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1 Einleitung

Das Larynxkarzinom ist mit etwa 2% aller bösartigen Neubildungen in Mitteleuropa eine

relativ seltene Tumorerkrankung. Sie führt allerdings in Deutschland zu etwa 1000 To-

desfällen pro Jahr. Hauptursache für seine Entstehung sind Tabak- und Alkoholkonsum.

Da nur ein Teil der Raucher Karzinome entwickelt, sind neben der krebserzeugenden

Wirkung von Fremdstoffen noch andere, individuelle Faktoren von Bedeutung, die zur

malignen Entartung von Zellen führen. Eine dieser Variablen können genetische Poly-

morphismen sein, die in Kombination mit Tabak- oder Alkoholexposition oder auch in

Kombination untereinander die Krebsentstehung begünstigen. Die Identifizierung solcher

Polymorphismen könnte eine gezielte Prävention bei genetisch besonders gefährdeten

Personen ermöglichen.

Neben Enzymen der Biotransformation und der Zellzykluskontrolle hat insbesonders

die Effizienz der DNA-Reparatur Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit der Krebsentste-

hung. Nucleotid- und Basenexzisionsreparatur sind Teilsysteme der DNA-Reparatur, die

durch chemische Karzinogene bedingte Schäden beseitigen.

Die vorliegende Arbeit untersucht die Bedeutung von Polymorphismen wichtiger Struk-

turabschnitte der DNA-Reparaturenzyme XRCC1 und XPD in einer Krankenhaus ba-

sierten Fall-Kontroll-Studie an Larynxkarzinompatienten.

1.1 Das Larynxkarzinom

Das Larynxkarzinom ist eine bösartige Tumorerkrankung, die hauptsächlich Männer in

höherem Alter betrifft. Mit 2-2,5% aller bösartigen Neubildungen ist es zwar in Mittel-

europa insgesamt relativ selten, stellt aber immerhin 40-50% aller malignen Tumoren in

Kopf-Hals-Bereich (Kaanders, 1997). Im Durchschnitt erkranken in Deutschland jährlich

8 pro 100.000 Männer bzw. 1,5 pro 100.000 Frauen. Der Altersgipfel liegt zwischen

dem 50. und 70. Lebensjahr. Nach ihrem Entstehungsort wird zwischen supraglottischen

(33%), glottischen (65%) und subglottischen (2%) Karzinomen unterschieden. Abbildung

1.1 zeigt die Inzidenz des Larynxkarzinoms auf Basis des Krebsregisters Saarland.
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Abbildung 1.1: Inzidenz des Larynxkarzinoms laut Saarlandkrebsregister

In der Literatur werden sowohl exogene als auch endogene Faktoren diskutiert, die

Einfluss auf die Entstehung des Larynxkarzinoms haben (Almadori et al., 2004). Hierbei

weist das Rauchen von Zigaretten und Zigarren das größte Risikopotential auf (Catta-

ruzza et al., 1996; Guo et al., 1995; Maier & Tisch, 1997; Pelucchi et al., 2008).

50-80% der Patienten sind starke Raucher (> 60 Packungsjahre). Das relative Risiko

steigt dadurch bis auf das 23,4-fache (Maier et al., 1992). Es nimmt nach Beendigung der

Exposition wieder ab und erreicht nach ca. 10jähriger Abstinenz das Niveau von Nicht-

rauchern (Shapiro et al., 2000). Nichtraucher erkranken nicht nur seltener als Raucher,

sie sind auch durchschnittlich bei Diagnosestellung 10 Jahre älter und haben aufgrund

der zumeist glottischen Lokalisation eine bessere Prognose (Agudelo et al., 1997).

Alkohol ist ebenfalls ein unabhängiger Risikofaktor. Bei nicht rauchenden Alkoholi-

kern ist das Risiko, an Karzinomen von Mund, Pharynx und Supraglottis zu erkranken,

9,2 mal höher als bei nicht rauchenden Nicht-Trinkern (Schlecht et al., 1999). Der Epi-

larynx, der mit Speise und Getränken in Kontakt kommt, wird durch Alkohol stärker

geschädigt als der Endolarynx (Esteve et al., 1996). Weitere Noxen sind Asbest, organi-

sche und anorganische Lösungsmittel, Nickelverbindungen und Chromate. In Frankreich

konnte eine 4-fach höhere Inzidenz von Larynxkarzinomen gezeigt werden, wenn die

Patienten beruflich Formaldehyd ausgesetzt waren (Laforest et al., 2000). Eine umfang-
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1 Einleitung

reiche Studie zeigte auch in der Türkei für Arbeiter in schadstoffbelasteten Berufen ein

besonders hohes Risiko, an supraglottischen Larynxkarzinomen zu erkranken (Elci et al.,

2001). Ob eine Reduktion des durch Rauch- und Trinkverhalten entstandenen Risikos

durch Verzehr von Gemüse und Früchten, bzw. die Einnahme von Vitaminpräparaten,

erzielt werden kann, ist umstritten (De Stefani et al., 2000; Esteve et al., 1996; Ribo-

li et al., 1996). Insgesamt erhöht eine niedrige sozio-ökonomische Stellung verbunden

mit schlechter Schul-und Berufsausbildung das Risiko (Maier & Tisch, 1997). Dies ist

wahrscheinlich auf eine Parallelität zu beruflicher Schadstoffexposition in schlechter be-

zahlten Berufen und vitaminarmer Kost, Alkohol- und Tabakkonsum zurückzuführen.

Darauf deutet auch das vermehrte Auftreten von Fällen in den ärmeren Ländern Zen-

traleuropas hin (Bray et al., 2000).

Neben den äußeren Einflüssen spielen auch endogene Faktoren eine Rolle. Frauen

erkranken erst in einem höheren Alter. Ihre Erkrankungswahrscheinlichkeit beträgt nur

20% der der Männer. Doch die Anzahl der Patientinnen ist steigend. Ursächlich kann

der zunehmende Zigarettenkonsum der weiblichen Bevölkerung sein. Während männliche

Patienten häufiger an glottischen Larynxkarzinomen erkranken, entwickeln Frauen eher

supraglottische Karzinome. Die Geschlechter unterscheiden sich auch in Komorbidität,

Symptomschwere und TNM-Status bei der Erstdiagnose (Kokoska et al., 1995). Ein

weiterer Hinweis auf die Relevanz der genetischen Suszeptibilität ist die Tatsache, dass

unabhängig vom Geschlecht Afrikaner ein 1,4mal größeres Risiko als Kaukasier haben,

am Larynxkarzinom zu erkranken (Kaanders, 1997).

1.2 Genetische Variabilität und Krebsentstehung

Viele Krebspatienten waren Noxen exponiert, aber nicht alle Exponierten entwickeln

Karzinome. Diese individuellen Unterschiede deuten auf eine Beteiligung des eigenen

Körpers hin, d.h. auf eine unterschiedliche genetische Suszeptibilität. Erbliche Muta-

tionen in speziellen Genen führen zu einem exzessiven Anstieg der Krebsmorbidität in

den betroffenen Familien. Solche Mutationen sind aber nur für einen sehr kleinen Anteil

der Krebserkrankungen verantwortlich. Die meisten Karzinome entstehen ohne direkt

erkennbaren genetischen Zusammenhang. Auch in der gesunden Bevölkerung kommen

Variationen von Genen vor, am häufigsten sind Einzelnukleotidpolymorphismen (Single

Nucleotide Polymorphisms, SNP). Sie führen meist nicht zu einem kompletten Funk-

tionsverlust, können aber eine Funktionsänderung des Proteins bewirken und so das

3



1 Einleitung

individuelle Krebsrisiko modifizieren. An der Krebsentstehung können SNPs in Enzy-

men unterschiedlicher Stoffwechselwege beteiligt sein (Brockmoller et al., 2000; Hiyama

et al., 2008). Darunter fallen Enzyme des Fremdstoffmetabolismus, die Noxen giften

oder entgiften (Wiencke, 2002). Es konnte bereits eine Assoziation zwischen langsamem

Acetyliererstatus (NAT2*5B) und Blasenkrebs bei starken Rauchern und ein Zusam-

menhang zwischen Glutathion-S-Transferase-M1 (GSTM1)-Defizienz bei Nichtrauchern

und Blasenkrebs nachgewiesen werden (Brockmoller et al., 1996).

1.2.1 Chemische Karzinogenese

Die Krebsentstehung selbst ist ein mehrstufiger Prozess, der beim Menschen viele Jahre

bis Jahrzehnte dauern kann. Am Anfang steht die Initiation, unter der man die Um-

wandlung einer normalen Zelle in einen prägmalignen Zustand versteht. Ursache ist eine

Mutation der DNA, ausgelöst durch Schäden, die durch chemische, physikalische oder

biologische Kanzerogene verursacht wurden. Die Initiation ist nicht reversibel, es wird

aber eine unkontrollierte Vermehrung der Zelle durch den Zellverband verhindert. Diese

Regulation geht in der Promotion verloren. Die Zelle beginnt sich klonal zu vermeh-

ren. Es entsteht ein gutartiges Gebilde, beispielsweise ein Polyp. Im weiteren Verlauf

der Krebsentstehung geht auch der gutartige Charakter durch Progression verloren. Der

Differenzierungsgrad der Zelle nimmt ab, es treten invasives Wachstum und Metastasie-

rung auf (Marquardt, 1994).

Initiation, Promotion und Progression können durch chemische Karzinogene bewirkt

werden. Chemische Karzinogene sind exogenen Ursprungs oder entstehen endogen im

Zellstoffwechsel. Tabak ist der zentrale exogene Faktor bei der Entstehung von Karzino-

men der Lunge und des Kopf-Hals-Bereichs. In mindestens elf Organen kann Krebs durch

Rauchen ausgelöst werden. Kein anderes Karzinogen wirkt auf so viele Organsysteme. In

Zigarettenrauch wurden ca. 4000 verschiedene chemische Substanzen nachgewiesen. Zu

ihnen zählen polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe, Nitrosamine und aromati-

sche Amine. Diese Stoffe verursachen an der DNA u.a. Einzel- und Doppelstrangbrüche

und gehen durch Bildung von Addukten Verbindungen mit der DNA ein (DeMarini,

2004).

Verschiedene Enzyme, die bei der Verstoffwechselung von Noxen eine Rolle spie-

len, wurden bereits bezüglich der Häufigkeit genetischer Varianten in Larynxkarzinom-

Patientenkollektiven untersucht. Ein Polymorphismus in Cytochrom P450 1A1 wurde

4
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Abbildung 1.2: DNA-Schäden und Reparatur
Exogene und endogene Noxen wie Strahlung, chemische Substanzen oder Replikations-
fehler führen zu Veränderungen (z.B. Basenfehlpaarung, Thymidindimere, Strangbrüche,
DNA-Addukte) an der DNA. Hauptreparaturmechanismen sind Basenexzisionsreparatur
(BER), Nukleotidexzisionsreparatur (NER), Doppelstrangbruchreparatur (DSBR), beste-
hend aus homologer Rekombination und nichthomologer Endverbindung (HR/NHEJ),
und Mismachtreparatur (MMR) (Hoeijmakers, 2001).
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als von Rauch- und Trinkgewohnheiten unabhängiger Risikofaktor für die Entwicklung

eines Larynxkarzinoms identifiziert (Park et al., 1997; Varzim et al., 2003). Die Expres-

sion von Cytochrom P450 2C9 und Cytochrom P450 2C10 unterliegt interindividuellen

Variationen um den Faktor 10. Sie aktivieren den polyzyclischen aromatischen Koh-

lenwasserstoff Benzo(a)pyren zu 9-Hydroxy BP, welches Addukte mit der DNA bildet.

Diese sind in Geweben von Rauchern signifikant erhöht (Badawi et al., 1996). GST

(Glutathion-S-Transferase) und UGT 1A7 (UDP-Glucuronyltransferase) entgiften u.a.

einige Schadstoffe des Zigarettenrauches. Untersuchungen haben gezeigt, dass orolaryn-

geale Karzinome 3,7mal häufiger bei Patienten auftreten, die eine weniger aktive Variante

des Enzyms UGT 1A7 tragen (Zheng et al., 2001). Auch bei Koreanern, die defizienz-

codierende GSTM1- und T1-Varianten tragen, konnte eine signifikante Erhöhung des

Risikos, an einem Larynxkarzinom zu erkranken, festgestellt werden (Hong et al., 2000).

Das Enzym NAT2 (Arylamin-N-Acetyltransferase) entgiftet aromatische Amine. Hen-

ning et al. konnten zeigen, dass der NAT2*4/*4-Haplotyp mit einem signifikant erhöhten

Risiko für Larynxkarzinome behaftet ist (Henning et al., 1999).

Zur Beseitigung von DNA-Schäden stehen der Zelle mehrere Reparatursysteme zur

Verfügung. Die wichtigsten Reaktionswege sind: 1.) Nucleotid-Exzisionsreparatur (NER),

2.) Basen-Exzisions-Reparatur (BER), 3.) Doppelstrangbruch-Reparatur (DSBR) und

4.) Mismatch-Repair (MMR) (Hoeijmakers 2001) (Abbildung 1.2). Zur DSBR gehören

die homologe Rekombination (HR) und nicht-homologe Endverbindung (NHEJ). Wer-

den Schäden nicht repariert, können Zellzyklusunterbrechungen mit Transkriptions- und

Replikationsstop, Apoptose oder Krebsentstehung durch Mutationen die Folge sein. Da

die DNA-Reparatur Schäden, die an der DNA entstanden sind, rückgängig machen kann,

bevor es zur Initiation kommt, stehen Polymorphismen von DNA-Reparaturenzymen mit

negativer Auswirkung auf die Enzymaktivität unter dem Verdacht, die Krebsentstehung

zu begünstigen (Kiyohara et al., 2006).

1.3 Basen-Exzisionsreparatur

Die Basen-Exzisionsreparatur (BER) repariert Schäden an der DNA, die spontan oder

durch den Angriff reaktiver chemischer Verbindungen (Superoxide und andere freie Ra-

dikale) entstehen (Henning et al., 1999). DNA-Schäden können Basenveränderungen,

Strangbrüche und Basenlücken sein, die Transkription und Replikation behindern oder

Mutationen erzeugen. Der Ablauf wird schematisch in Abbildung 1.3 gezeigt. Die BER

6



1 Einleitung

entfernt hauptsächlich endogen erzeugte Schäden und ist ein essentieller Mechanismus

der Zelle (Tudek, 2007). Offenbar ist ein Ausfall der BER ist für den Organismus letal, da

es im Gegensatz zu anderen DNA-Reparaturmechanismen keine bekannten genetischen

Syndrome gibt, die auf Störungen der BER beruhen (Hakem, 2008).

1.3.1 XRCC1 - X-ray repair cross-complementing gene 1

Im Zuge der BER entstehen Strangbrüche und abasische Stellen (AP), die ihrerseits

hochtoxische Läsionen sind. Um diese suffizient zu korrigieren, muss der gesamte Vorgang

koordiniert ablaufen (Scharer, 2003). Die zentrale Rolle in dieser Koordination wird

XRCC1 zugeschrieben (Marsin et al., 2003).

1982 wurde von Thompson eine Zelllinie aus Ovarien chinesischer Hamster kultiviert

(CHO EM9), die eine um ein Vielfaches erhöhte Sensitivität gegenüber alkylierenden

Agentien (z.B. Ethylmethansulfonat = EMS) und Röntgenstrahlen zeigte (Thompson

et al., 1982). Phänotypisch zeichneten sich diese Varianten dadurch aus, dass es nach

Exposition mit alkylierenden Agentien zu einer größeren Anzahl von Chromosomen-

Aberrationen kam, bedingt durch eine verzögerte Reparation von Einzelstrangbrüchen

(SSBR). Dies führte zu einem früheren Zelltod (Carrano et al., 1986). Außerdem fand

man bei CHO EM9-Zellen eine größere Anzahl von Schwesterchromatid-Austauschen

(SCE) als in ursprünglichen Hamsterovarienzellen sowie eine verminderte Effizienz der

Homologen Rekombination (HR) (Hoy et al., 1987). 1990 gelang das Klonen eines Gens,

das als cDNA in die Zellen eingebracht die Defekte fast vollständig normalisierte (Cal-

decott et al., 1992; Thompson et al., 1990). Dieses Gen wurde X-ray repair cross-

complementing gene 1 (XRCC1) genannt. XRCC1 ist das zentrale Protein der Repa-

ratur von DNA-Einzelstrangbrüchen (Thompson & West, 2000). Zusammen mit Lig3

verschließt XRCC1 am Ende der BER den Bruch im Phosphatgerüst. Es beeinflusst in

vitro die Länge des ersetzten Stückes. Zusammen mit Polβ scheint es die defekte DNA-

Stelle zu umschließen und so einen Schutz vor dem zellulären Millieu zu schaffen. Jedoch

besitzt es keine bekannte eigene Enzymaktivität. Stattdessen stimuliert oder inhibiert

es durch Protein-Protein-Wechselwirkungen die Aktivität der anderen Enzyme (Dant-

zer et al., 2000; Lavrik et al., 2001; Prasad et al., 2001). Die Aufgabe von XRCC1 ist

vergleichbar mit der eines Baugerüsts, indem es die anderen Komponenten des Repara-

turvorgangs heranzieht und moduliert. Es ist in der Lage, verschiedene Faktoren (Lig3,

7
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Abbildung 1.3: Basenexzisionsreparatur
DNA-Glycosylasen erkennen und exzidieren Fehler unter Erhalt des Phosphatgerüstes. Es bleibt
eine Lücke (AP = abasische Stelle). AP-Endonukleasen (zB. APE 1) schneiden in 5′-Richtung
und interagieren mit XRCC1 und Polβ (DNA-Polymeraseβ), die das Phosphatgerüst der AP-
Stelle schneidet und die Polymerisation durch den Polβ/FEN1-Komplex (Short-Patch-Repair-
Pfad) und die Ligation durch einen Komplex aus Lig3 und XRCC1 ermöglicht. Im Long-Pach-
Repair-Pfad werden 5-7 Basenpaare entfernt. Die Polymerisation erfolgt über den Polδ/PCNA-
Komplex. Abschließend Ligation der Enden (Lig1) (Goode et al., 2002).
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XRCC1 : Gen- und Proteinstruktur

Varianten

N C

Interaktionen

Aminosäuren

1 100 200 300 400 500 600

Exonstruktur

1

BCRCT2

Arg194Trp Arg280His Arg399Gln

POL ! LIG 3

NTD NLS BRCT1

PARP

633

2 3 4 5 7 8 9 10 11 126 13 14 15 16 17

Abbildung 1.4: XRCC1 Gen- und Proteinstruktur
Das XRCC1-Gen (33052bp) enthält 17 Exons (1899nt), die das Protein kodieren (633 Ami-
nosäuren, 69,5kDa). Interaktionspartner sind u.a. Polß, PARP und Lig3. Bindungsstellen sind
u.a. NTD (N-teminal domaine, AS 1-183), BRCT-I- (AS 317-403) und BRCT-II-Domänen
(AS 540-529). Pfeile zeigen die Lokalisation der Varianten (Goode et al., 2002).

PARP-1, PARP-2, Polβ, PNKP) zu stabilisieren und die Geschwindigkeit des Prozesses

zu erhöhen (Vidal et al., 2001).

