemperatur variiert werden.
Dieser Gradient ist wiederum abhéngig von der Fragmentgroe und musste
dementsprechend fiir jedes einzelne Fragment adjustiert werden.

Ziel und Anspruch dieser gesamten Arbeit war, durch das jeweilige Chromatogramm

eine definitive Zuordnung zu Wildtyp oder zu spezifischen bekannten Mutanten

treffen zu konnen. Diese Differenzierung zeigt Abb. 9.

28



Intensity (mV)

2
. Wildtype
i
=
g
=
- 2 3 wjlw et
=
2
[+ I I—
I T T T 1 1 1 ' 1 - |
o 1 2 3 4 s
C:
’ Wildtype
1
=
E o
2 :
E HA
i 1896 T>C
1.0
1.5
0.0

Retention Time (min)

Abbildung 9: Darstellung einiger Exons im Wildtyp und der spezifischen
Chromatogramme der Mutationen:

A zeigt die spezifische Darstellung des Exon 2 sowohl als Wildtyp als auch den
Polymorphismus 85T>C (Cys29Arg).

B stellt neben dem Wildtyp die charakteristische Intronvariante IVS8+113c>t
dar.

In C kann man das Chromatogramm der Variante 1896T>C im Exon 14
erkennen.

Durch die genaue Aufarbeitung der einzelnen Analysebedingungen wurde es moglich,
dass flir jedes Exon und jede einzelne Schmelzdoméne die spezifischen DHPLC-
Bedingungen wie Schmelztemperatur und Elutionsgradient optimiert wurden und als

Standards dienen konnten.
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Die Spezifitidt und Sensitivitdt der denaturierenden HPLC zur Mutationsanalyse, die
von Oefner et al, 1995 und 1998, erstmals gezeigt worden war, wurde sténdig
iiberpriift und bestitigt: stichprobenartige Kontrollen bestdtigten in der Sequenzierung
den durch die DHPLC erwarteten Genotyp.

Infolgedessen dienten die einmal durch Sequenzierung bestétigten Proben als
Kontrolle zur Validierung neu zu analysierender Genotypen: jeder neu zu
analysierende Proband wurde gleichzeitig mit einer bekannten Probe des Wildtyp-
Probanden sowie einer - soweit vorhandenen — Probe mit Mutation verglichen. Sich
deckende Chromatogramme standen infolgedessen fiir den identischen Genotyp des
untersuchten Exons. Somit wurde die Sequenzierung nur bei neuen oder unklaren
Chromatogrammen bzw. Genotypen ndtig. Dies bedeutet, dass mithilfe der
optimierten DHPLC eine hochst sensitive und spezifische Methode zur Durchfiihrung
einer grof3 angelegten Studie zur Verfiigung stand und nach Evaluierung der exakten
Analysenbedingungen ein Screening einer groflen Probandengruppe durchgefiihrt

werden und mit genauesten Ergebnissen bewiltigt werden konnte.

2. DPD Mutationen

a) Normalbevolkerung

Es wurden 157 zufillig ausgewéhlte gesunde Personen unterschiedlichen Alters und
Geschlechts analysiert; jedes der 23 Exons und die angrenzenden Exon-/
Intronabschnitte der DPYD eines jeden Probanden wurde einzeln untersucht,
gegebenenfalls wurden einzelne Abschnitte eines Exons gesondert analysiert, falls es
die Lange des Exons oder das Vorhandensein von unterschiedlichen Schmelzdoménen
erforderlich machten. Die Untersuchung der Probanden ergab, dass iiber die gesamte
kodierende Sequenz und die sich anschlieBenden Intronregionen des DPYD-Gens in
der Durchschnittbevolkerung verschiedenste Varianten in unterschiedlicher

Haufigkeit verteilt sind. Dies zeigt Tabelle 3:
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Die Héufigkeit der Allele liegt zwischen 0,3% und 19,4%, was auf das Vorhandensein
von sowohl seltenen Varianten als auch von héufigen Polymorphismen hinweist. Die
beobachtete Allel-Haufigkeit jeder einzelnen Variante liegt mit der berechneten
Frequenz im Hardy-Weinberg-Equilibrium. In den Regionen der Exons wurden
insgesamt elf Varianten entdeckt, wobei drei von diesen in der Literatur noch nicht
beschrieben worden waren: im Exon 11 1218G>A (Met406lle), weiterhin im Exon 11
die stille Mutation 1236G>A (Glu412Glu) sowie im Exon 23 3067C>T (Pro1023Ser).
In den Intronregionen lieBen sich 14 unterschiedliche, teils noch nicht beschriebene
Alterationen darstellen, die hinsichtlich der Haufigkeit ein breites Spektrum bieten:
einige lieBen sich nur bei einem einzelnen Probanden nachweisen, wihrenddessen
zum Beispiel die Intronvarianten des Exon 13 und 15 bei einer groBen Anzahl an
Normalpersonen auftraten.

Einige dieser Varianten, die von vielen Autoren als Polymorphismen bezeichnet
werden, wie 85T>C (Cys29Arg, DPYD*9A), 1627A>G (Ile543Val, DPYD¥*5),
1896T>C (Phe632) und 2194G>A (Val732lle, DPYD*6) (van Kuilenberg et al, 2003;
Collie-Duguid et al, 2000; Johnson et al, 2002; Gross et al, 2003), traten in der
Populationsstudie in einer auf Polymorphismen hinweisenden erhohten Allel-
Frequenz von 2,2% bis 19,4% auf.

Bei fiinf Personen wurde die bisher sehr unterschiedlich bewertete Alteration
1601G>A (Ser534Asn, DPYD*4) beobachtet; in den verdffentlichten Studien von van
Kuilenburg und Collie-Duguid herrscht eine kontrovers gefiihrte Diskussion dariiber,
ob es sich um einen allgemeinen Polymorphismus oder eine DPD-Insuffizienz
verursachende Variante handelt (van Kuilenberg et al, 2003; Collie-Duguid et al,
2000). Eine abschliefende Beurteilung ist noch zu fillen.

Es konnten in der Mutationsanalyse drei seltene, bisher nicht beschriebene Mutationen
nachgewiesen werden:

Die Alteration 1218G>A (Met406lle) im Exon 11 zeigte sich bei zwei Personen,
wobei einer derer ebenso die Deletion des Exons 4 (del295-298TCAT, DPYD*7)
aufweist; die zweite Person zeigte eine weitere bisher unbekannte Mutation im Exon
23:3067C>T (Pro1023Ser).

Bei einer Normalperson wurde ebenso im Exon 11 die dritte unbeschriebene
Alteration 1236G>A, die zu einer stillen Mutation ohne Aminosdurenaustausch fiihrt

(Glu412Glu), nachgewiesen.
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SchlieBlich wurde die Variante des Exon 22, 2846A>T (Asp949Val), bei zwei
Normalpersonen identifiziert, die ebenso bei zwei vermutlich DPD-insuffizienten
Patienten (van Kuilenburg et al, 2000; Ezzeldin et al, 2003) aufgetreten war.

Zur weiteren und exakten Klassifizierung der verschiedenen Mutationen in harmlose
Polymorphismen oder in DPD-Insuffizienz verursachende Alterationen miissen
weitere Untersuchungen und Vergleiche angestellt werden:

Zusétzlich zu einer Haplotypenanalyse wurden die Genotypen der Normalpersonen
sowohl mit funktionellen Informationen wie Enzymaktivitdt als auch mit Daten zur

dreidimensionalen Proteinstruktur verglichen.

b) Patienten

Bei Patientin 1, die unter dem ersten Doppelzyklus CMF mit schwerer Mucositis Grad

III und rapider Verschlechterung des Allgemeinzustandes reagiert hatte, konnten
folgende Mutationen nachgewiesen werden:

Die Variante im Exon 2 85T>C (Cys29Arg) trat im heterozygoten Zustand auf; des
Weiteren zeigte sich eine bisher in der Literatur nicht beschriebene Variante des Exon
8 775A>G (Lys259Glu), ebenfalls heterozygot, deren Effekt auf die DPD-Funktion
noch der Kliarung bedurfte. Schlielich wurde eine heterozygote Intronvariante in der
Analyse gefunden: IVS18-39g>a.

Alle Exons wurden in der direkten Sequenzierung iiberpriift und die in der DHPLC
identifizierten Varianten bestétigt.

Die DPD-Enzymaktivitdt dieser Patientin lag bei 0,13 nmol/min/mg Protein. Der in
der Literatur von Johnson et al, 1997, festgelegte Referenzbereich, demnach ab
Werten unter 0,06 nmol/min/mg Protein von einer Funktionseinschrinkung
gesprochen wird, ist weit iiberschritten, so dass von Seiten des Aktivitétstestes nicht
von einem insuffizientem Protein gesprochen werden kann. Weiterhin wird auf der
Website www.dpdenzyme.com ebenfalls der Referenzbereich der DPD-Aktivitét
definiert: 0.064 — 0,314 nmol/min/mg Protein. Auch anhand dieser Definition liegt der

bei der Patientin gemessene Aktivitdtswert nicht im reduzierten Bereich.

Patientin 2, ebenfalls eine wegen eines Mamma-Carcinoms mit adjuvantem CMF-

Schema behandelte Patientin, wies multiple Alterationen auf:
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es zeigten sich insgesamt vier Intronvarianten: IVS11-106t>a, IVS13+39c>t,
IVS13+40g>a und IVS18-39g>a. Diese Varianten traten in der untersuchten
Normalpopulation ebenfalls und in groer Haufigkeit auf.

Des Weiteren zeigte diese Patientin die beiden ebenfalls in der Normalpopulation
hiufig auftretenden Alterationen im Exon 2 85T>C (Cys29Arg) sowie im Exon 6
496A>G (Metl66Val). Jedoch lieBen sich zwei weitere Mutationen jeweils im Exon
13 nachweisen, wobei eine der beiden bisher kontrovers als DPD-Insuffizienz
bewirkend diskutiert wird: 1601G>A (Ser534Asn). Der auch in der untersuchten
Population hiufig auftretende Polymorphismus des Exons 13 1627A>G (Ile543Val)
zeigte sich ebenfalls bei der Patientin. Alle diese Varianten traten im heterozygoten
Zustand auf und wurden wie die Exons ohne eine in der DHPLC detektierter Mutation
mittels direkter Sequenzierung bestétigt.

Der Aktivitdtstest zeigte eine Reduzierung der DPD-Aktivitdt: der Wert lag bei 0,02
nmol/min/mg Protein, was nach Johnson et al per definitionem im Bereich der DPD

Insuffizienz liegt.

Bei Patientin 3, die unter 5-FU-Infusion erhohte Toxizitdtserscheinungen gezeigt

hatte, konnten lediglich zwei Alterationen nachgewiesen werden: im Exon 2 erschien
im heterozygoten Zustand die Mutation 85T>C (Cys29Arg), sowie im Intron 13
ebenso nur ein Allel betreffend die Variante IVS13+40g>a. Beide in der DHPLC
aufgefallenen Alterationen wurden in der Sequenzierung bestdtigt. Alle weiteren
Exons wiesen die Sequenzen des Wildtyps auf.

Diese Patientin war fiir einen Aktivitdtstest leider nicht mehr verfligbar.

Bei der Patientin 4, die ebenfalls bei Behandlung mit dem Mayo-Protokoll starke

Unvertrdglichkeitsreaktionen  gezeigt hatte, trat die oftmals gekoppelte
Mutationsvariante im Exon 6 496A>G (Met166Val) zusammen mit der Intronvariante
IVS10-15t>c auf. Es lieBen sich zwei weitere auch hdufig in der Normalpopulation
vorkommende Intronvarianten nachweisen: IVS 11-106t>a sowie die Variante
IVS15+75a>g. SchlieBlich zeigte sich die kontrovers diskutierte Variante im Exon 13
1601G>A (Ser534Asn), deren Wertigkeit besonders bei vermuteter

5-FU-Unvertréglichkeit noch zu diskutieren ist. Auch bei dieser Patientin wurden die

mithilfe der DHPLC gewonnenen Ergebnisse mit direkter Sequenzierung verifiziert.
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Diese Patientin zeigte im Aktivitdtstest einen Messwert von 0,07 nmol/min/mg
Protein, was zwar nicht direkt fiir eine Insuffizienz spricht, jedoch im untersten
Normbereich liegt und fiir eine tendenziell verringerte Aktivitdt und Funktion

sprechen konnte.

Mutation (Allel, Effekt) Pat 1 Pat 2 Pat3 Pat 4
85T>C (DPYD*9A, Cys29Arg) | + + + -
496A>G (Met166Val) - + - +
775A>G (Lys259Glu) + - - -
IVS10-15t>c - - - +
IVS11-106t>a - + - +
1601G>A (DPYD*4, Ser534Asn) | - + - +
1627A>G (DPYD*5, lle543Val) | - + - -
IVS13+39c>t - + - -
IVS13+40g>a - + + -
IVS15+75a>g - - - +
IVS18-39g>a + + - -
Aktivitatswert 0,13 0,02 - 0,07

(nmol/min/mg Protein)

Tabelle 4: Ubersicht der bei den Patientinnen festgestellten Varianten und deren
DPD-Aktivititswerte
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3. Haplotypenanalyse und Linkage Disequilibrium

Mit freundlicher Unterstiitzung von Paul Pharoah und Bettina Kuschel wurde die

Haplotypenanalyse und Untersuchung des Linkage Disequilibrium durchgefiihrt. Wir

schitzten die Haufigkeiten der Haplotypen anhand von 23 Loci, die mindestens aus

einem alterierten Allel bestehen. Ein jeder Locus stellt eine Alteration im DPYD-Gen

dar, wie sie in Tabelle 5 aufgelistet sind. Es ergaben sich insgesamt 62 mogliche

Haplotypen, wobei jedoch nur 15 derer mit einer Haufigkeit von mehr als 1%

auftraten und die als ,hdufige“ Haplotypen bezeichnet wurden. Diese sind in

folgender Tabelle 5 dargestellt:

Haplotyp Loci 1-23 Hiufigkeit | Standard
Abweichung
1) TTGCACATTGGGTAGATGAGGAC | 0.41962 0.0217
2) TTGCACATTGGGTAGGTGAGGAC | 0.08229 0.0187
3) CTGCACATTGGGTAGATGAGGAC | 0.06696 0.0183
4) TTGCACATTGGGTAGATGGGGAC | 0.05670 0.0217
5) CTGCGCATCGGGTAGATGAGGAC | 0.03957 0.0130
6) TTGCACATTGGGTAGATGAGAAC | 0.02984 0.0174
7) TTGCACATCGGGTAGATGAGGAC | 0.02937 0.0144
8) TTGCACATTGGGAAGATGAGGAC | 0.02225 0.0159
9) CTGCACATTGGGTAGATGAGAAC | 0.02095 0.0101
10) TTGCACATTGGGTAGATGGGAAC | 0.01486 0.0108
11) TTGCGCATCGGGTAGATGAGGAC | 0.01412 0.0076
12) TTGCACATTGGGTAGGTGGGGAC | 0.01261 0.0170
13) TTGCACATTGGGTAGACGAGGAC | 0.01199 0.0098
14) CTGCACATTGGGTAGATGGGGAC | 0.01181 0.0115
15) TTGCACATTGGGAAGATGGGGAC | 0.01021 0.0121

Tabelle S: Die 15 haufigen Haplotypen, die mit einer Hiufigkeit von mehr als 1%
auftreten. Die 23 Loci sind in 5'nach 3'Reihenfolge aufgelistet analog Tabelle 3.
Die variable Position ist jeweils fett dargestellt.
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Es besteht kein Hinweis darauf, dass zwischen den hdufigen Varianten dieser
Haplotypen ein Linkage Disequilibrium besteht. Dies spiegelt sich aus den
Unterschieden der D'und r> Messungen wieder. Es lisst sich lediglich eine moderate
Assoziation feststellen zwischen zwei Loci: 496A>G (Met166Val) und IVS10-15t>c.
D’ betrug 0,773, 1> 0,387 (Abb.10).
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Abbildung 10: Paarweise Messungen von D’ und r> des Linkage
Disequlibrium mithilfe des Programms LDA
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Diskussion

1. Aligemeine Diskussion

Es wurde erstmals ein grofes Kollektiv an Normalpersonen hinsichtlich der DPYD-
Mutationen untersucht. Aus dieser Populationsstudie konnten grundlegende
Ergebnisse erzielt werden, die tiber die Haufigkeit von Mutationen in der gesamten
Bevolkerung Aufschluss geben sowie Hinweise zulassen auf die Einteilung in
Polymorphismen und in Mutationen, die eine Stérung der DPD-Funktion bewirken.
Die Interpretation der vorliegenden Genotypen konnte mittels funktionellen Daten
durchgefiihrt werden, so dass bei einigen Genotypen eine sichere Korrelation zu den
Phénotypen moglich ist.

Jedoch zur vollstindigen und abschlieBenden Beurteilung eines jeden Genotyps
sollten diese in weiteren Studien untersucht werden. Es sollten alle Mutationen, die
bisher nur im heterozygoten Zustand vorlagen, auch bei homozygoten
Merkmalstragern untersucht werden, da die Konsequenz des vollstindigen Verlusts
beider Allele bisher nur bei einigen Genotypen beurteilt werden konnte.

Nachdem jetzt die methodischen Grundlagen evaluiert und die Basisdaten gewonnen
worden sind, konnte in folgenden Untersuchungen das Studiendesign erweitert
werden: Es wurde erstmals ein grofes Kollektiv von gesunden Normalpersonen
hinsichtlich derer Genstruktur und DPD-Funktionalitit analysiert; zum Vergleich
wurden einige Patientinnen herangezogen, die unter Chemotherapie mit
Fluoropyrimidinen Unvertrdglichkeitsreaktionen gezeigt hatten. Zur vollstindigen
Abklirung der DPD-Insuffizienz sollte das Kollektiv der Normalpersonen mit einer
ebenso groBen Anzahl von Patienten unter Fluoropyrimidinhaltiger Chemotherapie
verglichen werden, wobei sowohl DPD-insuffiziente Patienten als auch solche ohne
vermutete FU-Toxizitdt miteinbezogen werden sollten. Anahand dessen konnte eine
Beeintrdachtigung der Enzymfunktion allein durch die Gabe der Chemotherapie
ausgeschlossen werden und eine bessere argumentative Basis fiir die Interpretation der
DPD-Insuffizienz gewonnen werden.

Insgesamt wire es anzustreben, eine mdoglichst hohe Fallzahl in jedem der drei
Kollektive zu untersuchen, um eine statistische Signifikanz auch fiir seltene

Mutationen erreichen zu kOnnen.

38



2. Aktivititsdaten allgemein

Insgesamt standen fir die Mutationsanalyse 157 gesunde Testpersonen
unterschiedlichen Alters und Geschlechts zur Verfiigung. Davon konnten bei 100
Normalpersonen ein Aktivitdtstest durchgefiihrt werden, da das von Mitarbeitern der
Firma Roche stammende Kollektiv Schwankungen unterworfen war und nicht mehr
alle Probanden zur Verfligung standen.

Die von Prof. Robert Diasio (Alabama, USA) analysierten Aktivitdtswerte stammen
von mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBM-Zellen); die Spanne der
erhaltenen Werte reicht von 0,08 nmol/min/mg Protein bis 0,25 nmol/min/mg Protein
mit einem Mittelwert von 0,143 nmol/min/mg Protein. Nach Johnson et al, 1997, liegt
der untere Wert des Referenzbereiches, ab dem man von potentieller DPD-
Insuffizienz sprechen kann, bei 0,06 nmol/min/mg Protein; dieser Wert wurde somit
von keiner der untersuchten Personen unterschritten. Ebenso wurden die von der

Website www.dpdenzyme.com angegebenen Referenzwerte nicht unterschritten.

Jedoch kann dies nur als Annidherung und nicht als absoluter Wert verstanden werden,
da die Analysen nur innerhalb ihres Systems verglichen werden kdnnen, um einen
relative systemische Abweichung nicht zu {ibersehen.

Betrachtet man die Verteilung der Aktivititswerte (siche Abb. 11), so kann man
graphisch von einer Anndherung an die Gauss’'sche Kurve sprechen; die
Standardabweichung betriagt 0,04, der Mittelwert 0,143 nmol/min/mg Protein.

Der Vergleich der einzelnen Mutationen untereinander in ihrem mittleren
Aktivitatswert ergibt eine Verteilung der Werte um den Gesamt-Mittelwert. Keine
isolierte Mutation des vorliegenden Kollektivs verursacht eine erhebliche Storung der
Enzymaktivitit; auch bei Betrachtung von Mutationskombinationen zeigt sich keine
erhebliche Herabsetzung des mittleren Aktivitdtswertes und in keinem Fall eine

Annidherung an den unteren Referenzbereich. Dies ist in Tabelle 6 dargestellt.
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Anzahl

Standardabweichung = 0.04
Mittelwert = 0.143

DPD Aktivitat (nmol/min/mg)

Abbildung 11: Verteilung der DPD-Aktivititswerte an eine Gauss’sche
Verteilung
Dargestellt ist die Anzahl von Probanden mit jeweils demselben Aktivitiatswert.
Legt man eine Gauss'sche Kurve dariiber, so zeigt sich eine annihernde
Deckung.