Das menschliche XRCC1-Gen wurde 1989 in der Nachbarschaft anderer DNA-Repa-

raturenzym-Gene (u.a. ERCC1 und ERCC2 = XPD) auf dem q-Arm des Chromosom 19

(19q13.2) lokalisiert (Mohrenweiser et al., 1989). Man konnte zeigen, dass bei der oben

erwähnten Zellinie (CHO-EM9) eine Rastermutation zum vollständigen Funktionsverlust

des Proteins XRCC1 geführt hatte (Shen et al., 1998a). Bei Mäusen bewirkt der Ver-

lust des XRCC1-Gens embryonalen Zelltod (Tebbs et al., 1999). XRCC1 wurde bislang

bei Säugetieren, aber auch bei Drosophila melanogaster und der Pflanze Arabidopsis

thaliana (Ackerschmalwand) gefunden. Beim Vergleich der Gene zeigte sich in vielen

Regionen eine große Einheitlichkeit, dies spricht für die evolutionäre Bedeutung von

XRCC1 (Lamerdin et al., 1995). Abbildung 1.4 zeigt schematisch die Gen- und Prote-

instruktur von XRCC1. Der insgesamt 33052 Basenpaare umfassende Bereich des Gens

enthält 17 Exons (1899nt). Sie kodieren für das 633 Aminosäuren lange und 69,5 kDa

schwere Protein XRCC1.
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Inzwischen ist es gelungen, in diesem Protein verschiedene Domänen zu identifizieren,

die dem XRCC1-Protein Interaktionen mit anderen Proteinen ermöglichen. Marinchev

et al. (1999) haben die Proteinstruktur am Aminoterminus mittels Kernspinresonanz

dargestellt. Die Bindungsstelle für DNA-Einzelstrangbrüche und Polβ findet sich zwi-

schen AS 1 und 183 (N-teminal domaine = NTD) (Marintchev et al., 1999). Weitere

Regionen, denen das Interesse der Forschung gilt, sind die BRCT-I- (AS 317-403) und

BRCT-II-Domänen (AS 540-529). Im BRCT-I-Bereich interagiert XRCC1 mit PARP 1

und PARP 2. PARP ist ein Zinkfinger-enthaltendes Enzym, das DNA-Strangbrüche iden-

tifiziert und ebenfalls in den Vorgang der BER involviert ist. Im BRTC-II Bereich liegt

die Bindungsstelle mit DNA-Polymerase-3-beta (Pol3β). Die Interaktion von XRCC1

mit der Polynukleotidkinase (PNK) findet über die Linker-II-Region statt und dient der

Einzelstrangbruch-Reparatur. Eine NLS-Sequenz (nuclear localisation signal) liegt zwi-

schen diesen in AS 239-266. Sie stellt sicher, dass das Protein nach der Translation in

den Zellkern kommt.

Mehrere SNPs dieses Genes sind bekannt, von denen sich viele in Exons befinden

(Mohrenweiser et al., 2002) (siehe auch Tabelle 1.1). Die häufigsten dieser Varianten

sind in Tabelle 1.2 aufgezeigt.

In Exon 6 des Gens findet sich im Kodon 194 eine Basen-Transition von C nach

T. Diese hat eine Veränderung der Aminosäure von Argininin nach Trypthophan zur

Folge. In Exon 9 gibt es im Kodon 280 die Transition von G nach A, die ihrerseits eine

Veränderung von Arginin nach Histidin bewirkt. Auch in Exon 10 im Kodon 399 wird

Arginin ersetzt, diesmal durch Glutamin, aufgrund einer Transition von G nach A.

Wie in der Literatur üblich werden im Folgenden die Polymorphismen nach dem je-

weiligen Aminosäureaustausch benannt.

Ein Einfluss dieser Varianten auf die Krebsentstehung ist wahrscheinlich, da es sich um

nicht konservative Aminosäure-Austausche handelt (non-synonymus SNP), die Variante

also andere physikalisch-chemische Eigenschaften als der Wildtyp besitzt. Sie könnten

über eine Veränderung der Proteinstruktur zu einer gestörten Interaktion mit den o.g.

Enzymen führen und so die Effizienz der DNA-Reparatur in BER und SSBR verändern.

Die SNPs der Kodons 194 und 280 liegen im Bereich der Linker-I-Domäne, die zwi-

schen den Interaktionsstellen von XRCC1 mit Polβ und PARP liegt. Der Aminosäure-

austausch an Position 399 liegt im Bereich der BRCT-I-Domäne und somit in der evo-

lutionär bewahrten Interaktionsstelle mit PARP.

10
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Exon Kodon Wildtyp Variante Allelfrequenz cDNA Sequenz 3′ ==> 5′

3 72 Val Ala < 0,1 GCTGG(T/C)GGATC
5 161 Pro Leu < 0,01 GGCCC(C/T)GTCCC
5 173 Phe Leu < 0,01 CAGTT(C/G)CGTGT
6 194 Arg Trp 0,06 - 0,25 TCAGC(C/T)GGATC
9 280 Arg His < 0,1 AACTC(G/A)TACCC
9 309 Pro Ser < 0,1 GACGA(C/T)CCCGA
10 399 Arg Gln 0,3 - 0,4 CTCCC(G/A)ACGAA
15 560 Arg Trp < 0,05 AGCGG(C/T)GGAAA
16 576 Tyr Ser < 0,05 GGACT(A/C)TATGA

Tabelle 1.1: Varianten des XRCC1-Gens

XRCC1-Polymorphismus: Position und Basentausch, Gen-ID: 7515, MIM: 194360

Arg 194 Trp C ==> T (Transition in Exon 6, rs1799782)
Arg 280 His G ==> A (Transition in Exon 9, rs25489)
Arg 399 Gln G ==> A (Transition in Exon 10, rs25487)

Tabelle 1.2: Häufige Polymorphismen von XRCC1

Experimentell erzeugte Aminosäueaustausche in der BRCT-I-Region von XRCC1 ha-

ben die Effizienz der Einzelstrangbruch-Reparatur deutlich verschlechtert (Taylor et al.,

2002).

194Trp und 280His kommen in der kaukasischen Bevölkerung selten (<10%), 399Gln

dagegen häufig vor (30-40%). Untersuchungen an asiatischen und afikanischen Kollek-

tiven weisen auf deutliche ethnische Unterschiede in der Häufigkeit der SNPs hin (Ma-

thonnet et al., 2003). Bei amerikanischen Einwanderern aus dem südchinesischen Volk

der Hmong kommt der 194Trp-Polymorphismus z.B. mit 37% wesentlich häufiger vor als

bei Kaukasiern (Kiffmeyer et al., 2004).

In phänotypischen Studien konnte ein Einfluss auf die DNA Reparaturkapazität (DRC)

gezeigt werden. Diese Untersuchungen zeigen, dass 399Gln, besonders, wenn es homozy-

got vorliegt, die DRC verschlechtert. So haben Träger eines 399Gln-Allels eher messbare

Mengen von DNA-Addukten (Lunn et al., 1999; Matullo et al., 2001b), weisen unter

Schadstoffbelastung mehr Chromosomenbrüche und SCEs auf (Abdel-Rahman & El-

Zein, 2000; Duell et al., 2000; Wang et al., 2003), haben mehr p53-Mutationen (Hsieh

11
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et al., 2003; Li et al., 2003) und eine Hypersensitivität gegenüber ionisierender Strahlung

(Hu et al., 2001).

Eine Verbesserung der DRC wurde hingegen für 194Trp und 280His beschrieben (Tu-

imala et al., 2004). Die Variante 194Trp führte zum Beispiel bei In-vitro-Experimenten

unter Schadstoffexposition zu signifikant weniger Chromosomenbrüchen (Wang et al.,

2003).

Es wurde bereits mehrfach ein möglicher Zusammenhang zwischen den Varianten des

XRCC1-Gens und der Wahrscheinlichkeit, an Zigarettenrauch-induziertem Krebs zu er-

kranken, diskutiert. Die inkoherenten Ergebnisse klinischer Studien widersprechen den

klaren Zusammenhängen, die bei In-vitro-Studien gefunden wurden (Goode et al., 2002).

399Gln scheint für leichte Raucher ein Risikofaktor für Lungenkrebs zu sein, für starke

Raucher wurden aber eher protektive Eigenschaften beobachtet. Andere Studien konnten

keine Assoziation zwischen XRCC1-Polymorphismen und Krebserkrankungen feststellen

(Butkiewicz et al., 2001; Cho et al., 2003; Rybicki et al., 2004; Shu et al., 2003; Varzim

et al., 2003).

In einer Fall-Kontroll-Studie von Sturgis an Patienten mit Plattenepithelkarzinomen

im Kopf-Hals-Bereich (SCCHN) wurde für homozygote Träger der Variante 194Trp ein

geringeres und für 399Gln ein erhöhtes Risiko für das Entwickeln eines Karzinoms beob-

achtet. Eine Kombination der Genotypen 194Trp und 399Arg zeigte aber ein erhöhtes Ri-

siko (Sturgis et al., 1999). Eine andere Studie zeigte den gegenteiligen Effekt. Hier wurde

die 194Trp-Variante als Risikofaktor, 399Gln hingegen als protektiver Faktor beschrieben

(Olshan et al., 2002), was im Widerspruch zu den Funktionsassays steht. Gleiches gilt

für das Ergebnis von Lee et al., die bei Alkohol-Konsumenten für die homozygoten Wild-

typ 399Arg/Arg ein signifikant erhöhtes Risiko fanden, an einem Ösophaguskarzinom zu

erkranken (Lee et al., 2001).

Die bisher in epidemiologischen Studien erhobenen Ergebnisse fallen also unterschied-

lich aus. Insgesamt wurde aber die 399Gln-Variante häufiger als Risikofaktor und die

194Trp-Variante häufiger als protektiv beschrieben, was den In-vitro-Beobachtungen

entspricht. Die 280His-Variante wurde selten untersucht; hier fanden sich Hinweise auf

eine ungünstige Beeinflussung des Lungen- und Brustkrebsrisikos (Moullan et al., 2003;

Ratnasinghe et al., 2001).

12
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1.4 Nucleotid-Exzisionsreparatur

Die Nucleotid-Exzisionsreparatur (NER) dient der Entfernung von Schäden an der DNA,

die durch exogene Agentien entstanden sind. Sie erkennt und repariert unterschiedliche,

z.B. durch durch Zytostatika oder Zigarettenrauch verursachte Schäden an der DNA

(Hoeijmakers, 2001). Es werden zwei Wege unterschieden: ein schneller, transkriptions-

abhängiger (TCR) und ein langsamer, transkriptionsunabhängiger (Global Genome Re-

pair - GGR). TCR findet in Regionen des Genoms statt, die oft transkribiert werden

und ist von erheblich größerer Bedeutung (Balajee & Bohr, 2000). Abbildung 1.5 zeigt

schematisch den Ablauf der NER.

1.4.1 XPD - Xeroderma pigmentosum Group D

Xeroderma pigmentosum Group D (XPD), wird auch ERCC2 (Excision repair cross com-

plementing 2) genannt. Das Enzym ist mit seiner ATP-abhängigen 5′−3′−Helikaseaktivität

an der Transkription und an der NER beteiligt. Außerdem spielt es eine Rolle bei der

Apoptose-Aktivierung durch die Interaktion zwischen p53 und TFIIH und trägt dadurch

zur Entfernung kranker Zellen bei (Wang et al., 1996). Mutationen im XPD-Gen können

DNA-Reparatur- und Transkriptionsdefekte begünstigen. Die entstehenden Krankheits-

bilder Xeroderma pigmentosum, Cockayne-Syndrom und Trichothiodystrophie gehen

mit geistiger Retardierung, Skelettanormalien und unreifer sexueller Entwicklung ein-

her. Bei Patienten mit Xeroderma pigmentosum liegt ein hohes Hautkrebsrisiko vor,

das auf einer erniedrigten DNA-Reparaturkapazität beruht (Coin et al., 1999; Kraemer

et al., 1994).

XPD ist Teil von TFIIH, einem aus neun Untereinheiten bestehenden Komplex, der

an NER, Transkription und Zellzykluskontrolle beteiligt ist (Coin et al., 1998; Keriel

et al., 2002). Es interagiert mit über 18 Reparaturenzymen und Transkriptionsfaktoren.

Für die Interaktionen sind zwei Domänen verantwortlich: DEXDc (AS 8-280) und HE-

LIC (AS 542-686). Das XPD-Gen umfasst insgesamt 54300 Basenpaare, besteht aus 23

Exons (2400nt) und ist wie XRCC1 und ERCC1 auf dem q-Arm von Chromosom 19

lokalisiert (19q13.3). Es codiert für das 760 Aminosäuren lange und 86,9 kDa schwere

Protein XPD, wie in Abbildung 1.6 veranschaulicht (Benhamou & Sarasin, 2002). Fast

100 Mutationen wurden in diesem Gen lokalisiert. Die meisten davon sind Punktmu-

tationen, was nahelegt, dass die volle Länge des Proteins für die Funktion gebraucht

wird (Itin et al., 2001). Viele dieser Mutationen sind am C-Terminus des Proteins loka-
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TCR-Transcription Coupled Repair

XPA

TFIIH RPA

RNA-Pol 

GER-Global Genome Repair

NER - Nucleotid-Exzisionsreparatur
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Abbildung 1.5: Nukleotid-Exzisionsreparatur
Bei der Global Genome Repair (GGR) erkennen XPC und hHR23B den Schaden. In der Tran-
scription Coupled Repair (TCR) wird der Schaden während der Transkription durch Blocka-
de der DNA-Polymerase erkannt. CSB und CSA entfernen die RNA-Polymerase. XPB und
XPD (Untereinheiten von TFIIH) denaturieren den DNA-Doppelstrang lokal mittels DNA-
Helikase-Aktivität. RPA bindet an den intakten Einzelstrang und stabilisiert, während XPA an
die einzelne geschädigte Base bindet. XPG schneidet den geschädigten Strang in 3′-Richtung,
ERCC1-XPF schneidet ca. 27-30 Basenpaare entfernt in 5′-Richtung. DNA-Polymerasen und
PCNA, RPA und RFC schließen die Lücke. DNA-Ligase I verschließt die Enden kovalent
(Friedberg, 2001).
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lisiert, der Domäne zur Interaktion mit p44 (Coin et al., 1998). Die sechs in kodierenden

Regionen gelegenen Polymorphismen, die einen Aminosäureaustausch bewirken, zeigt

Tabelle 1.3. In Exon 8 liegt im Kodon 199 eine Transversion von C nach G vor, die

einen Aminosäureaustausch von Isoleucin nach Methionin bewirkt. Der Basenaustausch

von G nach A im Kodon 312 entfernt die saure Aminosäure Asparaginsäure und liegt in

einer bei Wirbeltieren (Mensch, Hamster, Maus, Fisch) evolutionär bewahrten Region

des Proteins (Butkiewicz et al., 2001).

XPD/ERCC 2: Gen- und Proteinstruktur

Varianten

N C

Interaktionen

Aminosäuren

1 760100 200 300 400 500 600

Exonstruktur

 1    2     3     4     5       6         7         8        9       10      11        12       13    14   15   16 17       18          19    20    21         22        23  

VI

Ile199Met Asp312Asn Lys751Gln

ATP-binding P 44

I Ia II III IV V

700

DEXDc 8-280 Helic 542-686

Mg+- binding

Abbildung 1.6: XPD Gen- und Proteinstruktur
Das XPD Gen (54300bp) enthält 23 Exons (2400nt) die das Protein (760 Aminosäuren,
86,9kDa) kodieren. Die Domänen DEXDc (AS 8-280) und HELIC (AS 542-686) dienen der
Interaktion mit anderen Proteinen. Dargestellt sind außerdem die 7 Helikase-Untereinheiten
(I-VI) und die Lokalisation der Varianten (Benhamou & Sarasin, 2002).

In Kodon 751 liegt ein Basenaustausch von G nach A vor, dieser verändert die elek-

trischen Eigenschaften der Aminosäure durch Tausch von Lysin gegen Gycin. Dieser

Aminosäureaustausch liegt an einer wichtigen Stelle, nämlich der Interaktionsdomäne

zwischen XPD-Protein und seinem Helikaseaktivator p44-Protein innerhalb des TFIIH-

Komplexes (Coin et al., 1998). Theoretisch sollte er also für die XPD-Aktivität wichtig

sein, auch wenn er keiner ausgeprägten evolutionären Bewahrung unterliegt (Clarkson

& Wood, 2005).
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Exon Kodon Wildtyp Variante Allelfrequenz cDNA Sequenz 3′ ==> 5′

8 199 Ile Met 0,01 TCAAT(C/G)CTGCA
8 201 His Tyr 0,01 TCCTG(C/T)ATGCC
10 312 Asp Asn 0,40 TGCCC(G/A)ACGAA
20 616 Arg Pro 0,01 CGGGC(G/C)GGCCG
23 751 Lys Gln 0,32 CGCTG(A/C)AGAGG

Tabelle 1.3: Varianten des XPD-Gens

Tabelle 1.4 zeigt mit 199Met, 312Asn und 751Gln diejenigen Polymorphismen von

XPD, die aufgrund ihrer Häufigkeit und ihrer Lokalisation am ehesten Einfluss auf die

Krebsentstehung nehmen können. Sowohl 312Asn als auch 751Gln sind in der kaukasi-

schen Bevölkerung mit 35-40% häufig. Der Polymorphismus im Kodon 199Met kommt

mit einer Allelhäufigkeit < 4% seltener vor (Mohrenweiser et al., 2002).

XPD-Polymorphismus: Position und Basentausch, Gen-ID: 2068, MIM: 126340

Ile 199 Met C ==> G (Transversion in Exon 8, rs1799791)
Asp 312 Asn G ==> A (Transition in Exon 10, rs1799793)
Lys 751 Gln A ==> C (Transversion in Exon 23, rs13181)

Tabelle 1.4: Häufige Polymorphismen von XPD

In biologischen Funktionstests war der homozygote XPD 751Lys Wildtyp mit einer

verminderten DNA-Reparaturkapazität von Röntgenstrahlen induzierten DNA-Schäden

verknüpft (Lunn et al., 2000). Eine Assoziation zwischen diesem Allel und einer größeren

Zahl von UVC-induzierten DNA-Strangbrüchen konnte auch an Lymphozyten von Pso-

riasispatienten unter Anwendung des Comet-Assays festgestellt werden (Moller et al.,

2000). Dieser Test misst die initiale Rate von NER-Einschnitten in Läsionen, beweist

aber nicht deren fehlerfreie Reparatur. Beide Studien wurden an kleinen Kollektiven

durchgeführt, was ihre Aussagekraft einschränkt. An größeren Kollektiven fanden ande-

re Studien den gegenteiligen Effekt. Hier hatte der Wildtyp 751Lys verglichen mit der

selteneren Variante 751Gln eine bessere DRC. Die unterschiedlichen Ergebnisse könnten

auf der unterschiedlichen methodischen Herangehensweise beruhen. Im Host Cell Reakti-

vation Assay (HCR) wurden BPDE-behandelte (Spitz et al., 2001) oder UV-behandelten
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Plasmide benutzt, um Schäden an der DNA zu erzeugen und deren Reparatur zu mes-

sen (Qiao et al., 2002). Eine schlechtere Funktion der Variante gegenüber dem Wildtyp

wurde von Matullo et al. beobachtet, die in peripheren Lymphozyten von Nichtrauchern

mit homozygoten 751Gln Wildtyp höhere Adduktlevel fanden (Matullo et al., 2001a).

Bei Kombination der Allele wurde die beste DRC in Zellen mit beiden Wildtypen, die

schlechteste in Zellen mit mindestens zwei Varianten beobachtet (Spitz et al., 2001).

Grundsätzlich können phänotypische Tests die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von

Krebserkrankungen vorhersagen (Berwick & Vineis, 2000).

Bislang wurden epidemiologische Studien durchgeführt, die in erster Linie Zusam-

menhänge zwischen XPD und Haut- und Krebserkrankungen zum Thema hatten. Der

Hauptfokus lag dabei auf dem Lungenkarzinom. Die Ergebnisse fielen heterogen aus. Die

312Asn Variante zeigte in einer Studie an 96 Lungenkrebs-Patienten einen protektiven

Effekt, wenn sie mit dem Wildtyp verglichen wurde (Butkiewicz et al., 2001). In einer an-

deren, größeren Studie war es mit einem höheren Karzinomrisiko behaftet (Zhou et al.,

2002). An einem chinesischen Kollektiv konnte die Risikoerhöhung bestätigt werden,

wobei für die Subgruppe der Plattenepithelkarzinome ein besonders hohes Risiko vorlag

(Liang et al., 2003). In weiteren Studien unterschied sich die Verteilung der Genotypen

zwischen Fällen und Kontrollen nicht (Spitz et al., 2001).

Betrachtet man den 751Gln-Polymorphismus, so führte die homozygote Variante bei

Chinesen zu einem erhöhten Risiko, an einem Lungenkarzinom zu erkranken (Liang et al.,

2003). Andere Arbeitsgruppen konnten bezüglich dieses SNPs keine Effekte nachweisen

(David-Beabes et al., 2001). Dieser Widerspruch zeigte sich auch für Plattenepithelkar-

zinome im Kopf-Hals-Bereich. In einer Arbeit war die Variante XPD 751Gln mit einem

höheren Risiko für SCCHN (Suqamosus cell carcinoma of the head and neck = Platte-

nepithelkarzinome des Kopf-Halsbereiches) (Sturgis et al., 2000) assoziiert. Zwei Jahre

später fanden ebenfalls Sturgis et al. für Träger des Wildtyps ein grenzwertig erhöhtes

Risiko, an einem Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereiches zu erkranken (Sturgis

et al., 2002). Es konnte gezeigt werden, dass Individuen, die zwei oder mehr variante Al-

lele tragen, ein höheres Risiko für Lungenkrebs (Spitz et al., 2001) und SCCHN (Sturgis

et al., 2002) haben.
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1.5 Wissenschaftliche Zielsetzung

Unterschiede in der Kapazität von DNA-Reparaturenzymen der Nucleotid- oder Ba-

senexzisionsreparatur sind Ursachen für die individuelle Reaktion auf mutagene Noxen.

Genetische Polymorphismen der DNA-Reparaturenzyme können zu einer veränderten

DNA-Reparaturkapazität führen. In der vorliegenden Arbeit werden genetische Poly-

morphismen der DNA-Reparaturenzyme XRCC1 und XPD untersucht. Alle in dieser

Studie untersuchten Basenaustausche in den Kodons 194, 280 und 399 von XRCC1

und 199, 312 und 751 von XPD resultieren in einem Aminosäureaustausch im Protein.

Diese Amniosäureaustausche liegen in strukturell wichtigen und teils evolutionär be-

wahrten Regionen des Proteins, so dass eine Einflußnahme auf die Funktion nahe liegt.

Phänotypische Studien haben für einige der untersuchten Varianten einen Einfluß auf

die DNA-Reparaturkapazität gezeigt. Mit der vorliegenden Untersuchung soll überprüft

werden, ob diese Polymorphismen einen Einfluss auf das Erkrankungsrisiko für ein La-

rynxkarzinom nehmen.
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2 Material und Methoden

2.1 Ein-/Ausschlusskriterien und Einteilung der Kollektive

In der vorliegenden krankenhausbasierten Fall-Kontroll-Studie wurde DNA von 295 La-

rynxkarzinompatienten untersucht, die zwischen Februar 1995 und Juli 2001 Patienten

der HNO-Poliklinik der Charité-Universitätsmedizin Berlin, Campus Mitte und Campus

Virchow-Klinikum waren. Als Kontrollen dienten 350 Patienten, die während desselben

Zeitraumes aufgrund nichtmaligner Erkrankungen in der Charité behandelt wurden.

Diese Proben sind für eine Arbeit über die Assoziation zwischen Polymorphismen der

schadstoffmetabolisienden Enzyme NAT I und NAT II und dem Risiko, an einem La-

rynxkarzinom zu erkranken, zusammengestellt worden (Henning et al., 1999). Den Stu-

dienteilnehmern wurden 10 ml Blut abgenommen, das der Extraktion von Leukozyten-

DNA und den nachfolgenden Genotypisierungen diente.

Um die Einheitlichkeit des Fall-Kollektivs zu erhöhen, wurden nur Patienten in die

Studie eingeschlossen, die älter als 18 Jahre und deutscher Abstammung waren, bei

denen die Diagnose eines Plattenepithelkarzinoms des Larynx (supraglottisch, glottisch

oder subglottisch) histologisch gesichert war und deren Diagnosestellung höchstens fünf

Jahre zurücklag. Die Studie wurde von der Ethikkommission der Charité genehmigt.

Anhand eines standardisierten Fragebogens wurde bei den Larynxkarzinompatienten

Angaben zu Alter, Geschlecht, Berufstätigkeiten und Schadstoffbelastungen, Rauchge-

wohnheiten, Alkoholkonsum, Familienanamnese von Tumorerkrankungen sowie Klassifi-

kation des Tumors erhoben. Der Zigarettenkonsum wurde in Packungsjahren angegeben

(1 PJ = täglicher Konsum von 20 Zigaretten über ein Jahr). Nur, wer noch nie in seinem

Leben geraucht hatte, wurde als Nichtraucher eingestuft. Unter die Kategorie ”Leichte

Raucher” fielen Patienten mit 1-25 PJ, ”Mittelstarke Raucher” mit 25-50 PJ, ”Starke

Raucher” mit mehr als 50 PJ. Die Patienten wurden bezüglich ihrer Trinkgewohnheiten

in 4 Kategorien eingeteilt: Nichttrinker (Gruppe 0), gelegentlich Alkohol Konsumierende

(Gruppe 1), mäßiger Alkoholgenuss (Gruppe 2), täglich starker Alkoholkonsum (Grup-

pe 3). Aufgrund der subjektiven Einschätzung der Patienten und aus Ermangelung an
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objektivierbaren Anhaltspunkten war eine genauere Quantifizierung (z.B. in Gramm

Alkohol/Tag) nicht möglich.

Durch zahlreiche frühere epidemiologische Studien ist bekannt, dass es für Berufe mit

Schadstoffexposition ein gesteigertes Risiko gibt, an einem Larynxkarzinom zu erkran-

ken. Eine höhere Inzidenz wurde bei Arbeitern in der Chemie-, Glas, Porzellan- und

Quarzindustrie und Land- und Forstwirtschaft sowie bei Schlossern, Werkzeugmachern,

Maurern, Tischlern, Maschinisten, Druckern, Kraftfahrern, Hütten- und Gießarbeitern

und bei Angestellten des Hotel- und Gaststättenwesens beobachtet (Maier & Tisch,

1997). Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die Patienten in der vorliegenden Studie nach

ihren Berufen in Gruppen mit und ohne Schadstoffexposition eingeteilt. Bei allen Kon-

trollpatienten lagen Daten zu Alter, Geschlecht und Tabakkonsum (PJ) vor, Angaben

zu Risikoberufen und Schadstoffexposition wurden nicht erhoben. Angaben zu Trinkge-

wohnheiten konnten nur von etwa der Hälfte der Kontrollen erhoben werden.

Anhand der histologischen Befunde und anhand der TNM-Klassifikation wurde die

Tumoreinteilung nach WHO-Kriterien und die Stadieneinteilung nach UICC vorgenom-

men (siehe Tabelle 2.1 und 2.2). Neben Lokalisation wurden auch Größe, Ausbreitungs-

grad, Lymphknotenstatus und Metastasierung in die Datensammlung aufgenommen. Die

Lokalisation des Tumors wurde anhand der anatomischen Gegebenheiten als supraglot-

tisch, subglottisch und glottisch bezeichnet. Die Bezeichnungen folgen der Definition von

Jahnke (1995).

Für die Fernmetastasierung galt: M0 - keine Fernmetastasen, M1 - Fernmetastasen

vorhanden, MX - Fernmetastasen nicht bestimmbar. Für die Lymphknotenbeteiligung

galten die N-Kategorien. N0 - Keine regionalen Lymphknotenmetastasen. N1 - Metastase

in solitärem ipsilateralem Lymphknoten <3 cm. N2a - Metastase in solitärem ipsilatera-

lem Lymphknoten >3 und <6 cm. N2b - Multiple ipsilaterale Lymphknotenmetastasen.

N2c - Bilaterale oder kontralaterale Lymphknotenmetastasen. N3 - Lymphknotenmeta-

stasen >6 cm.

UICC-Stadium 0 I II III IV

T-Kategorie Tis T1 T2 T3 T1-3 T4 T1-4 T1-4
N-Kategorie N0 N0 N0 N0 N1 - N2-3 N1-3
M-Kategorie M0 M0 M0 M0 M0 - M0 M1

Tabelle 2.1: UICC-Stadieneinteilung des Larynxkarzinoms
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2.2 DNA-Analyse

2.2.1 DNA-Extraktion

Die für die Genotypisierungen benötigte DNA wurde aus Vollblut gewonnen. Dabei

wurden die vor dem Jahr 2000 gesammelten Proben nach der Methode von Sambrook

et al. (1989) extrahiert. Die später gesammelten Proben, bzw. diejenigen, bei denen eine

Nachextraktion erforderlich wurde, wurden mit dem Magna-Pure LC-System der Fir-

ma Roche/Mannheim extrahiert, einem vollautomatischen System zur DNA-Gewinnung

aus Vollblut. Alle DNA-Proben wiesen eine DNA-Konzentration von 30 nl/µl auf. Die

Proben wurden bis zur späteren Analyse bei 4 ◦C gelagert.

2.2.2 Genotypisierung

Die Identifikation der Polymorphismen gelang mit Hilfe der Amplifikation durch die

Polymerase-Kettenreaktion (PCR), durch Resriktionsfragmentlängen-Polymorphismen-

Analyse (RFLP) und Auftrennung der Fragmente mit Agarose-Gelelektrophorese.

Bei der Amplifikation der jeweiligen DNA-Fragmente wurden klassische Polymerase-

Kettenreaktionen angewandt. Die PCR (polymerase chain reaction) ist eine Methode

zur exponentiellen Amplifikation genetischen Materials. Theoretisch reicht ein Molekül

der Ursprungs-DNA aus. Voraussetzung hierfür ist die Anwendung einer hitzestabi-

len DNA-Polymerase, die aus hitzeadaptierten Bakterien (Thermophilus aquaticus =

Taq-Polymerase) isoliert werden kann. Wie im Organismus bei der DNA-Reduplikation

benötigt dieses Enzym auch in vitro Oligonucleotidsequenzen als Startpunkte, die mit der

Einzelstrang-DNA hybridisieren. Diese Oligonucleotidsequenzen (Primer) ermöglichen

die Vervielfältigung des genau definierten Stückes, das zwischen den beiden Primern

liegt, wenn ein Primer mit dem Codestrang, der andere mit dem codogenen Strang der

DNA hybridisiert. Dabei dient einer der Primer als Forwärts- (forward), der andere als

Rückwärtsprimer (reverse). Sie müssen jeweils zwischen 5 und 20 Basenpaare lang und

zu den Sequenzen, an die sie binden sollen, komplementär sein. Die PCR verläuft in

mehreren Schritten: Zunächst wird die Doppelstrang-DNA bei ca. 95 ◦C getrennt (De-

naturierung). Dann erfolgt eine Abkühlung auf ca. 65-75 ◦C, damit sich die Primer an

die ihnen komplementären Sequenzen anlagern können (Annealing). Nun wird zum Tem-

peraturoptimum der Polymerase erhitzt (ca.72 ◦C), damit diese sich anlagert und aus

den zur Verfügung gestellten Desoxyribonucleotidbasen Adenosin, Guanin, Cytosin und
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Thymin (dNTPs) neue DNA synthetisiert (Elongation). Nach wenigen Minuten wird die

Reaktionsmischung erneut erhitzt, um eine Denaturierung der neugebildeten DNA von

den Muttersträngen zu erzielen. Das Procedere wird nun 25-35 Mal wiederholt. Schon

ab dem dritten Zyklus entstehen neue DNA-Stränge von exakt der Länge, die von den

beiden Primern eingeschlossen wird. Am Ende der Reaktion ist dieses DNA-Fragment

je nach Zykluszahl n25-n35 Mal vorhanden.

2.2.2.1 Material für die PCR

Reagentien Taq-DNA-Polymerase (Biotherm), Desoxynucleotide (dNTP, dGTP, dTTP,

dATP, dCTP), Puffer 10 X (Biotherm), Oligonucleotidprimer (TIB-Molbiol, Berlin),

50 mMol MgCl2 , 25 mMol (Biotherm), DMSO.

Geräte und Pipetten Eppendorf, Finnpipetten Labsystems, Impact v. Matrix, Spitzen

Sarstedt und Eppendorf.

Zentrifugen 5415C Eppendorf, Mini Centrifuge C-1200 National Labnet Co., GS-6R

Centrifuge Beckman, Vortex Reax 2000 Heidolph, VF 2 Ika Labortechnik, Thermomixer

5436 Eppendorf.

Cycler Perkin Elmer, Weiterstadt PE Biosystems GeneAmp PCR System 9700.

2.2.2.2 Material für die RFLP

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die in vivo Zellen vor Fremd-DNA

(viraler bzw. Phagen-DNA) schützen, indem sie diese an bestimmten, palindromischen

Sequenzen schneiden. Gibt es in einer solchen Sequenz eine Mutation, fällt die Schnitt-

stelle weg. Auf diese Weise kann auch eine neue Schnittstelle entstehen. Aus verschiede-

nen Bakterien konnten bislang diverse Restriktionsendonukleasen isoliert werden.

Reagentien Restriktionsendonucleasen: Pvu II, Mbo I, Sty I (New England Biolabs,

Baverley, MA, USA), Mbo II, Nci I, Rsa I (Fermentas), NE-Puffer 2, 3, 4 (New England

Biolabs, Baverley, MA, USA), Tango-Puffer (Fermantas), BSA (25%).

Geräte Biometra OV3 Brutschrank
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2.2.2.3 Material für die Elektrophorese

Für die Elektrophorese werden aus Agarose und Pufferlösungen (z.B. TRIS-Acetat oder

TRIS-Borat, 50-100 mMol, pH 7,4, mit 1 mMol EDTA) Gele hergestellt. An diese Gele

werden in den Elektrophoresekammern elektrische Felder verschiedener Stärke angelegt.

Die mit Restriktionsenzymen verdauten DNA-Proben werden auf die Gele aufgetragen.

In Anwesenheit des Elektrophoresepuffers ist die DNA negativ geladen, so dass sie sich

im elektrischen Feld zum Pluspol bewegt.

Je nach Größe der Fragmente bewegt sich die DNA unterschiedlich schnell, da das Gel

eine Diffusionsbarriere darstellt. Kleine Fragmente wandern sehr schnell, große kaum, da

die Mobilität eines DNA-Fragmentes im Agarosegel proportional zum Logarithmus seiner

Molmasse ist. Als Marker lässt man Fragmentgemische definierter Größen mitlaufen. Auf

diese Weise kann man Aussagen über Größen von Fragmenten und somit Existenzen von

Schnittstellen treffen.

Die Anfärbung der DNA erfolgte entweder mit Ethidiumbromid, welches in die DNA

interkaliert, oder mit anderen Farbstoffen, wie Cyber Green oder Cyber Gold. Hierbei

bilden sich fluoreszierende Komplexe, die bei einer Bestrahlung mit Licht von 245nm

Wellenlänge die größte Empfindlichkeit haben.

Reagentien Agarose (NuSieve, Ultra PURE, Qualex Gold Agarose), Elektrophorese-

puffer mit und ohne Ethidiumbromid, Biozym Cyber(sybr)green/Gold, Puffer 1, DNA-

Marker, Längenstandards: Hpa II, Marker V, 100 bp-Marker.

Geräte Waage Owalabor VEB Wägetechnik Rapido Betrieb der VEB Kombinat Na-

gema, Magnetrührer RCT basic Ika Labortechnik, Mikrowelle Dimension 4 Panasonic,

Protrans Kammern, Pharmacia Electrophoresis Power Supply EPS 600, Hoefer Scientific

Instruments Red Rocker, Digitale Bildverarbeitung Stratagene Eagle Eye II.

2.2.3 PCR-RFLP-Tests für XRCC1-Polymorphismen

2.2.3.1 XRCC1 194Trp

PCR-Ansatz Zur Identifikation des ersten Polymorphismus im XRCC1-Gen wurde ein

485 bp langes Fragment in Exon 6 amplifiziert. Dort findet sich eine Transition von

C nach T. Für die Amplifikation wurden je 1 µl DNA-Probe mit 2,5 µl Puffer, 2,5 µl

dNTPs, je 0,7 µl Primer F und R, 1,3 µl MgCl2 (25 mMol), 0,15 µl Taq-Polymerase
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CC CT Marker

485 --

396 --

89 --

Abbildung 2.1: XRCC1 194-RFLP

und 17,15 µl H2O gemischt (Gesamtvolumen 26 µl), zentrifugiert und unter folgenden

Bedingungen im Cycler in einem 3-Schritte-Temperaturprogramm amplifiziert:

Cycler-Programm Temp. 1: 94◦C 2 min; Temp. 2: 94◦C 30 sec; Temp. 3: 61◦C 35 sec;

Temp. 4: 72◦C 30 sec; Temp. 5: 72◦C 7 min; 30 Zyklen.

PCR-Kontrolle Zur Kontrolle des Amplifikats wurden 7 µl des PCR-Produktes mit

10 µl Laufpuffer in 1% Ethidiumbromid-Agarose-Gel aufgetragen. Es liefen 4,5 µl Mar-

ker V bei 80 V 60 Minuten mit.

Verdau und Elektrophorese Anschließend wurden 12,5 µl des PCR-Produktes mit

9,4 µl H2O, 2,5 µl NE Puffer 2 und 0,6 µl Pvu II zu einem Gesamtvolumen von 25 µl

gemischt, zentrifugiert und bei 37◦C über Nacht inkubiert. Pvu II schneidet das 485 bp-

Fragment des Wildtyps gar nicht, bei der 26304-Variante entsteht eine Schnittstelle, so

dass das Fragment in ein 396 bp und ein 89 bp langes Stück zerschnitten wird. Um die

Fragmente zu trennen, wurden 25 µl Verdau mit 10 µl Laufpuffer gemischt und unter

einer Spannung von 100 V 50 Minuten, dann unter einer Spannung von 80 V 75 Minuten

25



2 Material und Methoden

in 3% Agarosegel aufgetrennt. Als Größenvergleich diente 4,5 µl Marker V. Die DNA-

Banden wurden mit dem Eagleeye sichtbar gemacht, photographiert und ausgewertet.

2.2.3.2 XRCC1 280His

PCR-Ansatz Zur Amplifikation des zweiten Polymorphismus im XRCC1 Gen, der in

Exon 9 gelegen ist (Transition G ==> A), wurde ein 861 bp-Fragment amplifiziert. Je

1,5 µl Proben-DNA wurden 2,0 µl Puffer (Biotherm), 2,0 µl dNTPs, 0,5 µl Primer F

(siehe Tabelle 2.5), 0,5 µl Primer R (siehe Tabelle 2.5), 0,2 µl Biotherm Taq-Polymerase,

1,2 µl MgCl2 (25 mMol), 13,6 µl H2O zu einem Mastermix mit dem Gesamtvolumen

von 21,5 µl gemischt, zentrifugiert und im Cycler amplifiziert.

Cycler-Programm Temp. 1: 94◦C 2 min; Temp. 2: 94◦C 40 sec; Temp. 3: 68◦C 40 sec;

Temp. 4: 72◦C 2 min; Temp. 5: 72◦C 7 min; 30 Zyklen.

557 --

660 --

201 --

MarkerAAAG

Abbildung 2.2: XRCC1 280-RFLP

PCR-Kontrolle Zur Kontrolle des Amplifikats wurden 7 µl des PCR-Produktes mit

10 µl Laufpuffer in 2,5% Agarose-Gel mit Ethidiumbromid aufgetragen. Es liefen 4,5 µl

100 bp-Marker bei 120 V 40 Minuten mit.
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Verdau und Elektrophorese Anschließend wurden 10 µl des PCR-Produktes mit 7,5 µl

H2O, 2,0 µl NE-Puffer 4 und 0,5 µl Pvu I zu einem Gesamtvolumen von 20 µl gemischt,

zentrifugiert und bei 37◦C über Nacht inkubiert. Das Fragment besitzt eine invariante

Schnittstelle. Die A-Variante verliert eine Schnittstelle der Restriktionsendonuclease,

so dass in der homozygoten Variante zwei Fragmente der Längen 660 bp und 201 bp

entstehen, beim Wildtyp (GG) aber drei Fragmente der Längen 597 bp, 201 bp und

63 bp. Um die Fragmente zu trennen, wurden 20 µl Verdau mit 10 µl Laufpuffer gemischt

und unter einer Spannung von 120 V 70 Minuten in 2,5% Agarosegel aufgetrennt. Als

Größenvergleich diente 7,5 µl Hpa II-Marker. Die DNA-Banden wurden mit dem Eagle

Eye sichtbar gemacht und photographiert.