Mutation (heterozygot) Mittelwert DPD Aktivitiat
[nmol/min/mg]

85T>C 0,15

85T>C (homozygot) 0,13

496 A>G 0,13

1601G>A 0,12

1627A>G 0,14

1627A>G (homozygot) 0,14

1896T>C 0,14

2194G>A 0,14

2846A>T 0,11

3067C>T 0,14
85T>C+496A>G 0,13
85T>C(homoz.)+496A>G 0,1
85T>C+496A>G+1627A>G 0,16
85T>C+1627A>G 0,13
1218G>A+3067C>T 0,14
1218G>A+85T>C(homoz.)+1627A>G | 0,19

Tabelle 6: Darstellung von einzelnen Mutationen und Mutationskombinationen
und deren mittlerer DPD-Aktivititswert
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Der niedrigste Wert von 0,1 nmol/min/mg Protein existiert bei der Kombination
85T>C (homozygot) mit 496A>G (heterozygot); allerdings liegt diese Kombination
nur in zwei Fillen vor. Es kann wohl kaum von Représentabilitdt gesprochen werden,
zumal der Wert der einen Person mit einem Aktivitidtswert von 0,08 nmol/min/mg
eher als Abweichung von der Norm zu betrachten sein konnte und der Aktivitdtswert
der zweiten Person im Normbereich bei 0,12 nmol/min/mg Protein liegt.

Leider konnte von dem Trager der Mutation 295-298delTCAT in Exon 4 (DPYD*7)
kein Blut fiir einen Aktivitdtstest erhalten werden. Eine herabgesetzte Aktivitdt wére
nach van Kuilenburgs et al, 1999, zu erwarten, da die Deletion der vier Basenpaare
eine Verschiebung des Leserasters und einen Kettenabbruch bewirkt, wodurch die
reguldre Proteinstruktur verdndert wird; infolgedessen konnte auch im heterozygoten
Fall ein teilweiser Funktionsverlust der DPD resultieren. Dies bedarf jedoch der

Bestétigung durch Aktivitdtsmessung.

3. Strukturdaten allgemein

Die Proteinstruktur der Dihydropyrimidindehydrogenase weist unter Sdugern eine
Homologie von 96-94% auf, was nach Mattison et al zeigt, dass die
Aminosdurepositionen, die essentiell fiir Elektronentransfer, die Interaktion mit
Substraten oder Kofaktoren sind, entlang der Evolution hochkonserviert sind. Eine
hohe Sequenzihnlichkeit besteht zwischen der humanen DPD und der des Schweins
mit 93%, im Vergleich mit Vertebraten liegt die Homologie zu Drosophila
melanogaster bei 93% und zu Caenorhabditis elegans bei noch 79%.

Da die humane DPD nicht zur Strukturanalyse zur Verfligung steht, wird aufgrund der
hohen Homologie die DPD des Schweines zur Analyse verwendet.

Die Strukturanalyse der Sequenz der DPD wurde von Tobias Ullrich, Roche
Diagnostics, GmbH, Penzberg, wie von Dobritzsch et al, 2001 und 2002, beschrieben
mit dem SWISSMODEL-Protokoll durchgefiihrt. Die Sequenz der Schweine-DPD
diente als Vorlage, die Analyse der dreidimensionalen Proteinstruktur erfolgte mittels
der Software Molac (Turk, 1992) und Accelrys ViewerLite 4.2, erhiltlich unter

www.accelrys.com.
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4. Statistik: Bootstrap Analyse

Die statistische Analyse wurde freundlicherweise von Prof. Ron Kates durchgefiihrt.
Das Ziel der statistischen Analyse war die Identifizierung einer mdoglichen
Assoziation zwischen Phénotyp (Ausmall der DPD Aktivitédt) und funktionellen DPD
Varianten. Zu diesem Zweck wurden auch alle potentiellen Haplotypen herangezogen,
wovon fiir die statistische Analyse diejenigen verwendet wurden, die mit einer
Hiufigkeit von mehr als 1% auftraten.

In der Bootstrap Analyse zeigte sich im Vergleich der Haplotypen mit der mittleren
DPD-Enzymaktivitdt einige signifikante Ergebnisse (siche Tab. 7):

Mit einem erhdhten mittleren Wert der DPD Aktivitdt gingen zwei Haplotypen einher;
zum einen der Haplotyp 3, der das Allel 85C trigt, sowie des Weiteren der die stille
Mutation 1896C tragende Haplotyp 13.

Zwei der Haplotypen, die jeweils keine kodierenden Varianten tragen (IVS15+75G
und IVS11-106A im Haplotyp 4 bzw. 8), scheinen mit reduzierter mittlerer
Enzymaktivitit korreliert zu sein. Diese Assoziation ist statistisch signifikant, obwohl
nur wenige derartige Fille vorliegen.

Das Allel 496G der Mutation Met166Val im Exon 6, das bei einigen 5-FU-Toxizitét
zeigenden Patienten identifiziert worden war (Johnson et al, 2002; Gross et all, 2003;
Mattison et al, 2002), ist in zwei Haplotypen beinhaltet. Diese beiden Haplotypen 5
und 11 zeigten keine statistisch signifikante Reduktion der Enzymaktivitdt; ebenso
wurde bei den Tridgern dieser Mutation in unserer Populationsstudie eine nicht
statistisch signifikant reduzierte DPD Aktivitdt gemessen.

Die Messung der einzelnen Mutationen in der Bootstrap Analyse ergab jedoch fiir
zwei Mutationen eine signifikant verringerte DPD Enzymaktivitét:

Die Alterationen 1601G>A (Ser534Asn, DPYD*4) sowie 2846A>T (Asp949Val)
wurden bereits in fritheren Studien von Collie-Duguid et al, 2000, van Kuilenburg et
al, 2000 und Lazar et al, 2004, dergestalt betrachtet, dass sie die Integritdt des Enzyms
beeinflussen und folglich die Aktivitdt verringern wiirden. In unserer Analyse waren
diese beiden Varianten jedoch nur in diesen Haplotypen vertreten, die mit einer
Haufigkeit von unter 1% auftraten. Doch interessanterweise konnte bei der singuldren
Betrachtung dieser beiden Alterationen im Vergleich von Trigern zu Nicht-Trigern

eine signifikant verringerte mittlere DPD Aktivitét festgestellt werden.
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Die Analyse der weiteren Haplotypen ergab fiir keinen weiteren aufler den bereits

beschriebenen eine signifikante Abweichung von der mittleren DPD Aktivitét.