2.2.3.3 XRCC1 Arg399

PCR-Ansatz Der dritte untersuchte Polymorphismus des XRCC1-Gens liegt in Exon

10 (Transition von G nach A). Um ihn zu identifizieren, wurde ein 871 bp langes Frag-

ment amplifiziert. 2,5 µl Puffer (Biotherm) wurden mit 2,5 µl dNTPs, 0,7 µl Primer

F, 0,7 µl Primer R, 0,15 µl Biotherm Taq Polymerase, 1,9 µl MgCl2 (25 mMol) und

16,55 µl H2O zu 25 µl Gesamtvolumen gemischt und 1 µl Proben-DNA zugeführt.

Cycler-Programm Temp. 1: 94◦C 2 min; Temp. 2: 94◦C 30 sec; Temp. 3: 61◦C 35 sec;

Temp. 4: 72◦C 30 sec; Temp. 5: 72◦C 7 min; 30 Zyklen.

PCR-Kontrolle Die PCR-Kontrolle erfolgte bei 80 V in 60 Minuten. 7 µl PCR-Produkt

und 10 µl Laufpuffer wurden auf 1% Agarosegel aufgetragen; mit 4,5 µl 100 bp-Marker

wurde die Fragmentlänge überprüft.

Verdau und Elektrophorese Die Restriktionsendonuclease Nci 1 schneidet das bei der

PCR entstandene 871 bp lange Fragment des Arg/Arg-Wildtyps an zwei, in der Gln/Gln-

Variante aber nur an einer Stelle. Die Schnittstelle nach 278 bp ist invariant und dient

somit als Kontrolle. 12,5 µl PCR-Produkt, 9,4 µl H2O, 2,5 µl NE Puffer 4 wurden

mit 0,6 µl Nci 1 in einem Gesamtvolumen von 25 µl bei 37◦C über Nacht inkubiert

und danach in 3%igem Agarosegel mit 10 µl Laufpuffer 60 Minuten bei 120 V laufen

gelassen. Als Längenvergleich dienten 4,5 µl 100 bp-Marker.
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593 --

461 --

278 --

132 --

MarkerAAGAGAGG

Abbildung 2.3: XRCC1 399-RFLP

2.2.4 PCR-RFLP-Tests für XPD-Polymorphismen

2.2.4.1 XPD 199Met + 312Asn

PCR-Ansatz Zur Identifizierung dieser beiden Polymorphismen wurde ein Doppelver-

dau durchgeführt. Ein 757 bp langes Fragment, das die Lokalisationen beider Polymor-

phismen enthielt, wurde amplifiziert. Für den Mastermix wurden je 0,5 µl Probe, 2,0 µl

10 X-Puffer (Biotherm), 2,0 µl dNTPs, 0,5 µl Primer XPD 22872 F (siehe Tabelle 2.6),

0,5 µl Primer XPD 23952R, 0,2 µl Biotherm Taq-Polymerase, 1,0 µl MgCl2 (50 mMol),

3,0 µl DMSO (als adjuvantes Detergens) und 10,8 µl H2O zu 20,5 µl Gesamtvolumen

zusammengefügt und mit folgendem Cycler-Programm bearbeitet.

Cycler-Programm Temp. 1: 94◦C 2 min; Temp. 2: 96◦C 25 sec; Temp. 3: 69◦C 25 sec;

Temp. 4: 72◦C 1 min; Temp. 5: 72◦C 7 min; 30 Zyklen.

PCR-Kontrolle Um zu kontrollieren, ob eine Vervielfältigung stattfand, wurden 7 µl

PCR-Produkt mit 10 µl Laufpuffer in 1% Agarosegel bei 120 V 30 min in der Elektro-
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151 --

357 --

117 --

176 --

73 --

34 --

243 --

312

199

AA GG GA

CC CC CC

Marker

Abbildung 2.4: XPD 199/312-Doppel-RFLP
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phoresekammer laufen gelassen. Die Fragmentgröße wurde mittels des mitgelaufenen

Hpa II-Markers (4,5 µl) ermittelt.

Doppelverdau und Elektrophorese Da beide Polymorphismen innerhalb des ampli-

fizierten Abschnittes lagen, konnte ein Doppelverdau durchgeführt werden. Durch die

Mutation von C nach G entfällt im Kodon 199 die Schnittstelle für das Enzym Mbo I.

Im Kodon 312 hingegen entsteht durch die Mutation von G nach A eine neue Schnitt-

stelle für das Enzym Sty I. Es bilden sich charakteristische Bandenmuster für jedwede

Kombination von Wildtyp199/Wildtyp312 bis Variante199/Variante312. Für den Ver-

dau wurden 10 µl PCR-Produkt mit 6,9 µl H2O, 2 µl NE-Puffer 3, 0,5 µl Mbo I (5000

U/ml), 0,4 µl Sty I (10000 U/ml) und 0,2 µl BSA (25%) jeweils zu einem Gesamtvo-

lumen von 20 µl vereinigt, gemischt und bei 37◦C über Nacht inkubiert. Die Trennung

der Fragmente erfolgte am nächsten Tag, als 25 µl Verdau mit 10 µl Laufpuffer in einem

3% Agarosegel bei 120 V für 80 Minuten im elektrischen Feld liefen. Als Längenmaßstab

war z.B. 4,5 µl Hpa II Marker geeignet.

2.2.4.2 XPD 751Gln

PCR-Ansatz Für den dritten SNP im XPD-Gen, dem in Exon 23 gelegenen XPD

751Gln-Polymorphismus, wurde ein 734 bp langes Fragment ampifiziert. Als Mastermix

wurden 2,0 µl Puffer (Biotherm), 2,0 µl dNTPs, 0,5 µl Primer XPD 35844 F, 0,5 µl

Primer XPD 36560 R, 0,2 µl Biotherm Taq Polymerase und 1,0 µl MgCl2 (50 mMol)

mit 13,8 µl H2O zu 20 µl Gesamtvolumen gemischt. 0,5 µl Proben-DNA wurden zugefügt

und bei folgendem Cycler-Programm vervielfältigt.

Cycler-Programm Temp. 1: 94◦C 2 min; Temp. 2: 96◦C 25 sec; Temp. 3: 66◦C 25 sec;

Temp. 4: 72◦C 1 min; Temp. 5: 72◦C 7 min; 30 Zyklen.

PCR-Kontrolle 7 µl des PCR-Produktes wurden mit 10 µl Laufpuffer in 1% Agarose

bei 120 V 30 Minuten laufen gelassen, wobei 4,5 µl 100 bp-Marker als Längenstandard

dienten. Verdau und Elektrophorese 12,5 µl PCR-Produkt wurden mit 9,4 µl H2O, 2,5 µl

NE Puffer 2 und 0,6 µl Mbo II bei einem Gesamtvolumen von 25 µl bei 37 ◦C über Nacht

inkubiert. Durch den Basenaustausch ist in der Variante eine Schnittstelle der Restrikti-

onsendonuclease Mbo II weggefallen. Am folgenden Tag wurden 25 µl Verdau mit 10 µl
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131 --

505 --

98 --

603 --

GG GA AA Marker

Abbildung 2.5: XPD 751-RFLP

Laufpuffer 80 min bei 120 V in 3% Agarosegel laufen gelassen, um die Teilfragmente zu

trennen; 4,5 µl Marker V dienten als Längenvergleich.

2.3 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse wurde mit SPSS 11.0 durchgeführt. Anhand des Hardy-Weinberg-

Gesetzes wurde bestimmt, ob die tatsächlichen Allefrequenzen den erwarteten Allelfre-

quenzen entsprachen. Die Frequenzen wurden mittels Chi-Quadrat-Test oder bei kleinen

Stichprobengrößen mittels exaktem Fisher-Test auf statistische Signifikanz geprüft. Die

Haplotypenanalysen wurden mittels PHASE 2.1 (Stephens et al., 2001) durchgeführt.

Als Signifikanzniveau wurde bei beiden Analysen ein alpha-Fehler von <0,05 festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Demographischer Vergleich der Kollektive

Für die vorliegende Analyse wurden zwischen 1995 und 2001 insgesamt 295 Patienten

(270 Männer, 25 Frauen) mit einem Plattenepithelkarzinom des Larynx in die Studie

eingeschlossen. In der Kontrollgruppe wurden insgesamt 350 Personen (289 Männer, 61

Frauen) untersucht, die nicht an einer Krebserkrankung litten. Die Eigenschaften dieser

beiden Kollektive fasst Tabelle 3.1 zusammen.

Larynxkollektiv Kontrollkollektiv χ2 p-Wert
(n=295) (n=350)

Alterstratifizierung
<50 35,9% (106) 46,9% (164)

9,14 0,01050− 70 56,9% (168) 45,1% (158)
>70 7,1% (21) 8,0% (28)

Geschlecht
Männlich 91,5% (270) 82,6% (289)

11,1 0,001
Weiblich 8,5% (25) 17,4% (61)

Raucherstatus
Raucher 93,9% (277) 48,3% (181)

138,4 <0,001
Nichtraucher 6,1% (18) 51,7% (169)

Alkoholkonsum
Ja 89,4% (262) 67,8% (99)

31,2 <0,001
Nein 10,6% (31) 32,1% (47)

Keine Angabe – (2) – (204)

Tabelle 3.1: Demographische Eigenschaften des Untersuchungskollektivs

Das Patientenkollektiv war im Mittel 61,3 Jahre alt (Standardabweichung ± 11,1), die

Kontrollen 63,2 ± 12,2. Die Geschlechterverteilung betrug etwa 9:1 (m:w) in der Gruppe
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3 Ergebnisse

der Larynxkarzinom-Patienten und 8:2 bei den Kontrollen. Der Nichtraucheranteil der

Kontrollen lag mit 48,3% deutlich höher im Vergleich zur Patientengruppe (6,1%).

Auch hinsichtlich des Alkoholkonsums unterschieden sich Patienten und Kontrollen

deutlich voneinander. 10,6% (31) Larynxkarzinompatienten gaben an, gar keinen Al-

kohol zu trinken, 45,7% (134) Patienten tranken laut eigenen Angaben geringe Mengen

Alkohol, 15,7% (46) Patienten konsumierten mäßige Mengen und 28,0% (82) gaben einen

starken Alkoholkonsum an. Unter den Kontrollen tranken 32,2% (47) keinen, 33,6% (49)

wenig, 24,0% (35) häufig und 10,0% (15) viel Alkohol. Diese Unterschiede zwischen den

Kontrollpersonen und den Tumor-Patienten waren statisitisch signifikant. Um für diese

Unterschiede zu adjustieren wurden im Anschluss an die allgemeinen Vergleich der Ge-

notypenhäufigkeiten, die Analysen auch in den entsprechend stratifizierten Subgruppen

durchgeführt.

3.2 Unterteilung der Patientengruppe

Von den Larynxkarzinompatienten hatten 199 ein glottisches Karzinom, 70 ein supra-

glottisches Karzinom und 5 ein primär subglottisches Karzinom. In 21 Fällen war mehr

als eine Ebene betroffen. Die Larynxkarzinome wurden in 2 Fällen (0,7%) als Tcis,

in 83 Fällen (28,1%) als T1-Tumoren diagnostiziert, in 71 Fällen (24,1%) lagen T2-

Tumoren, in 56 Fällen (19,0%) T3-Tumoren und in 59 Fällen (20%) T4-Tumoren vor.

Hinsichtlich des Tumorstaging gemäß UICC-Stadieneinteilung wurden 141 Patienten

(47,8%) als UICC 0-II eingestuft. UICC III-IV lag in 131 Fällen (44,4%) vor. Bei 23

(7,8%) waren keine Angaben zum Tumorstaging verfügbar.

35



3 Ergebnisse

3.3 Analyse der Häufigkeitsverteilungen

3.3.1 Häufigkeitsverteilung der XRCC1-Genotypen

Im XRCC1-Gen wurden SNPs in den Positionen 194, 280 und 399 analysiert. Die homo-

zygote Variante His/His für den XRCC1-SNP 280 kam bei den untersuchten Larynxkar-

zinompatienten nicht vor, in der Kontrollgruppe trat er nur einmal (0,3%) auf. Wie in

Tabelle 3.2 zu sehen ist, zeigen die Häufigkeitsverteilungen der verschiedenen Genotypen

des XRCC1-Gens keine deutlichen Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen. Die

statistische Analyse mittels Chi-Quadrat-Test ergab für keinen der hier untersuchten

SNPs einen signifikanten Unterschied.

Wildtyp Heterozygot Variante χ2

XRCC1 194 Arg/Arg Arg/Trp Trp/Trp
Patienten 87,1% (257) 12,2% (36) 0,7% (2)

0,873
Kontrollen 85,8% (290) 13,3% (45) 0,9% (3)

XRCC1 280 Arg/Arg Arg/His His/His
Patienten 89,7% (260) 10,3 % (30) 0 % (0)

0,508
Kontrollen 91,0% (304) 8,7% (29) 0,3% (1)

XRCC1 399 Arg/Arg Arg/Gln Gln/Gln
Patienten 44,9% (132) 42,9% (126) 12,2% (36)

0,954
Kontrollen 44,5% (150) 42,4% (143) 13,1% (44)

Tabelle 3.2: Genotypenhäufigkeiten der XRCC1-Polymorphismen

Für die Berechnung des relativen Risikos mittels Odds-Ratio in einer 4-Felder-Tafel

wurden nach dem rezessiven Modell jeweils der häufigere Genotyp (Wildtyp) und der

heterozygote Genotyp zusammengefasst und der selteneren Variante gegenübergestellt.

Für keinen der drei XRCC1-SNPs konnten signifikante Unterschiede zwischen Fall- und

Kontrollkollektiv gefunden werden. Auch nach Anwendung des dominanten Modells mit

Zusammenfassung von Heterozygoten und Variante fanden sich keine Unterschiede (Ta-

belle 3.3).
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Polymorphismus Larynx-CA (n) Kontrollen (n) OR 95%-CI p-Wert

Rezessives Modell

194 Trp/Trp 0,7% (2) 0,9% (3) 0,76 0,13 – 4,60 1,000
280 His/His 0% (0) 0,3% (1) - - -
399 Gln/Gln 12,2% (36) 13,1% (44) 0,93 0,58 – 1,49 0,811

Dominantes Modell

194 Arg/Trp+Trp/Trp 12,9% (38) 14,2% (48) 0,89 0,57 – 1,41 0,644
280 Arg/His+His/His 10,3% (30) 9,0% (30) 1,17 0,69 – 1,99 0,588

399 Arg/Gln+Gln/Gln 55,1% (162) 55,5% (187) 0,98 0,72 – 1,35 0,934

Tabelle 3.3: Häufigkeiten der XRCC1-SNPs, dominantes und rezessives Modell

3.3.1.1 Subgruppenanalysen

Neben der Gruppenanalyse auf unterschiedliche Genotyphäufigkeiten zwischen Patienten

und Kontrollen insgesamt wurden verschiedene Subgruppenanalysen durchgeführt. Es

wurde mittels dominantem Modell auf Unterschiede der Genotypenhäufigkeiten zwischen

Larynxkarzinompatienten und Kontrollkollektiv stratifiziert nach Alter, Geschlecht und

Nikotin- bzw. Alkoholkonsum getestet. Die Altersstratifizierung erfolgte in drei Gruppen

(<50 Jahre, 50-70 Jahre und >70 Jahre). In keiner der drei Altersgruppen zeigte sich für

Träger des varianten Alleles ein statistisch signifikant erhöhtes oder verringertes Risiko,

an einem Laynxkarzinom zu erkranken, wie aus Tabelle 3.4 zu entnehmen.

Ebenso zeigten sich zwischen Männern und Frauen keine deutlichen Unterschiede im

Erkrankungsrisiko für die verschiedenen Genotypen. Tabelle 3.6. zeigt die Ergebnisse

der Analysen für Männer und Frauen. Da Frauen jedoch unabhängig von ihrem Genotyp

seltener an einem Larynxkarzinom erkranken, ist die Gruppe der Patientinnen insgesamt

sehr klein.

Auch in der Unterteilung nach Nikotinkonsum (Raucher/Nichtraucher), beziehungs-

weise in der Stratifizierung nach Menge des Nikotinkonsums (3 Gruppen: 1 = <25 PJ,

2 = 25-50 PJ, 3 = >50 PJ), wurden ähnliche Häufigkeitsverteilungen der Genotypen

im Patienten- und Kontrollkollektiv gefunden. Für Träger des Allels His in Kodon 280

wurde bei Nichtrauchern mit einer OR=3,3 (CI 0,95-11,48) ein Hinweis für ein erhöhtes

Risiko, an einem Larynxkarzinom zu erkranken, ermittelt. Dieses Ergebnis ist allerdings
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3 Ergebnisse

Variante Larynx-Ca (n) Kontrollen (n) OR 95%-CI p-Wert

<50 Jahre
194 Arg/Trp+Trp/Trp 15,2% (7) 16,7% (10) 0,89 0,31 – 2,57 1,000
280 Arg/His+His/His 11,6% (5) 11,9% (7) 0,98 0,29 – 3,32 1,000

399 Arg/Gln+Gln/Gln 39,1% (18) 56,1% (32) 0,50 0,23 – 1,11 0,113

50-70 Jahre
194 Arg/Trp+Trp/Trp 10,7% (21) 15,3% (27) 0,66 0,36 – 1,22 0,216
280 Arg/His+His/His 10,8% (21) 8,5% (15) 1,29 0,65 – 2,60 0,488

399 Arg/Gln+Gln/Gln 60,2% (118) 54,7% (98) 1,25 0,83 – 1,89 0,297

>70 Jahre
194 Arg/Trp+Trp/Trp 19,2% (10) 10,9% (11) 1,95 0,77 – 4,94 0,214
280 Arg/His+His/His 10,7% (4) 8,1% (8) 0,95 0,27 – 3,31 1,000

399 Arg/Gln+Gln/Gln 50,0% (26) 56,4% (57) 0,77 0,40 – 1,51 0,495

Tabelle 3.4: XRCC1-Varianten stratifiziert nach Alter

Variante Larynx-Ca (n) Kontrollen (n) OR 95%-CI p-Wert

Männer
194 Arg/Trp+Trp/Trp 12,6% (34) 15,7% (44) 0,78 0,48 – 1,26 0,329
280 Arg/His+His/His 10,9% (29) 8,7% (24) 1,29 0,73 – 2,29 0,389

399 Arg/Gln+Gln/Gln 55,0% (148) 55,2% (155) 0,99 0,71 – 1,39 1,000

Frauen
194 Arg/Trp+Trp/Trp 16% (4) 7,0% (4) 2,52 0,58 – 11,03 0,239
280 Arg/His+His/His 4% (1) 10,5% (6) 0,35 0,04 – 3,1 0,431

399 Arg/Gln+Gln/Gln 56,0% (14) 57,1% (32) 0,96 0,37 – 2,47 1,000

Tabelle 3.5: XRCC1-Varianten stratifiziert nach Geschlecht
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Variante Larynx-Ca (n) Kontrollen (n) OR 95%-CI p-Wert

Nichtraucher
194 Arg/Trp+Trp/Trp 11,1% (2) 13,1% (22) 0,83 0,18 – 3,86 1,000
280 Arg/His+His/His 22,2% (4) 8,0% (13) 3,30 0,95 – 11,48 0,071

399 Arg/Gln+Gln/Gln 50,0% (9) 53,9% (98) 0,85 0,32 – 2,26 0,807

<25 PJ
194 Arg/Trp+Trp/Trp 15,1% (13) 11,6% (10) 1,35 0,56 – 3,28 0,655
280 Arg/His+His/His 6,0% (5) 11,2% (10) 0,50 0,16 – 1,53 0,283

399 Arg/Gln+Gln/Gln 60,5% (52) 59,5% (50) 1,04 0,56 – 1,92 1,000

25-50 PJ
194 Arg/Trp+Trp/Trp 11,9% (16) 21,7% (13) 0,49 0,22 – 1,10 0,086
280 Arg/His+His/His 13,7% (18) 8,8% (5) 1,66 0,58 – 4,71 0,469

399 Arg/Gln+Gln/Gln 51,1% (68) 55,7% (34) 0,831 0,45 – 1,53 0,643

>50 PJ
194 Arg/Trp+Trp/Trp 12,3% (7) 12,5% (3) 0,98 0,23 – 4,16 1,000
280 Arg/His+His/His 5,3% (3) 8,0% (2) 0,64 0,10 – 4,08 0,638

399 Arg/Gln+Gln/Gln 57,9% (33) 51,9% (14) 1,27 0,51 – 3,20 0,643

Tabelle 3.6: XRCC1-Varianten stratifiziert nach Nikotinkonsum

aufgrund der kleinen Stichprobengröße mit p=0,071 im exakten Test nach Fisher nicht

signifikant.

Die Gruppe der nichtrauchenden Larynxkarzinompatienten, die dieses Allel tragen, ist

mit 4 Personen sehr klein. Für Träger der anderen varianten Allele konnte in Abhängigkeit

vom Nikotinkonsum keine Veränderung des Risikos an einem Larynxkarzinom zu er-

kranken gefunden werden (siehe Tabelle 3.6). Auch im direkten Vergleich zwischen allen

Rauchern und allen Nichtrauchern ergab sich für keinen der XRCC1-Polymorphismen

ein signifikanter Unterschied im Erkrankungsrisiko.

In einer weiteren Subgruppenanalyse wurden die Personen, die Alkoholkonsum ange-

ben, denjenigen gegenübergestellt, die Alkoholkonsum verneint hatten. In beiden Sub-

gruppen konnten ähnliche Genotypenhäufigkeiten ermittelt werden. Die selteneren Allele

kamen bei Larynxkarzinompatienten und Kontrollen in beiden Subgruppen jeweils etwa

gleich häufig vor (siehe Tabelle 3.7). Allerdings lagen nur bei einem Teil der Kontrollen

Angaben über den Alkoholkonsum vor, so dass dem Patientenkollektiv in dieser Analyse

ein kleineres Kontrollkollektiv (n=148) gegenübergestellt wurde.
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Variante Larynx-Ca (n) Kontrollen (n) OR 95%-CI p-Wert

Kein Alkoholkonsum
194 Arg/Trp+Trp/Trp 12,9% (4) 18,6% (8) 0,65 0,18 – 2,38 0,750
280 Arg/His+His/His 16,7% (5) 8,7% (4) 2,1 0,52 – 8,56 0,306

399 Arg/Gln+Gln/Gln 51,6% (16) 50,0% (23) 1,07 0,43 – 2,65 1,000

Alkoholkonsum
194 Arg/Trp+Trp/Trp 13,0% (34) 17,4% (16) 0,71 0,37 – 1,36 0,300
280 Arg/His+His/His 9,3% (24) 14,6% (14) 0,60 0,30 – 1,22 0,177

399 Arg/Gln+Gln/Gln 55,2% (144) 54,9% (50) 1,01 0,63 – 1,63 1,000

Tabelle 3.7: XRCC1-Varianten stratifiziert nach Alkoholkonsum

Der Alkoholkonsum wurde nach den Angaben der Patienten weiter stratifiziert. Es

wurde nach den Angaben der Befragten unterschieden zwischen geringem, mäßigem und

starkem Alkoholkonsum. Auch in diesen Subgruppen gab es bei den Trägern des jeweils

selteneren (varianten) Allels etwa gleich viele Patienten und Kontrollen (diese Ergebnisse

sind nicht tabellarisch dargestellt). Demnach konnte für diese Allelträger auch in den

nach Alkoholkonsum qualitativ und quantitativ stratifizierten Subgruppen kein erhöhtes

oder erniedrigtes Risiko, an einem Larynxkarzinom zu erkranken, ermittelt werden.

In allen Subgruppen wurden auch Analysen jeweils nach dem additiven Modell und

nach dem rezessiven Modell durchgeführt, ohne dass statistisch signifikante Unterschiede

ermittelt worden wären.

Zusammengefasst ergaben sich auch in der Subgruppenanalyse für keinen der drei

XRCC1-SNPs im Chi-Quadrat-Test signifikante Unterschiede in der Verteilung der Ge-

notypen.
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3.3.2 Häufigkeitsverteilung der XPD-Genotypen

Im XPD-Gen wurden Punktmutationen in Positionen 199, 312 und 751 untersucht. Ta-

belle 3.8 zeigt die Häufigkeitsverteilung der Genotypen nach dem additiven Modell. In

Position 199 wurde lediglich der Wildtyp Ile/Ile gefunden. Die Variante Met konnte

weder im Patienten- noch im Kontrollkollektiv nachgewiesen werden und wird deswe-

gen im Folgenden nicht weiter berücksichtigt. Bei XPD-312 kam der Wildtyp Asp/Asp

in 39,6% der Fälle und 41,1% der Kontrolle vor. Heterozygote Asp/Asn fanden sich

bei 45,7% (Larynxkarzinom) und 43,6% (Kontrollpatienten). Bei 14,7% der Karzinom-

patienten war die homozygote Variante Asn/Asn vertreten gegenüber 15,3% bei den

Kontrollen. In Position 751 kam Lys/Lys bei 33,4% der Larynxkarzinompatienten und

36,2% der Kontrollen vor. 50,9% der Larynxkarzinompatienten bzw. 48,2% der Kontrol-

len waren heterozygot. Homozygot für die Variante Gln/Gln waren 15,7% der Fälle und

15,6% der Kontrollen. Wie aus Tabelle 3.8 ersichtlich, ergaben sich keine signifikanten

Unterschiede.

Wildtyp Heterozygot Variante χ2

199 Ile/Ile Ile/Met Met/Met
Patienten 100% (294) 0% (0) 0% (0)

-
Kontrollen 100% (313) 0% (0) 0% (0)

312 Asp/Asp Asp/Asn Asn/Asn
Patienten 39,6% (116) 45,7% (134) 14,7% (43)

0,873
Kontrollen 41,1% (129) 43,6% (137) 15,3% (48)

751 Lys/Lys Lys/Gln Gln/Gln
Patienten 33,4% (96) 50,9% (146) 15,7% (45)

0,759
Kontrollen 36,2% (123) 48,2% (164) 15,6% (53)

Tabelle 3.8: Genotypenhäufigkeiten der XPD-Polymorphismen

Wie bei XRCC1 wurden auch bei den XPD-SNPs zur Berechnung der Odds-Ratio

die Heterozygoten einmal zu dem häufigeren Genotyp (rezessives Modell) und einmal

zur selteneren Variante (dominantes Modell) zugerechnet. Nach beiden Verfahren ergab

sich für keinen der hier untersuchten SNPs ein signifikanter Unterschied zwischen beiden

Kollektiven. Die Ergebnisse zeigt Tabelle 3.9.
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Polymorphismus Larynx-CA (n) Kontrollen (n) OR 95%-CI p-Wert

Rezessives Modell

312 Asn/Asn 14,7% (43) 15,3% (48) 0,95 0,61 – 1,49 0,910
751 Gln/Gln 15,7% (45) 15,6% (53) 1,01 0,65 – 1,55 1,000

Dominantes Modell

312 Asp/Asn+Asn/Asn 60,4% (177) 58,9% (185) 1,06 0,77 – 1,47 0,741
399 Arg/Gln+Gln/Gln 66,6% (191) 63,8% (217) 1,13 0,81 – 1,57 0,502

Tabelle 3.9: Häufigkeiten der XPD-SNPs, dominantes und rezessives Modell

3.3.2.1 Subgruppenanalysen

Auch für XPD wurde mittels dominantem Modell auf Unterschiede der Genotypen-

häufigkeiten zwischen Larynxkarzinompatienten und Kontrollkollektiv stratifiziert nach

Alter, Geschlecht, Nikotin- und Alkoholkonsum getestet.

Weder weibliche noch männliche Träger der varianten Allele von XPD 312 und XPD

751 hatten ein von homozygoten Wildtypallelträgern abweichendes Risiko, an einem

Larynkarzinom zu erkranken (Tabelle 3.10).

Variante Larynx-Ca (n) Kontrollen (n) OR 95%-CI p-Wert

Männer
312 Asp/Asn+Asn/Asn 59,1% (159) 57,8% (149) 1,06 0,75 – 1,50 0,791
751 Lys/Gln+Gln/Gln 65,4% (172) 62,9% (176) 1,12 0,79 – 1,59 0,591

Frauen
312 Asp/Asn+Asn/Asn 75,0% (18) 64,3% (36) 1,67 0,57 – 4,88 0,439
751 Lys/Gln+Gln/Gln 79,2% (19) 68,3% (41) 1,76 0,57 – 5,43 0,426

Tabelle 3.10: XPD-Varianten stratifiziert nach Geschlecht

Auch in den verschiedenen Altersgruppen (<50 Jahre, 50-70 Jahre und >70 Jahre)

kamen die varianten Allele bei Larynkarzinompatienten und im Kontrollkollektiv jeweils

in ähnlichen Häufigkeiten vor. Wie Tabelle 3.11 zeigt, konnten hier ebenfalls keine signi-

fikanten Unterschiede gefunden werden.

Aufgrund des starken Einflusses von Nikotinkonsum auf die Wahrscheinlichkeit, an

einem Larynxkarzinom zu erkranken, wurden die Nichtraucher separat betrachtet. Auch
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Variante Larynx-Ca (n) Kontrollen (n) OR 95%-CI p-Wert

<50 Jahre
312 Asp/Asn+Asn/Asn 63,0% (29) 55,9% (33) 1,34 0,61 – 2,96 0,550
751 Lys/Gln+Gln/Gln 68,9% (31) 64,4% (38) 1,22 0,54 – 2,80 0,679

50-70 Jahre
312 Asp/Asn+Asn/Asn 60,2% (118) 57,4% (93) 1,12 0,74 – 1,71 0,666
751 Lys/Gln+Gln/Gln 66,3% (126) 63,8% (113) 1,12 0,73 – 1,71 0,662

>70 Jahre
312 Asp/Asn+Asn/Asn 58,8% (30) 63,4% (29) 0,82 0,41 – 1,66 0,596
751 Lys/Gln+Gln/Gln 65,4% (34) 63,5% (66) 1,09 0,54 – 2,18 0,861

Tabelle 3.11: XPD-Varianten stratifiziert nach Alter

hier zeigten sich ähnliche Häufigkeiten der Allele. Die große Gruppe der Raucher wurde

weiter unterteilt nach der Menge des Nikotinkonsums (<25 PJ, 25-50 PJ, >50 PJ).

In keiner dieser Subgruppen konnte für heterozygote und homozygote Genvarianten

ein verringertes oder erhöhtes Risiko, an einem Larynkarzinom zu erkranken, gefunden

werden (Tabelle 3.12).

Bei den Personen, die Alkoholkonsum verneinten, zeigte sich sowohl für Träger von

XPD 312Asn als auch für Träger von XPD 751Gln erhöhte Risiken, an einem Larynxkar-

zinom zu erkranken. Für die Variante 312Asn fanden wir ein 2,7-fach erhöhtes Risiko

(OR=2,67; CI=1,01-7,02), für Träger der Variante in Kodon 751 ein 2,5-fach erhöhtes Ri-

siko (OR=2,51; CI=0,92-6,84). Beide Ergebnisse sind jedoch mit p=0,061, bzw. p=0,91

im exakten Test nach Fisher statistisch nicht signifikant (Tabelle 3.13). Bei den Patien-

ten mit Alkoholkonsum wurden keine Veränderungen des Risikos in Abhängigkeit von

den genetischen Polymorphismen gefunden.

Zusammenfassend zeigen sich in den Analysen nach Geschlecht und Alter, Nikotinkon-

sum und Alkoholkonsum keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Verteilung

der Varianten zwischen Kontroll- und Fallkollektiv. Somit konnte auch in den Subgrup-

pen für die Träger des jeweils selteneren Allels von XPD 312 und XPD 751 kein sta-

tistisch signifikant erhöhtes oder erniedrigtes relatives Risiko, an einem Larynxkarzinom

zu erkranken, ermittelt werden.
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Variante Larynx-Ca (n) Kontrollen (n) OR 95%-CI p-Wert

Nichtraucher
312 Asp/Asn+Asn/Asn 66,6% (12) 61,9% (96) 1,23 0,44 – 3,45 0,801
751 Lys/Gln+Gln/Gln 61,1% (11) 63,5% (106) 0,90 0,33 – 2,46 1,000

<25 PJ
312 Asp/Asn+Asn/Asn 58,8% (50) 53,8% (43) 1,23 0,66 – 2,28 0,533
751 Lys/Gln+Gln/Gln 70,9% (61) 67,0% (59) 1,20 0,63 – 2,28 0,625

25-50 PJ
312 Asp/Asn+Asn/Asn 57,1% (76) 61,4% (35) 0,84 0,44 – 1,58 0,632
751 Lys/Gln+Gln/Gln 64,8% (83) 63,3% (38) 1,07 0,56 – 2,02 0,871

>50 PJ
312 Asp/Asn+Asn/Asn 68,4% (39) 50,0% (11) 2,17 0,79 – 5,92 0,192
751 Lys/Gln+Gln/Gln 65,5% (36) 56,0% (14) 1,50 0,57 – 3,91 0,461

Tabelle 3.12: XPD-Varianten stratifiziert nach Nikotinkonsum

Variante Larynx-Ca (n) Kontrollen (n) OR 95%-CI p-Wert

Kein Alkoholkonsum
312 Asp/Asn+Asn/Asn 71,0% (22) 47,8% (48) 2,67 1,01 – 7,02 0,061
751 Lys/Gln+Gln/Gln 72,4% (21) 51,1% (23) 2,51 0,92 – 6,84 0,091

Alkoholkonsum
312 Asp/Asn+Asn/Asn 59,2% (154) 58,8% (47) 1,02 0,61 – 1,70 1,000
751 Lys/Gln+Gln/Gln 65,6% (168) 61,5% (58) 1,20 0,74 – 1,95 0,532

Tabelle 3.13: XPD-Varianten stratifiziert nach Alkoholkonsum
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3.3.3 Genvariationen und Tumoreigenschaften

Um mögliche Einflüsse der SNPs auf die Tumorlokalisation und die Tumorausdehnung

zu untersuchen, wurde innerhalb des Patientenkollektivs nach Tumorlokalisation und

Staging zum Zeitpunkt der Diagnosestellung stratifiziert. Dabei wurden die Genotypen

in den jeweiligen Subgruppen einander gegenübergestellt.

Wildtyp Heterozygot Variante p-Wert

XRCC1 194 Arg/Arg Arg/Trp Trp/Trp
Supra- bzw. epiglottisch 91,4% (64) 8,6% (6) 0% (0)

0,849
Glottisch 85,4% (170) 13,6% (27) 1,0% (2)

Subglottisch 80,0% (4) 20,0% (1) 0% (0)
Mehr als eine Ebene betroffen 90,5% (19) 9,5% (2) 0% (0)

XRCC1 280 Arg/Arg Arg/His His/His
Supra- bzw. epiglottisch 89,9 % (62) 10,7% (7) 0% (0)

0,374
Glottisch 88,7% (173) 11,3% (22) 0% (0)

Subglottisch 80,0% (4) 20,0% (1) 0% (0)
Mehr als eine Ebene betroffen 100,0% (21) 0% (0) 0% (0)

XRCC1 399 Arg/Arg Arg/Gln Gln/Gln
Supra- bzw. epiglottisch 45,7% (32) 47,5% (32) 8,6% (6)

0,664
Glottisch 45,7% (91) 41,2% (82) 13,1% (26)

Subglottisch 60,0% (3) 20,0% (1) 20,0% (1)
Mehr als eine Ebene betroffen 30,0% (6) 55,0% (11) 15,0% (3)

XPD 312 Asp/Asp Asp/Asn Asn/Asn
Supra- bzw. epiglottisch 38,6% (27) 48,6% (34) 12,9% (9)

0,984
Glottisch 40,6% (80) 44,7% (88) 14,7% (29)

Subglottisch 40,0% (2) 40,0% (2) 20,0% (1)
Mehr als eine Ebene betroffen 33,3% (7) 47,6% (10) 19,05 (4)

XPD 751 Lys/Lys Lys/Gln Gln/Gln
Supra- bzw. epiglottisch 30,4% (21) 58,0% (40) 11,6% (8)

0,647
Glottisch 34,7% (67) 48,7% (94) 16,6% (32)

Subglottisch 40,0% (2) 60,0% (3) 0% (0)
Mehr als eine Ebene betroffen 30,0% (6) 45,0% (9) 25,0% (5)

Tabelle 3.14: Genotypen und Tumorlokalisation

Bezüglich der Tumorlokalisation wurde zwischen supra- bzw. epiglottisch, glottisch,

subglottisch lokalisierten Tumoren und Tumoren, die mehr als eine Ebene tangierten, un-
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terschieden, da die Exposition gegenüber den Noxen des Zigarettenrauches von der Loka-

lisation des Epithels abhängt. Somit könnten Veränderungen der DNA-Reparaturkapazität

das Risiko, an einem Larynxkarzinom mit spezieller Lokalisation zu erkranken, modifizie-

ren. Glottische Tumoren waren im Kollektiv der Larynxkarzinompatienten am häufigsten

vertreten. Sowohl die Genotypen der XRCC1-Polymorphismen in Kodon 194, 280 und

399 als auch diejenigen der XPD-Polymorphismen 312 und 751 kamen jedoch in allen

vier Tumorlokalisationen mit ähnlicher Häufigkeitsverteilung vor (Tabelle 3.14).

Unter der Vorstellung, dass Veränderungen der DNA-Reparatur einen Einfluss auf die

Geschwindigkeit des Fortschreitens eines Tumors haben könnten, wurden die Tumoren

nach dem Staging zum Zeitpunkt der Diagnosestellung in UICC 0-II und UICC III-IV

unterteilt. Die homozygote Variante XPD 312 kam bei den fortgeschrittenen Tumoren

häufiger als bei den begrenzten Tumoren vor (17% vs. 9%). Der Unterschied in der

Verteilung der Genotypen war jedoch nicht signifikant (p=0,098). In beiden Gruppen

konnte sonst eine ähnliche Verteilung der Genotypen ermittelt werden. Die Ergebnisse

zeigt Tabelle 3.15.

Wildtyp Heterozygot Variante p-Wert

XRCC1 194 Arg/Arg Arg/Trp Trp/Trp
UICC 0-II 87,2% (123) 12,1% (17) 0,7% (1)

0,627
UICC III-IV 87,8% (115) 12,2% (16) 0% (0)

XRCC1 280 Arg/Arg Arg/His His/His
UICC 0-II 87,8% (122) 12,2% (17) 0% (0)

0,215
UICC III-IV 93,0% (119) 7,0% (9) 0% (0)

XRCC1 399 Arg/Arg Arg/Gln Gln/Gln
UICC 0-II 46,1% (65) 42,6% (60) 11,3% (16)

0,531
UICC III-IV 40,0% (52) 45,4% (59) 14,6% (19)

XPD 312 Asp/Asp Asp/Asn Asn/Asn
UICC 0-II 45,3% (63) 45,3% (63) 9,4% (13)

0,098
UICC III-IV 36,6% (48) 45,8% (60) 17,6% (23)

XPD 751 Lys/Lys Lys/Gln Gln/Gln
UICC 0-II 37,5% (51) 50,7% (69) 11,8% (16)

0,292
UICC III-IV 31,3% 840) 50,5% (65) 18,0% (23)

Tabelle 3.15: Genotypen und Tumorstaging
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3.3.4 Zusammenhang mit Schadstoffexposition

Innerhalb des Larxnxkarzinomkollektivs wurden Daten zur beruflichen Schadstoffexposi-

tion erhoben. Alle Patienten, die eine berufliche Schadstoffexposition angegeben hatten,

wurden den Patienten ohne diese Exposition gegenübergestellt. Es konnte für keine der

untersuchten Genvariationen ein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Geno-

typen gefunden werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.16 zusammengefasst.