Mutation/ | Signifikanz ~ Mediane 5% 95 % Differenz in  Zahl der
Haplotyp Aktivitits-  Konfidenz ~ Konfidenz % vom giiltigen
Differenz Durchschnitt Fille

Asp949Val 1 -0,0302 -0,0367 -0,0239 -21,1% 2
Ser534Asn 1 -0,0193 -0,0307 -0,0063 -13,5% 4
Met166Val 0 -0,0084 -0,0222 0,0056 -5,9% 21
hap1 0 -0,0002 -0,0333 0,0320 -0,2% 11
hap2 0 0,0039 -0,0179 0,0273 2,7% 11
hap3 1 0,0336 0,0096 0,0672 23,5% 5
hap4 1 -0,0163 -0,0300 -0,0041 -11,4% 3
hap5 0 -0,0004 -0,0248 0,0225 -0,3% 6
hap6 0 0,0079 -0,0249 0,0533 5,5% 5
hap7 0 0,0177 -0,0352 0,0417 12,4% 2
hap8 1 -0,0194 -0,0346 -0,0036 -13,6% 3
hap9 0 0,0031 -0,0145 0,0211 2,2% 2
hapl1 0 0,0006 -0,0113 0,0129 0,4% 4
hap12 0 -0,0028 -0,0143 0,0087 -2,0% 5
hap13 1 0,0478 0,0338 0,0809 33,4% 2

Tabelle 7: Einfluss einiger einzelner Sequenz-Alterationen und Haplotypen auf
die mediane DPD-Aktivitit, evaluiert anhand der Bootstrap-Analyse. Fett
gedruckt sind diejenigen Einzelmutationen und Haplotypen, die eine statistisch
signifikante Abweichung von der mittleren DPD Aktivitit aufzeigen.

5. Zusammenfithrung von Genetik, Aktivititsdaten, Strukturdaten und Statistik

a) Polymorphismen: 85T>C (Cys29Arg, DPYD*9A) und
1627A>G (1le543Val, DPYD*S)

Im Exon 2 zeigte sich die bekannte Mutation 85T>C (DPYD*9A, Cys29Arg) wie
erwartet in einer hohen Allel-Frequenz von 19,4%; in der untersuchten Population von
157 Probanden fanden sich 51 Heterozygote und 5 Homozygote. Fiir die Mutation des
Exon 13 1627A>G wurde ebenfalls eine hohe Allel-Frequenz von 14% festgestellt.
Bei der Verteilung von Heterozygoten zu Homozygoten konnte ein Verhéltnis von 37
zu 3 diagnostiziert werden.

Bei der Betrachtung hinsichtlich Aktivitdtswerten und Genetik lassen sich Ergebnisse

und Vermutungen fritherer Studien und Verdffentlichungen bestétigen:
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Die Autoren (Ridge et al, 1998; van Kuilenburg et al, 1998; Johnson et al, 2002)
bezeichnen die Varianten 85T>C (Cys29Arg) und 1627A>G (Ile543Val) als
Polymorphismen:

In vorliegender Populationsstudie liegen die mittleren Aktivititswerte sowohl des
heterozygoten Genotyps 85T>C als auch 1627A>G bei 0,15 nmol/min/mg Protein
bzw. 0,14 nmol/mg/min Protein, was dem Gesamt-Mittelwert von 0,143 nmol/min/mg
Protein entspricht. Ebenso ldsst sich in beiden Fillen bei homozygoten Trigern keine
reduzierte Aktivitit feststellen: die fiinf Homozygoten von 85T>C und 3
Homozygoten von 1627A>G weisen mittlere Aktivitdtswerte von 0,13 nmol/min/mg
Protein bzw. 0,14 nmol/min/mg Protein auf. Ebenso zeigen die Haplotypen, die die
Alteration 85C beinhalten, keine signifikante Reduktion der mittleren DPD Aktivitét;
vielmehr geht sogar der Haplotyp 3 mit einer statistisch signifikant erhohten DPD
Aktivitét einher.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass diese beiden Verdnderungen 85T>C
(Cys29Arg, DPYD*9A) und 1627A>G (Ile543Val, DPYD*5) nicht zu DPD-
defizienten Phinotypen flihren.

In Ubereinstimmung mit diesen Daten ist, dass nach Mattison et al, 2002 beide DPD
Sequenzen entlang der Evolution keine Konservierung erfuhren und somit vermutlich
keine bedeutende Rolle in der Funktionalitét darstellen.

Bei der Untersuchung der dreidimensionalen Struktur der Schweine-DPD lassen sich
die geduflerten Vermutungen bestétigen:

Ebenso wie van Kuilenburg et al, 2002, formuliert hat, zeigte sich im Modell der
dreidimensionalen Proteinstruktur im Hinblick auf den Proteinaustausch Cys29Arg,
dass kein in der Struktur begriindeter Hinweis auf eine verdnderte enzymatische
Aktivitit besteht.

Die gemeinsame Betrachtung der einzelnen Ergebnisse legen somit die Bezeichnung
der vorliegenden Varianten als Polymorphismen nahe; es ist keine nachhaltige
Beeintrachtigung der Funktion der DPD nachzuweisen und somit trifft eine DPD-
Defizienz mit konsekutiver 5-FU-Unvertraglichkeit mit groBer Wahrscheinlichkeit

nicht auf einen dieser beiden Genotypen zu.
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b) 295-298deITCAT (DPYD*7)

Die im Exon 4 beobachtete Deletion von vier Basenpaaren (295-298delTCAT,
DPYD*7) konnte nur bei einem Probanden detektiert werden; diese aus der Literatur
bekannte Mutation (van Kuilenburg et al, 1999) fiihrt zu einer Zerstérung der
reguldren Proteinstruktur der DPD und konnte konsekutiv zu einem, wenn auch
partiellen, Verlust der DPD-Funktion im heterozygoten Zustand fiihren. Leider konnte
von diesem Probanden kein Aktivitétstest erhalten werden, so dass keine genaue
Aussage iiber die absolute DPD-Defizienz mithilfe der DPD Aktivitdt getroffen
werden kann. Jedoch lésst sich aufgrund der Zerstdrung der reguldren Proteinstruktur
folgern, dass eine uneingeschrinkte Funktion des Enzyms nicht mehr vorhanden sein
kann und folglich bei Trégern eines oder beider Allele mit dieser Deletion eine DPD

Defizienz und folgende 5-FU-Intoleranz sehr nahe liegend ist.