Wildtyp Heterozygot Variante p-Wert

XRCC1 194 Arg/Arg Arg/Trp Trp/Trp
Nicht schadstoffexponiert 86,5% (154) 12,4% (22) 1,1% (2)

0,511
Schadstoffexponiert 88,5% (100) 11,5% (13) 0% (0)

XRCC1 280 Arg/Arg Arg/His His/His
Nicht schadstoffexponiert 89,7% (157) 10,3% (18) 0% (0)

1,000
Schadstoffexponiert 89,2% (99) 10,8% (12) 0% (0)

XRCC1 399 Arg/Arg Arg/Gln Gln/Gln
Nicht schadstoffexponiert 42,1% (75) 44,9% (80) 12,9% (23)

0,598
Schadstoffexponiert 48,2% (54) 40,2% (45) 11,6% (16)

XPD 312 Asp/Asp Asp/Asn Asn/Asn
Nicht schadstoffexponiert 37,5% (66) 48,9% (86) 13,6% (24)

0,386
Schadstoffexponiert 42,5% (48) 40,7% (46) 16,8% (19)

XPD 751 Lys/Lys Lys/Gln Gln/Gln
Nicht schadstoffexponiert 33,5% (58) 52,6% (91) 13,9% (24)

0,491
Schadstoffexponiert 32,7% (36) 48,2% (53) 19,1% (21)

Tabelle 3.16: Genotypen und Schadstoffexposition
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3.3.5 Haplotypenanalyse für XRCC1

Um zu überprüfen, ob die Haplotypen bei Fällen und Kontrollen unterschiedlich verteilt

sind, wurde mittels PHASE 2.1 eine Haploypenanalyse durchgeführt. Tabelle 3.17 zeigt

die prozentualen Häufigkeiten der Haplotypen bei den Fällen und bei den Kontrollen.

Ebenfalls angegeben ist der jeweilige Standardfehler. Die Kombination der drei Wild-

typen 194Arg, 280Arg und 399Arg kommt erwartungsgemäss mit 53,2% am häuftgsten

vor. Die Kombinationen, in denen die Variante 280His enthalten ist, kommen entspre-

chend der geringen Häufigkeit dieses SNPs bei Fällen und Kontrollen sehr selten vor.

Die Kombination der potenziellen Risiko-Allele XRCC1 194Arg/280His/399Gln kommt

weder bei Fällen noch bei Kontrollen vor. Mit p=0,53 sind die Haplotypen bei Fällen

und Kontrollen nicht statistisch signifikant unterschiedlich verteilt.

Insgesamt Kontrollen Fälle
Haplotypen Proz. Häufigkeiten Proz. Häufigkeiten Proz. Häufigkeiten
194/280/399 (Standardfehler) (Standardfehler) (Standardfehler)

Arg/Arg/Arg 54,2 % (±0,3) 54,5% (±0,2) 53,9% (±0,4)
Arg/Arg/Gln 33,9% (±0,2) 33,7% (±0,1) 34,1% (±0,3)
Arg/His/Arg 4,7% (±0,2) 5,1% (±0,1) 4,3% (±0,3)
Arg/His/Gln 0% 0% 0%
Trp/Arg/Arg 7,0% (±0,2) 6,7% (±0,1) 7,3% (±0,3)
Trp/Arg/Gln 0,0% (±0,0) 0% 0%
Trp/His/Gln 0,2% (±0,1) 0,1% (±0,1) 0,3% (±0,2)

p-Wert Fälle vs. Kontrollen: 0,53

Tabelle 3.17: Haplotypenanalyse XRCC1
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3.3.6 Haplotypenanalyse für XPD

In der Haplotypenanalyse der XPD-Allele mittels PHASE 2.1 wurden die Wahrschein-

lichkeiten des gemeinsamen Vorkommens der Allele auf einem Chromosom errechnet. Da

XPD 199 konstant war, ergaben sich nur vier Kombinationen (Tabelle 3.18). Die Wildty-

pkombination 199Ile/312Asp/751Lys war mit 52,6% mit der größten Wahrscheinlichkeit

vertreten. Die Kombination der Risiko-Allel XPD 312Asn/751Gln folgt mit 30,6%. Eine

unterschiedliche Verteilung zwischen Fall- und Kontrollkollektiv lag nicht vor (p=0,81).

Haplotypen
Insgesamt Kontrollen Fälle

Proz. Häufigkeiten Proz. Häufigkeiten Proz. Häufigkeiten
(Standardfehler) (Standardfehler) (Standardfehler)

CGA 52,6% (±0,3) 51,9% (±0,4) 53,1% (±0,4)
(Ile/Asp/Lys)

CGC 9,7% (±0,3) 10,5% (±0,4) 9,1% (±0,5)
(Ile/Asp/Gln)

CAA 7,1% (±0,3) 7,0% (±0,4) 7,1% (±0,5)
(Ile/Asn/Lys)

CAC 30,6% (±0,3) 30,5% (±0,4) 30,7% (±0,5)
(Ile/Asn/Gln)

p-Wert Fälle vs. Kontrollen: 0,81

Tabelle 3.18: Haplotypenanalyse XPD
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Die vorliegende Arbeit hat an einem großen Kollektiv (295 Karzinompatienten, 350

Kontrollen) untersucht, ob angeborene Variationen der DNA-Reparaturenzyme XRCC1

und XPD einen Einfluss auf das Risiko haben, an einem Larynxkarzinom zu erkranken.

In dieser Studie konnte für keinen der untersuchten XRCC1-SNPs (194Trp, 280His,

399Gln) bzw. XPD-SNPs (199Met, 312Asn, 751Gln) eine Assoziation mit dem Risiko

an einem Larynxkarzinom zu erkranken gezeigt werden.

4.1 Diskussion der Ergebnisse für XRCC1

Es fanden sich bei XRCC1 keine signifikanten Unterschiede in den Allelfrequenzen und

der Verteilung der Genotypen zwischen Patienten- und Kontrollkollektiv. Auch in den

Subgruppenanalysen mit Fokussierung auf Alter, Geschlecht, Nikotinkonsum und Alko-

holkonsum waren keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen Patienten- und

Kontrollkollektiv feststellbar. Darüber hinaus erwiesen sich die Polymorphismen in die-

ser Untersuchung als irrelevant hinsichtlich der Tumorlokalisation und dem Staging zum

Zeitpunkt der Diagnosestellung. Damit stehen diese Ergebnisse im Gegensatz zu vielen

in vorangegangenen Studien gewonnenen Ergebnissen. Die bisherige Literatur zu diesem

Thema zeigt jedoch kein einheitliches Bild. Zum Teil werden den einzelnen Genvariatio-

nen protektive Eigenschaften zugeschrieben, zum anderen wird über ein erhöhtes Risiko,

an einem Karzinom zu erkranken, berichtet. Einige Studien stellen keine Unterschie-

de hinsichtlich der Suszeptibilität für Krebserkrankungen fest und entsprechen somit

unseren Ergebnissen. Im Folgenden sollen die hier gewonnenen Ergebnisse vor dem Hin-

tergrund der Literatur diskutiert werden.

4.1.1 Allelfrequenzen der XRCC1-SNPs

Die im Fallkollektiv und bei den Kontrollen gefundenen Allelfrequenzen wurden mit den

in der Literatur für größere Kontrollkollektive beschriebenen Allelfrequenzen der SNPs

verglichen. Die Ergebnisse zeigt Tabelle 4.1.
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Allelfrequenzen Ethnie Fallzahlen Referenz

XRCC1 194Trp
0,07 Kaukasier 295 Patienten dieser Studie
0,08 Kaukasier 338 Kontrollen dieser Studie
0,09 Kaukasier 198 (Stern et al., 2001)
0,07 Kaukasier 381 (Sturgis et al., 1999)
0,06 Kaukasier 169 (Lunn et al., 1999)
0,07 Kaukasier 234 (Duell et al., 2001)
0,05 Kaukasier 96 (Butkiewicz et al., 2001)
0,06 Kaukasier 463 (David-Beabes & London, 2001)
0,06 Afroamerikaner 166 (Duell et al., 2001)
0,08 Afroamerikaner 247 (David-Beabes & London, 2001)
0,35 Asiaten (Chinesen) 166 (Shen et al., 2000)
0,33 Asiaten (Koreaner) 172 (Lee et al., 2002)
0,34 Asiaten (Chinesen) 216 (Ratnasinghe et al., 2001)

XRCC1 280His
0,05 Kaukasier 290 Patienten dieser Studie
0,05 Kaukasier 334 Kontrollen dieser Studie
0,04 Kaukasier 198 (Stern et al., 2001)
0,05 Kaukasier 96 (Butkiewicz et al., 2001)
0,10 Asiaten (Koreaner) 172 (Lee et al., 2002)
0,07 Asiaten (Chinesen) 216 (Ratnasinghe et al., 2001)

XRCC1 399Gln
0,37 Kaukasier 294 Patienten dieser Studie
0,34 Kaukasier 337 Kontrollen dieser Studie
0,36 Kaukasier 198 (Stern et al., 2001)
0,34 Kaukasier 380 (Sturgis et al., 1999)
0,36 Kaukasier 381 (Duell et al., 2001)
0,37 Kaukasier 169 (Lunn et al., 1999)
0,35 Kaukasier 96 (Butkiewicz et al., 2001)
0,36 Kaukasier 461 (David-Beabes & London, 2001)
0,18 Afroamerikaner 247 (David-Beabes & London, 2001)
0,15 Afroamerikaner 13 (Stern et al., 2001)
0,14 Afroamerlkaner 266 (Duell et al., 2001)
0,25 Asiaten (Koreaner) 172 (Lee et al., 2002)
0,24 Asiaten (Chinesen) 216 (Ratnasinghe et al., 2001)
0,26 Asiaten (Chinesen) 166 (Shen et al., 2000)

Tabelle 4.1: Allelfrequenzen der XRCC1-SNPs
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Die in dieser Studie gefundenen Allelfrequenzen liegen in einem Bereich, der auch

von anderen Arbeitsgruppen für Kaukasier beobachtet wurde. Bei Betrachtung der

Allelfrequenzen fällt auf, dass deutliche Unterschiede zwischen den Ethnien bestehen.

XRCC1 194Trp kommt bei Kaukasiern (0,05-0,09) und Afroamerikanern (0,06-0,08)

ähnlich häufig vor. In asiatischen Kollektiven (Chinesen/Koreanern) ist es jedoch et-

wa fünf Mal so häufig (0,33-0,35). Auch 280His kommt bei Chinesen und Koreanern

häufiger (0,07-0,10) vor als bei Kaukasiern (0,04-0,05). XRCC1 399Gln hingegen ist bei

Kaukasiern wesentlich häüfiger (0,34-0,37) als bei Asiaten (Chinesen/Koreaner) (0,24-

0,26). Bei Afroamerikanern (0,14-0,18) ist es noch seltener zu finden.

4.1.1.1 XRCC1-194

Der Aminosäureaustausch Arg>Trp in Kodon 194 wurde als Risikofaktor für Krebser-

krankungen diskutiert, da er sich in der Linkerregion befindet, die die DNA-Polymerase-

ß-Domäne von der Poly(ADP-ribose)polymerase-Domäne trennt. Somit ist dieser nicht

konservative Aminosäureaustausch in einer strategisch wichtigen Position des Proteins

gelegen. Tatsächlich ist eine höhere DNA-Reparaturkapazität für 194Trp belegt. Das

Allel 194Trp war in einer Studie an peripheren Lymphozyten gesunder Kaukasier mit

einer geringeren Häufigkeit von Chromosomenbrüchen assoziiert (Tuimala et al., 2004).

Wang et al. konnten zeigen, dass der Wildtyp 194Arg unter Exposition mit Bleomyzin

oder BDPE (Benzo(a)pyren-Diol-Epoxid) mit signifikant mehr Chromosomenbrüchen

assoziiert war als die 194Trp-Variante (Wang et al., 2003).

Diese in vitro gewonnenen Ergebnisse wurden in epidemiologischen Studien überprüft

und konnten bestätigt werden. Sturgis et al. beobachteten in einer Fall-Kontroll-Studie

an kaukasischen Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich für ho-

mozygote Träger des Wildtyps 194Arg/Arg ein erhöhtes Risiko (OR=1,3; CI=0,8-2,3).

Das Risiko, im Bereich des Pharynx oder der Mundhöhle ein Karzinom zu entwickeln,

wurde mit OR=2,5 (CI=1,2-4,9) angegeben (Sturgis et al., 1999). In einer weiteren Stu-

die an 334 Lungenkrebspatienten und 704 Kontrollen wurde bei Afroamerikanern für He-

terozygote (194Trp/Arg) ebenfalls ein protektiver Einfluss im Vergleich zu 194Arg/Arg

festgestellt (OR=0,4; CI=0,2-0,9) (David-Beabes & London, 2001). Eine Studie an chine-

sischen Minenarbeitern beschrieb für Träger von 194Trp unter Alkoholkonsumenten ein

tendenziell geringeres Lungenkarzinomrisiko (Ratnasinghe et al., 2001). In einer weiteren

chinesischen Studie zeigte sich für Träger der 194Trp-Variante ein signifikant geringeres
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Risiko, am Magenkarzinom zu erkranken (OR=0,5; CI=0,3-0,9) (Shen et al., 2000). Han

et al. zeigten eine gering signifikante Erniedrigung des Risikos für Brustkrebs bei Frauen,

die 194Trp tragen (Han et al., 2003), und bestätigten damit eine 2001 von Duell et al.

gemachte Beobachtung (Duell et al., 2001).

Neben den protektiven Eigenschaften, die die eingangs erwähnten phänotypischen Er-

kenntnisse bestätigen, wurden in epidemiologischen Studien auch gegenteilige Effekte

gesehen. In einer Studie mit 98 kaukasischen Patienten wurde die 194Trp-Variante als

(nicht signifikanter) Risikofaktor für die Entwicklung eines SCCHN-Karzinoms beschrie-

ben (Olshan et al., 2002). Chen et al. fanden in China, dass die 194Trp-Variante mit

einem grenzwertig erhöhten Risiko vernüpft war, an Lungenkrebs zu erkranken (Chen

et al., 2002). Abdel-Rahan zeigte bei ägyptischen Trägern der Variante 194Trp ein

erhöhtes Risiko, an kolorektalem Krebs zu erkranken (OR=2,56; CI=0,73-9,4) (Abdel-

Rahman et al., 2000). Bei kaukasischen Trägerinnen mindestens eines Allels von 194Trp

wurde ein erhöhtes Risiko (OR=1,60; CI=0,89-2,97) für Brustkrebs beobachtet (Smith

et al., 2003). Diese Ergebnisse waren allerdings nicht signifikant.

Die Relevanz von XRCC1 194Trp als Risikofaktor oder als protektiver Faktor für die

Entwicklung von Karzinomen wird in vielen Untersuchungen nicht bestätigt. Varzim et

al. konnten bei kaukasischen Larynxkarzinompatienten weder protektive noch negative

Zusammenhänge finden, was durch die vorliegende Arbeit bestätigt wird (Varzim et al.,

2003). Auch für Ösophaguskarzinome, Lungenkrebs, Magenkrebs und Blasenkrebs konn-

te in weiteren Studien kein signifikanter Unterschied gefunden werden (Butkiewicz et al.,

2001; Lee et al., 2001, 2002; Sanyal et al., 2004; Stern et al., 2001).

Man kann somit feststellen, daß bezüglich einer Assoziation von XRCC1 194Trp mit

der Entwicklung von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches bei kaukasischen

Patienten widersprüchliche Ergebnisse vorliegen. Es konnten sowohl ein geringeres als

auch ein erhöhtes Risiko gezeigt werden. Für die Entwicklung eines Larynxkarzinoms

scheint dieser Polymorphismus laut derzeitiger Studienlage irrelevant zu sein, was durch

unsere Ergebnisse bestätigt wird.

Die Ergebnisse bezüglich anderer Tumoren sind ebenfalls heterogen. Insgesamt wur-

de jedoch für Träger des Trp-Allels eher ein protektiver Einfluss auf Krebserkrankungen

gesehen, wie die Metaanalyse von Hu et al. zeigt, die die Ergebnisse von 38 Fall-Kontroll-

Studien zusammen-fasst (Hu et al., 2005). Die meisen der zugrundeliegenden Untersu-

chungen wurden jedoch an Asiaten durchgeführt, bei denen das Trp-Allel viel häufiger

als bei Kaukasiern vorkommt (siehe oben).

53



4 Diskussion

4.1.1.2 XRCC1-280

XRCC1 280His ist ein in allen Kollektiven relativ seltenes Allel und war bisher eher sel-

ten Forschungsgegenstand. Der aus dem Basentausch G>A resultierende Aminosäure-

austausch Arg>His in Kodon 280 ist wie XRCC1 194Trp in der Linkerregion zwischen

der DNA-Polymerase-ß-Domäne und der Poly(ADP-ribose)polymerase-Domäne gelegen.

Phänotypische Untersuchungen zur Relevanz fanden bei His-Trägern eine größere Insta-

bilität der Chromosomen (Kiuru et al., 2005). Eine andere Studie konnte keinen Einfluss

auf Chromosomenaberrationen zeigen (Tuimala et al., 2004). In epidemiologischen Studi-

en wurde der Variante ein erhöhtes Risiko für das Lungenkarzinom (NSCLC) (OR=1,8;

CI=1,0-3,4) und ein erhöhtes Brustkrebsrisiko (OR=1,8; CI=1,07-3,05) zugeschrieben

(Moullan et al., 2003; Ratnasinghe et al., 2001). Kein signifikantes Risiko wurde für

ALL, Blasenkrebs und das Ösophaguskarzinom beobachtet (Joseph et al., 2005; Lee

et al., 2001; Stern et al., 2001). Eine taiwanesische Studie zeigte auch für Nasopha-

rynxkarzinome kein erhöhtes Risiko (Cho et al., 2003). In der Metaanalyse von Hu wurde

bei 1688 Krebspatienten und 2129 Kontrollen für Träger des His-Allels ein signifikant

erhöhtes Risiko gefunden, an einem Larynxkarzinom zu erkranken (Hu et al., 2005). Für

Kaukasier lagen bislang keine Ergebnisse bezüglich des Larynxkarzinoms vor.

In der vorliegenden Studie wurde für Träger des varianten Allels in Kodon 280 (280His)

bei Nichtrauchern mit einer OR=3,3 (CI 0,95-11,48) ein erhöhtes Risiko, an einem La-

rynxkarzinom zu erkranken, ermittelt. Dieses Ergebnis ist allerdings statistisch nicht

signifikant (p=0,071), da aufgrund der Seltenheit des varianten Allels und der wenigen

Nichtraucher unter den Larynxkarzinompatienten diese Untergruppe von Patienten sehr

klein war (n=4). Um dieses Ergebnis zu prüfen, sind Studien mit mehr Teilnehmern

notwendig, damit diese Untergruppe ausreichend groß wird. Die vorliegenden Ergeb-

nisse entsprechen den in Taiwan gewonnenen Erkenntnissen, die eine epidemiologische

Relevanz des Polymorphismus für Plattenepithelkarzinome im Kopf-Halsbereich eher in

Frage stellen.

4.1.1.3 XRCC1-399

Eine Assoziation dieses Polymorphismus zu Krebserkrankungen wurde bislang am aus-

giebigsten diskutiert. Sie wurde theoretisch angenommen, weil sich die Arg>Gln Sub-

stitution in Kodon 399 im C-teminalen Ende der PARP-Interaktions-Domäne in der

BRCT-1 Region befindet. PARP interagiert mit XRCC1 durch seinen N-terminalen
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Zinkfinger-Komplex. Da der 399Gln-Polymorphismus also in einer Region von XRCC1

liegt, die biologisch wichtige Domänen enthält, könnte das Tragen dieser Variante zu

einer verminderten DNA-Reparaturkapazität führen (Lunn et al., 1999). Der Polymor-

phismus könnte zu Veränderungen in der PARP-bindenden-Stelle führen.