¢) 496A>G (Met166Val)

Die Mutation im Exon 6, 496A>G (Metl66Val) =zeigte hinsichtlich der
Aktivititswerte eine weite Streuung von 0,08 — 0,21 nmol/min/mg Protein, der
Mittelwert befindet sich bei 0,13 nmol/min/mg Protein. In der Literatur wurde diese
Mutation von diversen Autoren (Johnson et al, 2002; van Kuilenburg et al, 2000;
Ezzeldin et al, 2003; Gross et al 2003) im Zusammenhang mit Patienten, die unter 5-
FU-Toxizitédt litten, beschrieben, was auf eine mogliche Einschrankung der Funktion
der DPD hinweisen konnte. Zusétzlich stellt Mattison et al, 2002 fest, dass es sich in
diesem Bereich um eine hochst konservierte Region handelt, die infolgedessen eine
groBe Bedeutung in der Proteinfunktion haben koénnte. Dem Einfluss der Mutation
496A>G auf die Integritidt der DPD widerspricht allerdings Johnson et al, 2002, der
diese Variante bei einem Krebspatienten mit uneingeschrankter DPD Aktivitét
nachweisen konnte; somit stellt er die These auf, dass dieser Genotyp keinen DPD
defizienten Phdnotyp bewirkt. Dies stinde im Einklang mit den im Normbereich
liegenden Aktivitdtswerten der vorliegenden Untersuchung und ebenfalls mit der
Bootstrap Analyse, die bei der singuldren Betrachtung keine signifikante Reduzierung
der DPD Aktivitdt nachweisen konnte; jedoch lagen nur Daten von heterozygoten
Mutationstragern vor. Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse aus der

Strukturanalyse: das Methionin an der Position 166 reicht tief in den inneren Bereich
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des Enzyms hinein und ist Teil eines hydrophoben Netzwerks mit van-der-Waals-
Kontakten mit anderen Aminosduren. Falls sich an dieser Position infolge der
Mutation ein Valin befindet, entsteht aufgrund dessen kiirzerer Seitenkette ein
Leerraum in der Mitte dieser Verbindung; dies konnte zur Folge haben, dass wegen
des hydrophoben Charakters die Struktur zusammenbricht oder die an dieser van-der-
Waals-Interaktion beteiligten Aminosduren sich in anderer Form zusammenfiigen
(Gross et al, 2003) und ebenso destabilisierend wirken. Aufgrund dieser Ergebnisse
scheint ein - wenn auch diskreter — Einfluss der Mutation Metl66Val auf
Verminderung der DPD Funktionalitit zu bestehen. Fiir eine abschlieBende
Betrachtung und Festlegung miissten neben den heterozygoten Tridgern dieser
Mutation ebenfalls homozygote Trédger in die Untersuchung mit einbezogen werden.
Es konnte sein, dass die — wenn auch diskret verschlechterte - Funktion des Enzyms
bei nur einem alterierten Allel durch das Wildtyp-Allel aufrecht erhalten wird; ldgen
beide Allele in alterierter Form vor, ist es nicht auszuschlieBen, dass die DPD-

Funktion teilweise beeintrachtigt wére.

d) 775A>G (Lys259Glu)

Die Mutation 775G>A im Exon 8 trat weder in der Populationsstudie auf, noch war
sie in der Literatur bisher beschrieben, sondern zeigte sich nur bei einer Patientin im
heterozygoten Zustand. Diese Patientin hatte mit schwerer Mucositis Grad III und
starker Verschlechterung des Allgemeinzustandes unter Therapie mit CMF reagiert.
Der DPD Aktivitdtswert lag allerdings im Normbereich, sowie er von Johnson
definiert wird.

Bei Betrachtung der Aminosdureposition im Hinblick auf die Evolution zeigt Mattison
et al, 2002, eine Konservierung der Position 259 iiber 5 Sdugetierspezies hinweg;
allerdings erfolgte bei Drosophila melanogaster und C. elegans ein Austausch des
Lysins durch Arginin.

Die Strukturanalyse des Schweineproteins, bei dem ebenfalls wie bei der humanen
DPD an Position 259 das Lysin konserviert ist, weist auf eine zumindest partielle
Inaktivierung des Enzyms durch den Austausch des Lysins gegen ein Glutamat hin.
Das homologe Modell zeigt eine &dhnliche Ausrichtung der Variante 259Glu zu
259Lys innerhalb der dreidimensionalen Struktur (sieche Abb. 12). Jedoch éndert sich

die Ladung dieses Bereiches: im Fall des Lysins herrscht eine positive Ladung vor,
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die durch den Austausch mit Glutamat sich in eine negative Ladung &ndert. Dies
konnte entscheidende Auswirkungen auf die Strukturordnung haben: die Bindung des
FAD an das DPD-Protein konnte an Stidrke verlieren, so dass konsekutiv der
Wasserstofftransport von dem elektrongebenden Kosubstrat NADPH gestort wire.
Dies liegt darin begriindet, dass die negative Ladung des Glutamats moglicherweise
eine AbstoBung der hydrophoben p-Faltblattstruktur bewirkt, so dass in einem
weiteren Schritt die Bindung zu dem benachbarten FAD gelockert und somit die
Bindung von Kofaktoren an FAD gestort wird. Folglich wiirde die Funktionalitit des
Enzyms gestort werden und eine Reduzierung des DPD Aktivitdt bewirken. Jedoch
steht dies im Gegensatz zur gemessenen DPD Aktivitdt der vorliegenden Patientin:
der gemessene Wert von 0,13nmol/min/mg Protein lige anhand der definierten
Referenzbereiche im oberen Normbereich.

Fiir diese Diskrepanz der Daten lassen sich zwei Erkldrungen versuchen.

Zum einen weist diese Patientin nur ein mutiertes Allel auf, so dass das intakte zweite
Allel fiir die Funktion des Enzyms unter normalen Bedingungen ausreichen und
normale Aktivitditswerte bewirken konnte. Da das eine Allel die regelrechte
Kodierung bewirkt, wiirde folglich erst unter Belastung — Gabe von 5-FU — die
Funktion des Enzyms nicht mehr ausreichen, um die toxischen Substrate ausreichend

zu katalysieren.
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Abbildung 12: Dreidimensionale Struktur des Bereichs um Lys259

Des Weiteren sind die definierten Normbereiche der DPD Aktivitdt zu diskutieren.
Diese wurden in unabhéngigen Untersuchungen definiert und beschreiben annéhernd
denselben Referenzbereich. Jedoch konnen die Werte dieser Untersuchungen nicht
uneingeschrinkt auf die vorliegenden Aktivitdtswerte angewandt werden; jede
Messung kann einen systematischen Fehler beinhalten, so dass die absoluten relativen
Unterschiede zwar iibereinstimmen, die absoluten Werte jedoch differieren konnen.
Somit muss man bei dem Aktivititswert der vorliegenden Patientin, der per
definitionem im Referenzbereich liegt, bedenken, dass die Messungen nicht innerhalb
desselben Systems durchgefiihrt worden sind und somit nur eingeschrinkt

vergleichbar sind.

e) 1218G>A (Met4061le), 1236G>A (Glud12Glu)

Diese beiden Mutationen im Exon 11 waren bisher noch nicht in der Literatur

beschrieben worden. Sie traten in der Normalpopulation in geringem Prozentsatz von
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1% bzw. 0,3% auf, keine der untersuchten Patientinnen wies eine der beiden
Alterationen auf.

Der Basenaustausch 1218G>A mit folgendem Aminosdurentausch von Methionin zu
Isoleucin trat nur bei drei Individuen auf: bei einer Normalperson lag diese Alteration
gleichzeitig mit der Deletion im Exon 4 vor; bei dieser Person gibt es keine Messung
der DPD Aktivitit. Des Weiteren ldsst sich diese Variante zusammen mit einer
Variante im Exon 23 feststellen, der Aktivitidtswert dieser Normalperson liegt bei
0,14nmol/min/mg Protein, was im Normbereich liegt. Bei dem dritten Probanden mit
dieser Variante liegt gleichzeitig der Polymorphismus 1627A>G im Exon 13 und
homozygot der Polymorphismus 85T>C im Exon 2 vor; der gemessene DPD
Aktivitatswert liegt bei 0,19 nmol/min/mg Protein.

Eine Analyse der dreidimensionalen Struktur bei diesem Aminosdurenaustausch
bringt keine weiteren Ergebnisse, da das Codon 406 an der Oberfliche des Enzyms
liegt und nicht konserviert ist. Der Vergleich dieser Normalpersonen und der
vorliegenden Aktivitidtswerte ldsst die Vermutung dullern, dass es sich bei der
Alteration 1218G>A (Met406lle) um eine nicht die Funktion beeintrichtigende
Variante handelt.

Die Alteration 1236G>A, die einen synonymen Aminosdure-Austausch nach sich
zieht (Glu412Glu), trat nur bei einer der untersuchten Normalpersonen auf. Da kein
Austausch der Aminosduren im Protein entsteht, ist keine Verdnderung der
Funktionalitdt zu erwarten, so dass keine weiteren Untersuchungen wie DPD-

Aktivitdtswert und Strukturanalyse durchgefiihrt wurden.

f) 1601G>A (Ser534Asn, DPYD*4)

Diese Mutation trat in der Normalpopulation nur heterozygot und mit einer Allel-
Frequenz von 1,6% auf; bei den untersuchten Patientinnen mit Fluoropyrimidin-
Unvertraglichkeit war die Allel-Frequenz mit 25% bedeutend hoher. Die mittlere
DPD-Aktivitdt der Probanden mit vorliegender Mutation lag bei 0,12nmol/min/mg
Protein, was nach Johnson et al im mittleren Referenzbereich liegt. Dieser Mittelwert
ist im Vergleich zum Mittelwert aller untersuchten Probanden, der bei
0,14nmol/min/mg Protein liegt, etwas reduziert. Des Weiteren zeigten zwei der
Probanden eine geringere Aktivitit von 0,1 1nmol/min/mg Protein, was zwar noch im

Referenzbereich liegt, aber deutlich geringer ist als der Median der Normalpopulation.
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Betrachtet man die dreidimensionale Struktur des Proteins in Hinblick auf den
Aminosdureaustausch von Serin in Asparagin, so ist eine strukturelle Verdnderung
denkbar: die hochkonservierte Position des Ser534 ist in einer B-Hairpin-Loop
lokalisiert, die als Teil der Doméane IV der DPD mit einer aktiven Seite einer FMN-
Bindungsdoméne interagiert. Durch den Austausch des Serins in Asparagin konnte
eine Dislokation der B-Faltblatt-Struktur stattfinden, wodurch die Bindungsdoméine
fiir FMN gestort wiirde. Folglich konnte sich die Funktionalitit des Enzyms und
dadurch die DPD Aktivitdt verdndern.

In der Bootstrap Analyse wurde der Einfluss dieser Mutation auf die mediane DPD
Aktivitdt singuldr betrachtet, da die betroffenen Haplotypen eine zu geringe
Hiufigkeit haben; es zeigte sich eine signifikante Reduktion der Aktivitdt um 13,5%.
Dies bedeutet, dass bei Vorliegen dieser Mutation sogar im heterozygoten Fall von
einer leicht reduzierten DPD Aktivitidt ausgegangen werden kann. Diese Daten
bestdrken die Aussagen von Collie-Duguid et al, 2000, und Lazar et al, 2004, dass die
Mutation DPYD*4 phinotypisch eine DPD Funktionseinschrinkung bewirken kdnnte.
Eine endgiiltige Aussage tliber die Wertigkeit dieser Mutation und die Bestétigung des
klinischen Einflusses setzt jedoch eine detaillierte Analyse von homozygoten

Genotypen voraus.

g) 1896T>C (Phe632Phe)

Bei dieser Variante handelt sich um eine bei 4% der untersuchten Population
auftretende stille Mutation. Das native Protein ist nicht verdndert, da sowohl beim
Wildtyp als auch beim vorliegenden Basenaustausch die Aminosdure Phenylalanin
kodiert wird. Somit ist eine Beeintrichtigung des Enzyms durch diese Variante
ausgeschlossen. Die DPD-Aktivitatswerte der Probanden mit vorliegender Mutation
liegen alle im Referenzbereich, der Mittelwert spricht mit 0,14 nmol/min/mg Protein

fiir eine ungestorte DPD-Funktion.

h) 2194G>A (Val732Ile, DPYD*6)

Bei vorliegender Mutation, die in der untersuchten Population mit einer Haufigkeit
von 2% auftritt, ldsst sich keine statistisch signifikant reduzierte DPD-Aktivitéit

nachweisen. Die mediane Aktivitdt trifft genau den Median der gesamten Population
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(0,14nmol/min/mg Protein). Keine der Unvertrdglichkeit zeigenden Patientinnen
zeigte diese Variante. Bisher wurde weiterhin in der Literatur noch kein Fall mit
dieser Mutation beschrieben, der ein defizientes Enzym oder Toxizitdtserscheinungen
auf Fluoropyrimidine gezeigt hatte. Zusétzlich wurde diese Region im Laufe der
Evolution nicht konserviert, was ebenfalls gegen eine Bedeutung fiir die
Funktionalitdt der DPD spricht.

Strukturanalytisch wurde diese Region bisher nicht untersucht, was weitere
Informationen zu dieser Alteration geben wiirde. Bisher ist eher von einem selten
auftretenden Polymorphismus auszugehen, der keinen signifikanten Einfluss auf die
Funktion der Dihydropyrimidindehydrogenase bewirkt. Jedoch muss diese Vermutung

durch weitere Untersuchungen geklart werden.

i) 2846A>T (Asp949Val)

Diese Mutation im Exon 22 trat in einer geringen Frequenz von 0,6% in der
untersuchten Population auf, so dass sie nicht in den hiufigen Haplotypen begegnete.
In vorangegangenen Untersuchungen von Ezzeldin et al, 2003, und van Kuilenburg et
al, 2000, wurde diese Mutation mit einer verringerten DPD Aktivitdt in Verbindung
gebracht. In unserer Studie zeigte sich ebenfalls eine im Vergleich zum Median
(0,14nmol/min/mg Protein) verringerte Aktivitit von 0,1 1nmol/min/mg Protein bei
beiden Probanden mit dieser Mutation. Dieser Effekt auf die Aktivitdt ist in der
Bootstrap Analyse signifikant. Daraus ergibt sich zwar ein maBiger, jedoch
signifikanter Einfluss des Aminosdurenaustausches von Aspartat in Valin auf die
Funktion der DPD.