In phänotypischen Studien konnte tatsächlich ein Einfluss auf die DNA-Reparatur-

kapazität gezeigt werden, obwohl der direkte Einfluss der Polymorphismen im XRCC1-

Gen auf die Funktion des Proteins noch ungeklärt ist. In diesen Studien wurden Lym-

phozyten in der Zellkultur diversen Noxen ausgesetzt und dann das Ausmaß der DNA-

Schädigung gemessen. Einheitlich wurde die Variante XRCC1 399Gln im Vergleich zum

Wildtyp als DRC-verschlechternd beschrieben. Funktionsassays zeigten, dass Frauen, die

399Gln tragen, eher detektierbare Mengen an Aflatoxin B1-DNA (AFB1-DNA) aufwei-

sen als diejenigen, die für den Wildtyp Arg/Arg homozygot sind (Lunn et al., 1999). Lunn

et al. konnten auch beobachten, dass Träger mindestens eines 399Gln-Allels eine höhere

Wahrscheinlichkeit dafür hatten, messbare Mengen von AFB1-DNA-Addukten zu zeigen

(Lunn et al., 1999). Auch Matullo et al. fanden bei Nichtrauchern mit dem 399Gln-Allel

mehr DNA-Addukte (Matullo et al., 2001b). Unter Benzo(a)pyren-Diolepoxid (BPDE)-

Belastung entstanden in 399Gln-Zellen mehr Chromosomenbrüche (Wang et al., 2003),

wenn auch keine direkte Erhöhung der BPDE-DNA-Addukte nachweisbar war (Pasto-

relli et al., 2002). Nach Exposition mit Nitrosamin 4-(methylnitrosamin)-1-(3-pyridyl)-

1-butanon (NNK), was hauptsächlich in Tabak vorkommt, zeigen Zellen mit dem 399Arg

Wildtyp eine geringere Anzahl von Schwesterchromatidaustauschen (SCE) als Zellen mit

399Gln-Genotyp (Abdel-Rahman & El-Zein, 2000).

In Lymphozytenassays beobachten, dass Zellen von gesunden Rauchern, die homozy-

got für das 399Gln Allel waren, etwas mehr SCE aufwiesen als Zellen von 399Arg homo-

zygoten Individuen. Darüberhinaus fanden sich Hinweise für einen Gen-Dosis-Effekt für

399Gln und DNA-Addukte (Duell et al., 2000). Taiwanesische Patienten mit Plattene-

pithelkarzinomen der Mundhöhle (Oral squamosus cell carcinoma = OSCC), die homo-

zygot für die Variante 399Gln waren, hatten deutlich mehr p53-Mutationen als andere

(Hsieh et al., 2003). Des weiteren zeigte sich bei französischen Arbeitern der Vinylchlorid-

Industrie ein Gen-Dosis-Zusammenhang zwischen p53-Mutationen und 399Gln (Li et al.,

2003). Das 399Gln-Allel bewirkt auch eine Hypersensitivität gegenüber ionisierender

Strahlung (Hu et al., 2001), die vermehrt zu Karzinomen führt (Au et al., 2003). Alle

diese Untersuchungen zeigen, dass die Variante 399Gln, besonders, wenn sie homozygot

vorliegt, die DRC verschlechtert. Diese in der Zellkultur gewonnene Erkenntnisse wur-
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den in epidemiologischen Studien an Kollektiven von Karzinompatienten überprüft und

konnten häufig bestätigt werden.

In einer Fall-Kontroll-Studie von Sturgis et al. an 203 kaukasischen Patienten mit

Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich und 424 Kontrollen zeigte sich für die

399Gln-Träger ein erhöhtes Risiko (OR=1,6; CI=0,9-2,6) (Sturgis et al., 1999). Das Risi-

ko für Raucher betrug sogar das 3,2-fache (OR=3,2; CI=1,3-7,9). Als Risikofaktor wurde

399Gln auch für das Bronchialkarzinom beschrieben: Divine et al. konnten zeigen, dass

der XRCC1-399Gln-Polymorphismus das Risiko, an einem Adenokarzinom der Lunge zu

erkranken, um das 2,5-fache (OR=2,5; CI=1,1-5,8) erhöht (Divine et al., 2001). Bei Kau-

kasiern wuchs die Signifikanz unter Berücksichtigung von Alter und Rauchgewohnheiten

auf OR=3,25 (CI=1,2-10,7). Park et al. untersuchten in ihrer Studie die Häufigkeit der

XRCC1-399Gln-Genotypen bei 192 männlichen, rauchenden Lungenkrebspatienten und

135 gesunden Kontrollen. Ein signifikanter Zusammenhang ergab sich zwischen dem

Vorkommen von Plattenepithelkarzinomen der Lunge und homozygoten Trägern der

399Gln-Variante (OR=3,3; CI=1,2-9,2). Bei den untersuchten Patienten mit relativ ge-

ringem Zigarettenkonsum (<40 PJ) fiel die Signifikanz mit OR=5,8 (CI=1,5-22,7) am

größten aus (Park et al., 2002). Auch als Risikofaktor für die kindliche ALL (Joseph et al.,

2005) und als unabhängiger Risikofaktor für Magen- und Kolonkarzinom spielen Poly-

morphismen im XRCC1-Gen eine Rolle: Abdel-Rahan zeigte bei ägyptischen Trägern

der 399Gln-Variate ein erhöhtes Risiko, frühzeitig an kolorektalem Krebs zu erkranken

(OR=3,98; CI=1,5-10,6). Interessanter Weise war die Assoziation umso stärker ausge-

prägt, je jünger die Patienten bei Diagnosestellung waren (Abdel-Rahman & El-Zein,

2000).

Es wurden auch gegenteilige Effekte beobachtet. Zhou et al. fanden 2003 in einer

großen Studie an 1091 kaukasischen Lungenkarzinompatienten und 1240 Kontrollen einen

Zusammenhang zwischen Rauchgewohnheiten, Polymorphismen von DNA-Reparatur-

enzymen und dem Risiko, an Lungenkrebs zu erkranken: XRCC1 399Gln zeigte zwar

eine Risikoerhöhung bei Nichtrauchern (OR=2,4; CI=1,2-5,0), jedoch eine Risikover-

ringerung bei starken Rauchern (Zhou et al., 2003). Dieser Zusammenhang wurde in

einer weiteren Untersuchung bestätigt: In einer Studie an 334 Patienten und 704 Kon-

trollen wurde für 399 Gln/Gln ein - wenn auch nicht statistisch signifikanter - Hinweis

dafür gefunden, dass es sich um einen protektiven Faktor für starke Raucher sowohl

kaukasischer wie afroamerikanischer Abstammung handelt (David-Beabes & London,

2001). Eine weitere Studie mit 98 kaukasischen SCCHN-Patienten identifizierte 399Gln
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als schwach protektiven Faktor (OR=0,6; CI=0,4-1,1) (Olshan et al., 2002). Für Patien-

ten mit Ösophaguskarzinomen wurde unter Berücksichtigung der Schadstoffexposition

bei Alkohol-Konsumenten für die häufigere Variante 399Arg/Arg ein signifikant erhöhtes

Risiko gefunden, an einem Ösophaguskarzinom zu erkranken (OR=2,78; CI=1,15-6,67)

(Lee et al., 2001).

Auch für AML-Patienten und Hautkrebspatienten konnte gezeigt werden, dass die

Anwesenheit mindestens eines 399Gln-Allels protektive Effekte hat (AML: OR=0,44;

CI=0,20-0,93) (Seedhouse et al., 2002), (BCC: OR=0,7; CI=0,4-1,0; SCC: OR=0,6; CI=

0,3-0,9) (Nelson et al., 2002), was im deutlichen Widerspruch zu den phänotypischen

Beobachtungen steht. Varzim et al. konnten in einem Kollektiv kaukasischer SCCHN-

Patienten weder protektive noch risikoerhöhende Effekte erkennen (Varzim et al., 2003),

diese Befunde entsprechen somit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit (OR für

Arg/Gln und Gln/Gln: 1,07; CI=0,43-2,65). Weitere Studien zeigten ebenfalls keine Si-

gnifikanz für die Entwicklung eines Lungenkarzinoms, weder bei Kaukasiern (Butkiewicz

et al., 2001; Li et al., 2007), noch bei asiatischen Lungenkrebspatienten (Chen et al.,

2002; Ratnasinghe et al., 2001). Auch für Prostatakarzinome (Rybicki et al., 2004) und

Brustkrebs (Shu et al., 2003; Smith et al., 2003) wurde kein Zusammenhang zwischen

der XRCC1 399-Variante und dem Risiko, am jeweiligen Krebs zu erkranken, gefun-

den. Duell et al. fanden einen interessanten Unterschied zwischen afroamerikanischen

und kaukasischen Brustkrebspatientinnen: Für Afroamerikanerinnen stellt demnach das

Tragen eines 399Gln-Allels einen signifikanten Risikofaktor für Brustkrebs dar (OR=1,7;

CI=1,1-2,4), nicht aber für kaukasische Patientinnen (OR=1,0; CI=0,8-1,4) (Duell et al.,

2001). Betrachtet man nur Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs, so wurden diese in vier an-

deren Studien untersucht. Die oben erwähnte Arbeit von Olshan et al. war die einzige,

die für die Variante Gln/Gln einen signifikant protektiven Effekt beschrieb Olshan et al.

(2002). In der Metaanalyse von Hu et al. (Hu et al., 2005) stellte sich Gln/Gln insgesamt

als ein schwacher, wenn auch nicht signifikanter, Risikofaktor (OR 1,18; CI 0,81-1,58)

dar.

Die bisher in epidemiologischen Studien erhobenen Ergebnisse fallen also unterschied-

lich aus. Insgesamt wurde die 399Gln-Variante häufiger als schädlich, die 194Trp-Variante

häufiger als protektiv beschrieben. Die 280His-Variante wurde seltener untersucht. In

den vorangegangenen Studien stellte sie sich aber als irrelevant oder als Risikofaktor

heraus. In den meisten epidemiologischen Studien wurden keine signifikanten Ergebnis-

se gewonnen. Dies entspricht den Ergebnissen dieser Arbeit. Der vorliegenden Studie
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zufolge hat keines der untersuchten varianten Allele von XRCC1, weder 194Trp, noch

280His noch 399Gln, einen statistisch signifikanten Einfluss auf die Entwicklung eines

Larynxkarzinoms.

Die Unterschiede zu den Ergebnissen anderer Autoren können u.a. in der Auswahl

der Patienten begründet sein. Bei den anderen epidemiologischen Studien wurden sel-

ten isolierte Kollektive von Larynxkarzinompatienten untersucht. In den Kollektiven der

SCCHN-Patienten sind Plattenepithelkarzinome aller Regionen des Kopf-Hals-Bereiches

zusammengefasst. In der getrennten Auswertung der SCCHN nach Lokalisation des Tu-

mors fand Surgis ein erhöhtes Risiko für Pharynxkarzinome. Zwar können alle Tumoren

von DNA-schädigenden Agentien verursacht werden, die verschiedenen Gewebe sind No-

xen aber unterschiedlich stark ausgesetzt, das Epithel des Larynx möglicherweise weniger

als das Epithel des Oropharynx. Auch sind andere Risikofaktoren bei Tumoren unter-

schiedlichen Ursprungsgewebes von unterschiedlichem Gewicht. Und auch wenn sich die

exogenen Risikofaktoren gleichen, müssen die genetischen Risikofaktoren zur Entwick-

lung von Karzinomen nicht identisch sein. Die Heterogenität der Ergebnisse legt nahe,

dass die hier untersuchten genetischen Polymorphismen von XRCC1 einzeln eher irre-

levant als Risikofaktor für das Larynxkarzinom in der kaukasischen Bevölkerung sind.

Insgesamt tritt die genetische Prädisposition hinter den umweltbedingten Risiken zurück.

Der Risikofaktor Nikotinkonsum steht im Vordergrund.

Die Unterschiede in den Ergebnissen beruhen auch auf den unterschiedlichen unter-

suchten Ethnien. Wie oben dargestellt, gibt es bezüglich der Häufigkeiten der SNPs

beträchtliche ethnische Unterschiede. Viele der epidemiologischen Studien wurden mit

asiatischen (chinesischen/koreanischen) Kollektiven gemacht. Die dort gewonnenen Er-

gebnisse lassen sich nicht auf Kaukasier übertragen, da sich schon die Allelfrequenzen

in der gesunden Bevölkerung beträchtlich unterscheiden (siehe oben). Den Studien aus

den USA liegen meist Mischpopulationen aus kaukasischen, afroamerikanischen und Pa-

tienten mit südamerikanischer Herkunft zugrunde. Bei getrennter Analyse werden die

untersuchten Kollektive dann klein und Probleme hinsichtlich der statistischen Aus-

wertbarkeit treten auf. In den Subgruppenanalysen werden die Fallzahlen zum Teil zu

gering, um Einflüsse - besonders der seltenen Polymorphismen - statistisch aussagefähig

zu untersuchen.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse für XPD

In der vorliegenden Arbeit konnte kein Zusammenhang zwischen den XPD/ERCC2-

SNPs in Position 199, 312 und 751 und dem Risiko, an einem Larynxkarzinom zu erkran-

ken, gezeigt werden. Auch in den Subgruppenanalysen nach Alter, Geschlecht, Nikotin-

und Alkoholkonsum sowie Tumorlokalisation und -Staging lagen keine statistisch signi-

fikant unterschiedlichen Verteilungen der Genotypen vor.

Wie im Kapitel 1.2.1 der Einleitung erläutert, ist XPD ein zentrales Protein im Pa-

thway der Nucleotid-Exzisionsreparatur, die wiederum Tabakrauch-induzierte Schäden

der DNA beseitigt. Es wurde bereits mehrfach in Studien versucht, einen Zusammen-

hang zwischen den häufigsten Polymorphismen dieses Gens und der Wahrscheinlichkeit,

an Tabakrauch-induzierten Tumoren zu erkranken, herzustellen. Allein 18 Studien unter-

suchen den Zusammenhang zwischen den XPD-Varianten 312/751 und der Wahrschein-

lichkeit, an Lungenkrebs zu erkranken (Kiyohara & Yoshimasu, 2007). Diese Studien

sind zu widersprüchlichen Ergebnissen gelangt.

4.2.1 Allelfrequenzen der XPD-SNPs

Die in dem Kontrollkollektiv gefundenen Allelfrequenzen wurden mit in der Literatur

veröffentlichten Allelhäufigkeiten in Kontrollkollektiven verglichen. Die Ergebnisse sind

in Tabelle 4.2 zusammengestellt. Auffällig sind auch hier die deutlichen Unterschiede je

nach untersuchter Ethnie. Die in dieser Studie gefundenen Allelfrequenzen sind mit denen

vergleichbar, die von anderen Autoren in kaukasischen Kollektiven gefunden wurden.

Der Polymorphismus am Kodon 199 wurde weder bei Patienten noch bei Kontrollen

nachgewiesen. Er ist aufgrund seiner Seltenheit wenig untersucht. Die veröffentlichten

Frequenzen liegen bei 0,00-0,04 (Butkiewicz et al., 2001; Shen et al., 1998b). Wie in

den Voruntersuchungen sind die Polymorphismen in Position 312 und 751 häufig und

liegen wie in anderen größeren Kollektiven für 312Gln bei 0,38 (Patienten) bzw. 0,37

(Kontrollen). Für Kaukasier wurden Werte zwischen 0,33-0,44 angegeben. Dies spricht

dafür, dass unser Kollektiv repräsentativ ist.

Ebenso entsprechen die für XPD 751Gln ermittelten Frequenzen (0,40 für Kontrollen)

denen der Literatur. Hier wurden Häufigkeiten des selteneren Allels zwischen 0,34 und

0,42 ermittelt.
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Allelfrequenzen Ethnie Fallzahlen Referenz

XPD 199Met
0,0 Kaukasier 293 Paienten dieser Studie
0,0 Kaukasier 314 Kontollen dieser Studie
0,0 Kaukasier 31 (Lunn et al., 2000)
0,0 Kaukasier 96 (Butkiewicz et al., 2001)

XPD 312Asn
0,38 Kaukasier 293 Patienten dieser Studie
0,37 Kaukasier 314 Kontrollen dieser Studie
0,33 Kaukasier 313 (Sturgis et al., 2002)
0,38 Kaukasier 118 (Vogel et al., 2001)
0,44 Kaukasier 96 (Butkiewicz et al., 2001)
0,33 Kaukasier 1240 (Zhou et al., 2002)
0,37 Kaukasier 162 (Hou et al., 2002)
0,36 Kaukasier 211 (Winsey et al., 2000)

XPD 751Gln
0,41 Kaukasier 287 Patienten dieser Studie
0,40 Kaukasier 314 Kontrollen dieser Studie
0,42 Kaukasier 79 (Matullo et al., 2001a)
0,42 Kaukasier 96 (Butkiewicz et al., 2001)
0,35 Kaukasier 687 (David-Beabes & London, 2001)
0,37 Kaukasier 1240 (Zhou et al., 2002)
0,37 Kaukasier 162 (Hou et al., 2002)
0,34 Kaukasier 496 (Sturgis et al., 2000)
0,40 Kaukasier 211 (Winsey et al., 2000)
0,36 Kaukasier 118 (Vogel et al., 2001)
0,25 Afroamerikaner 234 (David-Beabes & London, 2001)
0,06 Asiaten (Koreaner) 163 (Park et al., 2002)
0,09 Asiaten (Chinesen) 1020 (Liang et al., 2003)

Tabelle 4.2: Allelfrequenzen der XPD-SNPs
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4.2.1.1 XPD-199

Der Aminosäureaustausch von Isoleucin gegen Methionin in Kodon 199 basiert auf einer

C nach G-Transversion im Gen. Dieser SNP ist sehr selten und konnte in dieser Arbeit

weder im Patienten- noch im Kontrollkollektiv nachgewiesen werden: Es fanden sich

weder homozygote noch heterozygote Allelträger. Auch in den vorliegenden Arbeiten

aus der Literatur war dieser Polymorphismus extrem selten (Butkiewicz et al., 2001).

Eine Assoziation zu Erkrankungen, insbesondere zu Krebserkrankungen, wurde bislang

nicht nachgewiesen.

4.2.1.2 XPD-312

Dieser SNP in Exon 10 (G ==> A) sorgt für einen Austausch von Asparaginsäure

gegen Asparagin im Protein. Er ist mit etwa 40% in der kaukasischen Bevölkerung häufig

vertreten. Dieser Genabschnitt ist bei Wirbeltieren evolutionär bewahrt: Mensch, Maus,

Hamster und Fisch haben Asparaginsäure an der selben Stelle des Proteins (Butkiewicz

et al., 2001). Asparaginsäure scheint in dem Bereich des Proteins notwendig zu sein,

denn diejenigen Spezies, die nicht in Position 312 Asparaginsäure haben, tragen es in

Position 313.

Im Host Cell Reaktion Assay (HCR) zeigten Träger des varianten Allels eine verrin-

gerte DRC nach BPDE-Exposition (Spitz et al., 2001) und nach UV-Exposition (Qiao

et al., 2002). Das sich aus diesen Beobachtungen ergebende Risiko zur Entwicklung von

Karzinomen konnte in vorangegangenen epidemiologischen Arbeiten bestätigt werden.