Die evolutiondr hoch konservierte Position Asp949 ist an der Vermittlung einer
Wasserstoffbriickenbindung beteiligt, welche fiir den Elektronentransport iiber die C-
terminalen Eisen-Schwefel-Cluster des Enzyms wichtig ist. Somit sollte diese Position
eine wichtige Rolle im Elektronentransfer wahrend der katalytischen Reaktion der
DPD spielen, wie van Kuilenburg et al, 2002, angenommen. Dies spricht fiir die
notigen Erhalt des Asparagins flir die Funktionalitdt des Enzyms, da beim Verlust der
Wasserstoffbriickenbindung die Cluster-Formation gestort wiirde.

In den untersuchten Patientinnen trat diese Mutation nicht auf, jedoch berichtet
Ezzeldin et al, 2003, von Patienten mit schwerer 5-FU-Unvertriglichkeitsreaktion,

sogar in einem Fall mit letalem Ausgang. Dieser hatte jedoch zusétzlich
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die Mutation Metl66Val und den Polymorphismus Ile543Val, sowie die Splice
Mutation IVS14+1g>a, so dass nicht nur Asp949Val fiir die DPD Insuffizienz
verantwortlich gewesen sein kann. In unserer untersuchten Population trat Asp949Val
nur in Verbindung mit Metl66Val bei einem Probanden sowie mit dem
Polymorphismus Ile543Val auf. In diesen Kombinationen ist davon auszugehen, dass
die leichte Reduzierung der DPD Aktivitét allein durch Asp949Val ausgeldst wird, da
die beiden anderen Varianten keinen signifikanten Einfluss auf die Funktionalitdt des
Enzyms haben.

Auch in diesen Fall muss wie bei der Mutation im Exon 13 Ser534Asn eine
detaillierte Untersuchung von homozygoten Individuen erfolgen, um eine endgiiltige

Aussage iiber die klinische Relevanz dieser Mutation treffen zu kdnnen.

j) 3067C>T (Pro1023Ser)

Diese Mutation trat in der Normalpopulation zum ersten Mal auf, war bisher nicht in
der Literatur beschrieben worden. Allerdings wurden nur eine Normalperson und kein
Patient mit dieser Alteration gefunden, was einer Allel-Haufigkeit von 0,3% in der
untersuchten Population entspricht. Die DPD Aktivitat des Mutationstragers entspricht
dem Median der gesamten Population von 0,14nmol/min/mg Protein. Diese Person
zeigte weiterhin die neu entdeckte Mutation Met406lle, die jedoch als Normvariante
interpretiert wird.

Insgesamt sprechen die Aktivititsdaten eher dafiir, dass man von einer harmlosen
Variante sprechen kann, die keinen Einfluss auf die Funktion des Enzyms haben
sollte.

Eine strukturelle Untersuchung ist bisher nicht moglich, da der C-Terminus, der diese
Mutation beinhaltet, in der Kristallstruktur aufgrund seiner Flexibilitdt bisher nicht
auflosbar ist und die DPD-Struktur des Schweins nur bis zur Aminosédure-Position

1017 gesichert ist.
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VI

Zusammenfassung

Mithilfe der denaturierenden HPLC wurde eine Mutationsanalyse des gesamten
kodierenden Abschnitts des DPYD-Gens durchgefiihrt.

Fiir jedes Exon und teilweise fiir einzelne Fragmente eines Exons wurden die optimale
DHPLC-Temperatur und der Elutionsgradient anhand von Berechnung sowie
experimentell ermittelt, so dass durch das jeweilige Chromatogramm eine definitive
Zuordnung zu Wildtyp oder zu spezifischen bekannten Mutanten moglich wurde;
stichprobenartige Kontrollen bestétigten in der Sequenzierung den erwarteten
Genotyp. Somit wurde die Sequenzierung nur bei neuen oder unklaren
Chromatogrammen bzw. Genotypen notig.

Ebenso konnte nach Evaluierung der exakten Analysenbedingungen mittels der
optimierten DHPLC ein zeitlich wenig aufwendiges Screening einer grofen
Probandengruppe durchgefiihrt werden: bei einer durchschnittlichen Analysendauer
von 6-8 min pro Einzelprobe und automatischer Probenapplikation konnten innerhalb
relativ kurzer Zeit grofle Probenmengen bewiltigt werden.

Die Mutationsanalyse der Normalpopulation zeigt eine Vielfalt an Mutationen:
sowohl im kodierenden als auch in Intron-Abschnitten des DPYD-Gens konnten
insgesamt 23 Variationen identifiziert werden, davon drei bisher unbekannte
Varianten. Im Patientenkollektiv konnte zusidtzlich eine bisher nicht beschriebene
Mutation entdeckt werden.

Zur Klirung, welche der Mutationen fiir eine herabgesetzte Enzymaktivitit und
konsekutiv fiir DPD-Defizienz verantwortlich ist, wurden die genetischen Daten mit
funktionellen Daten in Korrelation gesetzt:

Zusammen mit DPD-Aktivitatswerten, Daten zur dreidimensionalen Proteinstruktur
und statistischer Analyse konnten einige Mutationen als harmlose Polymorphismen
beurteilt werden, wihrend hingegen einige Mutationen der weiteren Untersuchung
bediirfen. Schlielich lassen sich einige wenige Mutationen tendenziell als
funktionsbeeintrachtigende bezeichnen:

Die in der Literatur beschriebene Intron 14 Splice-Mutation trat in unserem Kollektiv
nicht auf; jedoch ldsst sich eine Funktionseinschrinkung erkléren: das Exon 14 wird

herausgespleifit, somit fehlt die durch das Exon 14 kodierte Uracilbindestelle.
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In unserem Kollektiv trat die Mutation im Exon 4 auf, die hinldnglich aus der
Literatur bekannt durch Wegfall dreier Basen ein verschobenes Leseraster bewirkt
und folglich ebenso ein in der Funktionalitdt gestortes Protein produziert.

Durch die Korrelation mit der funktionellen Diagnostik lassen sich zwei Mutationen
mit statistischer Signifikanz einer herabgesetzten Enzymaktivitdt zuordnen: 2846 A>T
(Asp949Val) und 1601G>A (DPYD*4, Ser534Asn); ebenfalls bei Betrachtung der
Analyse der dreidimensionalen Struktur erhértet sich der Hinweis auf eine
Beeintrachtigung der Enzymfunktion bei vorliegenden Mutationen.

Unsere Untersuchung an der Normalpopulation bestdtigt frithere Studien, die eine
Inzidenz von 1-3% von genetischen DPD-Defekten beschreiben. Deshalb ist das
Risiko des Individuums, unter Chemotherapie mit Fluoropyrimidin-haltigen
Substanzen eine schwere toxische Reaktion zu erleiden, zwar gering, jedoch nicht zu
vernachldssigen. Somit ist ein pritherapeutisches Screening auf genetische Defekte
mittels schneller und wenig zeit- und kostenintensiver Methoden indiziert: die
Moglichkeit der DHPLC wire diesem Zweck entsprechend. Jedoch bis zur
endgiiltigen Differenzierung von harmlosen Polymorphismen und therapierelevanten
Mutationen sind weitere Untersuchungen notig: anschlieBend an die Analyse der

Normalpopulation wurde mit einer Studie an einem Patientenkollektiv begonnen.
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