Das variante Allel zeigte sich als Risikofaktor für Lungenkrebs (OR=1,5; CI=1,1-2,0)

(Zhou et al., 2002). Dabei ergab sich besonders für Nichtraucher eine erhöhte Gefährdung

(OR=3,4; CI=1,9-6,0), was auch in einer anderen Studie auffiel (OR=2,6; CI=1,1-6,8)

(Hou et al., 2002). Eine chinesische Studie fand an einem sehr umfangreichen Kollektiv

heraus, dass homozygote Träger des varianten Allels ein deutlich erhöhtes Risiko hatten,

an einem Lungenkarzinom zu erkranken (OR=10,3; CI=1,29-82,5). Für Plattenepithel-

karzinome wuchs das Erkrankungsrisiko auf das 20-fache (OR=20,5; CI=2,25-179,05)

(Liang et al., 2003). In einer anderen Studie wurde die Interaktion zwischen Geno-

typ und Tabakrauchexposition genauer analysiert. Dabei konnte bestätigt werden, dass

mit der Variante Asn assoziierte Lungenkrebsrisiko mit steigender Tabakrauchexpositi-

on abnahm (Zhou et al., 2002). Gegenteilige Ergebnisse wurden von Butkiewicz et al.

gewonnen. In ihrer Studie aus dem Jahr 2002 hatten homozygote Träger des Wildtyps
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312Asp/Asp ein 1,9-fach erhöhtes Risiko, an einem NSCLC zu erkranken (Butkiewicz

et al., 2001).

Diese Ergebnisse konnten wir für das Larynxkarzinom nicht bestätigen. Es fand sich

keine unterschiedliche Verteilung der Genotypen. Damit entsprechen unsere Ergebnis-

se anderen Studien an Lungenkrebspatienten und SCCHN-Patienten, in denen sich die

Verteilung der Genotypen zwischen Fällen und Kontrollen auch nicht signifikant unter-

schied (Matullo et al., 2006; Misra et al., 2003; Popanda et al., 2004; Shen et al., 2005;

Spitz et al., 2001; Sturgis et al., 2002; Vogel et al., 2004; Zienolddiny et al., 2006). In

der Metaanalyse von Kiyohara, in der die Ergebnisse vieler epidemiologischer Studien

zusammen betrachtet werden, wird für den Polymorphismus insgesamt kein signifikanter

Zusammenhang zum Risiko, an einem Lungenkrebs zu erkranken, hergestellt (Kiyohara

& Yoshimasu, 2007). In unserer Subgruppenanalyse fanden wir keinen Zusammenhang

mit dem Rauchverhalten, jedoch einen angedeuteten Zusammenhang mit dem Alkohol-

konsum. Bei den Personen, die Alkoholkonsum verneinten, fand sich für Asn-Träger ein

2,7-fach erhöhtes Risiko (OR=2,67; CI=1,01-7,02, p=0,061), an einem Larynxkarzinom

zu erkranken. Da die meisten Larynxkarzinompatienten jedoch Alkohol zu sich nahmen

und nur bei einem Teil der Kontrollen Angaben zum Alkoholkonsum vorlagen, war diese

Gruppe sehr klein, je 22 Fälle und Kontrollen (71% vs 47%). Für die Variante XPD

312Asn trat noch ein anderer Zusammenhang auf: Sie kam homozygot bei fortgeschrit-

tenen Tumoren häufiger als bei lokal begrenzten Tumoren vor. Die Patienten waren je

nach Ausdehnung des Tumors zum Zeitpunkt der Diagnosestellung eingeteilt worden:

Bei 141 Patienten (47,8%) war der Tumor in einem frühen Stadium diagnostiziert worden

(UICC 0-II), bei 131 Patienten (44,4%) lag zu diesem Zeitpunkt schon ein fortgeschrit-

tenes Tumorleiden vor (UICC II-IV). Von diesen Patienten waren 23 homozygot für

XPD 312Asn, bei den Frühstadien nur 13 (17,6% vs. 9,4%). XPD 312Asn könnte, wenn

es homozygot vorliegt, die DNA-Reparatur verschlechtern, und somit ein schnelles Fort-

schreiten des Tumors begünstigen. Der Unterschied in der Verteilung der Genotypen war

jedoch nicht signifikant (p=0,098). Ein derartiger Zusammenhang ist bislang in anderen

Studien nicht beschrieben worden.
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4.2.1.3 XPD-751

Die Variante in Kodon 751 führt in der Domäne zur Interaktion mit p44 am C-Terminus

des Proteins mit dem Austausch von Lysin gegen Glutamin eine Aminosäure mit anderen

elektrischen Eigenschaften ein (Coin et al., 1998).

Phänotypische Untersuchungen haben den Wildtyp als Risikogenotyp identifiziert.

Der homozygote Wildtyp XPD 751Lys/Lys war mit einer verminderten Effektivität bei

der Reparatur von Röntgenstrahlen-induzierten DNA-Schäden verknüpft (Lunn et al.,

2000). Andere Arbeitsgruppen haben den Comet-Assay an Lymphozyten von 40 Pso-

riasispatienten mit oder ohne BCC angewandt und stellten fest, dass das 751Lys-Allel

mit einer größeren Zahl an UVC-induzierten Strangbrüchen assoziiert war (Moller et al.,

2000). Die Zahl der SCE und der Aflatoxin-DNA-Addukte wurde in Lymphozytenassays

nicht beinflusst (Duell et al., 2000). Im Gegensatz dazu fanden Studien an größeren Kol-

lektiven von gesunden Individuen, dass die DRC nach BPDE- oder UV-Exposition bei

Trägern der Variante 751Gln verglichen mit dem Wildtyp verringert waren (Qiao et al.,

2002; Spitz et al., 2001).

Aufgrund dieser in vitro gewonnenen Ergebnisse wurde der 751Gln-Polymorphismus

in molekulargenetischen epidemiologischen Studien intensiv beleuchtet, jedoch ohne dass

eindeutige oder signifikante Ergebnisse gewonnen werden konnten. Grundlage der Unter-

suchungen waren neben Zigarettenrauch-assoziierten Tumoren vor allem Hauttumoren.

Hinweise auf Assoziationen gab es in beide Richtungen. In einer chinesischen Studie

zeigte sich ein geringeres Lungenkrebs-Risiko für homozygote Träger der Variante Gln

im Vergleich zum Lys-Wildtyp, was den phänotypischen Erkenntnissen entspricht (Shen

et al., 2005). Andererseits führte die homozygote Variante (Gln/Gln) zu einem grenz-

wertig höheren Risiko für SCCHN (OR=1,55; CI=0,96-2,52) (Sturgis et al., 2000). Eine

Erhöhung des Risikos für Lungentumoren wurde in zwei Studien bei Nichtrauchern für

das Gln-Allel festgestellt (Hou et al., 2002; Zhou et al., 2002). Die Studie von Zhou

u.a. ist aufgrund ihrer hohen Fallzahl erwähnenswert. Es wurden 1092 Lungenkarzinom-

Patienten und 1240 Kontrollen eingeschlossen. Das hier gefundene Risiko war mit einer

Odds-Ratio von 2,0 (CI=1,1-3,4) bei Nichtrauchern signifikant erhöht. Wie in der vor-

liegenden Arbeit wurde in mehreren Arbeiten keine Assoziation zum Lungenkarzinom

beschrieben (Butkiewicz et al., 2001; David-Beabes et al., 2001; Park et al., 2002; Spitz

et al., 2001). Auch bei Blasenkrebs- und Hautkrebskollektiven fehlte eine Verbindung

(Matullo et al., 2001a; Vogel et al., 2001; Winsey et al., 2000). In der Metaanalyse
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von Kiyohara wurde ein insgesamt erhöhtes Lungenkrebs-Risiko für homozygote Träger

der Variante Gln festgestellt (OR=1,3; CI=1,14-1,49) (Kiyohara & Yoshimasu, 2007).

Diese Analyse umfasst allerdings Arbeiten an verschiedenen Ethnien. In der vorliegen-

den Arbeit fand sich für XPD 751Gln eine (wenn auch nicht signifikante) Assoziation

bei verneintem Alkoholkonsum (OR=2,51; CI=0,92-6,84; p=0,091), was auch für XPD

312Asn beobachtet wurde. Dass Träger des varianten Allels ein erhöhtes Risiko für die

Entwicklung eines Larynxkarzinom haben, wenn sie keinen Alkohol trinken, entspricht

in gewisser Weise den vorangegangenen Studien, die gerade für nicht- oder wenigrau-

chende Variantenträger ein erhöhtes Risiko sahen. Wenn die Hypothese zutrifft, dass die

genetischen Varianten zu einer Schwächung der DNA-Reparaturkapazität führen, käme

dies bei diesen Menschen vor allem bei geringer Schadstoffbelastung zum Tragen, wenn

Träger von Wildtypallelen entstandene Schäden noch ausgleichen können. Hohe Schad-

stoffbelastung dagegen führt jedes Reparatursystem an seine Grenze, auch das genetisch

nicht modifizierte. Auch hier wären jedoch große populationsbasierte Studien mit gering

exponierten Karzinompatienten von Nöten, um eine Assoziation zu belegen.

4.3 Gen-Kombinationen

Mittels Haplotypenanalyse wurden die Häufigkeiten der Allelkombinationen auf den

Chromosomen geschätzt.

Die häufigste Kombination auf dem XRCC1-Gen ist 194Arg/280Arg/399Arg mit ins-

gesamt 54,2%. Die Kombination der potenziellen Risiko-Allele 194Arg/280His/399Gln

kam weder bei Fällen noch bei Kontrollen vor. Fälle und Kontrollen unterscheiden sich

in den Häufigkeiten der Haplotypen nicht (p=0,53).

In der oben erwähnten Fall-Kontroll-Studie von Sturgis u.a. zeigte die Kombination

der Genotypen XRCC1 194Arg/Arg und 399Gln/Gln - besonders bei Rauchern und

Alkohol-Konsumenten - ein erhöhtes Risiko für SCCHN (Sturgis et al., 1999). In ei-

ner chinesischen Studie ergab sich für Träger der XRCC1-194Trp-Variante ein signifi-

kant geringeres Risiko, am Magenkarzinom zu erkranken. Die Kombination zwischen

194Trp/Trp und 399Arg/Gln bzw. Gln/Gln erbrachte jedoch mit OR=1,73 (CI=1,12-

2,69) ein signifikant höheres Risiko, an Magenkarzinom (besonders Kardiakarzinom)

zu erkranken (Shen et al., 2000). In einer koreanischen Studie konnten zunächst kei-

ne Assoziationen zwischen einem der drei XRCC1-Polymorphismen und einem Risiko

für Magenkrebs gezeigt werden. Erst Auswertungen, die auf Haplotypen basieren, deu-
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teten auf Risiken hin (Lee et al., 2002). Diese zeigten für die XRCC1-Kombination

194Trp/280Arg/399Arg ein geringeres (OR=0,65; CI=0,43-0,99), für Träger der Wildtyp-

Kombination 194Arg/280Arg/399Arg allerdings ein größeres Risiko (OR=1,57; CI=0,93-

2,65). Eine weitere Studie hat die Kombination der Varianten 194Trp und 399Gln als

einen signifikanten Risikofaktor für kindliche ALL beschrieben (OR=4,41; CI=1,83-

10,61) (Joseph et al., 2005).

Auch die Häufigkeiten der Haplotypen von XPD wurden in der vorliegenden Arbeit

mittels Haplotypenanalyse ermittelt. Da das Allel 199 invariant vorlag, fanden wir nur 4

verschiedene Kombinationen. Die Wildtyp-Kombination 199Ile/312Asp/751Lys lag mit

insgesamt 52,6% am häufigsten vor. Unterschiede zwischen dem Fall- und dem Kontroll-

kollektiv traten nicht auf. Die vermutete Risiko-Kombination 199Ile/312Asn/751Gln

kam bei Fällen und bei Kontrollen mit 30,7% bzw. 30,5% ebenfalls gleich häufig vor.

Vorangegangene Studien hatten den gemeinsamen Effekt der XPD-Polymorphismen un-

tersucht. Wenn man die XPD 312/751-Allele kombinierte, wurde phänotypisch die beste

DRC in Zellen von Individuen mit beiden Wildtypen, die schlechteste in Zellen mit

mindestens zwei Varianten beobachtet. Der gemeinsame Effekt dieser zwei Polymorphis-

men fand sich auch epidemiologisch, da sich ein höheres Risiko für Lungenkrebs bei

Individuen zeigte, die zwei oder mehr Variantenallele trugen (Spitz et al., 2001). Die-

sen Zusammenhang fanden auch Zhou et al. (Zhou et al., 2002), die bei Nichtrauchern

mit beiden Risikoallelen ein 2,6fach erhöhtes Lungenkrebsrisiko beobachteten (OR=2,56,

CI=1,3-5,0).

In der vorliegenden Studie wurde auf Subgruppenanalysen der Haplotypen bezüglich

Nikotin- und Alkoholkonsum verzichtet, da die betreffenden Stichproben zu klein für

statistisch aussagekräftige Auswertungen geworden wären. Die hier gewonnene Ergeb-

nisse deuten darauf hin, dass die Zusammenhänge zwischen den Haplotypen und dem

Risiko der Entstehung eines Larynxkarzinoms, sollte es sie geben, zu gering sind, um in

einem Kollektiv von 295 Patienten statistisch sicher nachgewiesen zu werden.

Die SNPs im XRCC1-Gen und XPD-Gen wurden mehrfach in Kombination unter-

einander untersucht. Smith et al. beobachteten 2003 bei amerikanischen Trägerinnen

mindestens eines Alleles von 194Trp ein erhöhtes Risiko (OR=1,60; CI=0,89-2,97), an

Brustkrebs zu erkranken, besonders, wenn dieses Allel in Kombination mit SNPs anderer

DNA-Reparaturenzyme (XRCC3 und XPF) vorlag (Smith et al., 2003). Laut einer Un-

tersuchung von Rybicki u.a. an Blutsverwandten von Prostatakarzinom-Patienten exis-

tiert kein Zusammenhang zwischen der XRCC1 399-Variante und dem Risiko, an Pro-
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statakarzinom zu erkranken. Zusammen mit XPD 312Asn/Asn konnte allerdings für He-

terozygote (399Arg/Gln) ein schwach protektiver Effekt gezeigt werden (Rybicki et al.,

2004). Auch für Lungentumoren erhöhte die Kombination der vermuteten Risiko-Allele

XRCC1 399Gln/Gln, XPD 312Asn/Asn und XPD 751Gln/Gln das Risiko bei Nichtrau-

chern mit einer OR von 5,2 (CI=1,7-16,6) (Zhou et al., 2003). Eine taiwanesische Studie

zeigte für XRCC1 280His bei Nasopharynxkarzinomen kein signifikantes Risiko. Kombi-

nierte man 280His mit anderen Polymorphismen in Genen der DNA-Reparatur und des

Schadstoffmetabolismus (hOGG1 und CYP2E1), ergab sich aber ein hochsignifikantes

Risiko (OR=25; CI=3,5-177) (Cho et al., 2003).

Auch die genübergreifenden Analysen fallen also heterogen aus. Risikobehaftet schei-

nen Konstellationen zu sein, wenn sowohl Enzyme des Schadstoffmetabolismus als auch

verschiedene DNA-Reparaturenzyme betroffen sind und darüberhinaus eine relevante

Schadstoffexposition auftritt. Für solche Analysen sind allerdings sehr umfangreiche Kol-

lektive notwendig, besonders, wenn die entsprechenden SNPs selten vorliegen.

Die phänotypischen Analysen, die DNA-Schädigungen nach Schadstoffexposition in

der Zellkulturen von erkrankten Personen (Lymphozyten oder Tumorgewebe) messen

und mit den Ergebnissen bei gesunden Kontrollen vergleichen, zeigen in der Regel deut-

liche Zusammenhänge zwischen verminderter DNA-Reparaturkapazität und Tumorer-

krankungen. Nachteil dieser Untersuchungen ist der große Aufwand und die dadurch be-

dingten kleinen Fallzahlen. Die benutzten Assays messen die DNA-Reparaturkapazität

zudem nur indirekt und stellen das Ergebnis aller tätig gewordenen Reparaturprozesse

dar. Da es aber Überschneidungen zwischen den Regelkreisen gibt und an jedem viele

unterschiedliche Proteine beteiligt sind, ist es schwierig, Funktionseinschränkungen ein-

zelnen SNPs zuzuordnen. Dass in der Bevölkerung häufige Polymorphismen der DNA-

Reparaturgene einen starken Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit der Krebsentstehung

haben, ist unwahrscheinlich, andernfalls hätten die zahlreichen in dieser Hinsicht durch-

geführten epidemiologischen molekulargenetischen Studien zu einheitlichen Ergebnissen

geführt. Kommen mehrere ungünstige Varianten zusammen, könnte das Risiko einer

Funktionseinschränkung des Reparatursystems und damit das Risiko einer Krebserkran-

kung jedoch ansteigen, besonders wenn die Schadstoffexposition mit berücksichtigt wird.

Große populationsbasierte Studien, die das Zusammenwirken unterschiedlicher DNA-

Reparaturenzyme beleuchten, könnten hier Klarheit schaffen.

Insgesamt scheint die individuelle Analyse der untersuchten SNPs zur Abschätzung

des Erkrankungsrisikos und daraus resultierend zur gezielten Prävention von Krebser-
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krankungen (z.B. durch das Vermeiden von Noxen bei Hochrisikopatienten) derzeit nicht

sinnvoll.

Die Variationen der DNA-Reparaturenzyme sind eher als Prädiktoren für das An-

sprechen von Therapien ins Fokus des Interesses gerückt. Für XRCC1 zeigte sich ein

Zusammenhang zu den Ansprechraten auf Strahlentherapie bei Brustkrebs: Patientin-

nen, die 194Trp und 399Gln trugen, waren eher sensibel für Radiatio (Moullan et al.,

2003). Auch das Ansprechen auf eine Cisplatin-enthaltende Chemotherapie bei Patien-

ten mit kolorektalem Karzinom scheint mit SNPs der DNA-Reparaturenzyme assoziiert.

Träger des Wildtyps XPD 751Lys/Lsy reagierten besser auf Chemotherapie und hatten

entsprechend ein signifikant längeres Überleben als Träger mindestens eines varianten

Allels (Park et al., 2001). Die Analyse von Polymorphismen der DNA-Reparaturenzyme

könnte in Zukunft für die Therapiewahl bei Patienten mit Tumorleiden eine Rolle spielen

und so unter Umständen manchem Patienten eine anstrengende und erfolglose Therapie

ersparen.
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5 Zusammenfassung

Das Larynxkarzinom ist eine komplexe Erkrankung, für die sowohl Umweltfaktoren als

auch genetische Faktoren ursächlich sind. Ziel dieser Arbeit war herauszufinden, ob zwi-

schen dem Vorliegen genetischer Polymorphismen der DNA-Reparaturenzyme XRCC1

und XPD und der Wahrscheinlichkeit eines Larynxkarzinoms eine Assoziation besteht.

Da die Enzyme XRCC1 und XPD tragende Rollen in der Beseitigung von schadstoffin-

duzierten DNA-Schäden in den Reparaturmechanismen von NER und BER innehaben

und häufig ein Zusammenhang zwischen Nikotin- und Alkoholkonsum und der Entste-

hung eines Larynxkarzinoms belegt werden konnte, erfuhren die Risikofaktoren Rauchen

und Alkoholkonsum eine besondere Berücksichtigung.

Von den zahlreichen bekannten genetischen Varianten der Enzyme wurden diejenigen

SNPs ausgewählt, die sowohl in der kaukasischen Bevölkerung häufig vorkommen, als

auch in Exons lokalisiert sind und hier nicht konservative Aminosäure-Austausche in

funktionell wichtigen Positionen der Proteine bewirken. Es wurden die XRCC1 SNPs

194Trp, 280His und 399Gln bzw. die XPD SNPs 199Ile, 312Asn und 751Gln untersucht.

Für einige dieser Varianten waren bereits Assoziationen mit malignen Erkrankungen

beobachtet worden. Zu Beginn dieser Untersuchung lagen jedoch keine Studien vor, die

Zusammenhänge zwischen dem Auftreten eines Larynxkarzinoms und den untersuchten

Polymorphismen beinhalteten.

Die Häufigkeiten der Polymorphismen wurden in einem Kollektiv von 295 Larynxkar-

zinompatienten und 350 Kontrollen bestimmt. Bei den Larynxkarzinompatienten lag die

histologisch gesicherte Diagnose eines supraglottischen, glottischen oder subglottischen

Larynxkarzinoms vor. Die Kontrollpatienten hatten weder ein bekanntes Larynxkarzi-

nom noch eine andere maligne Erkrankung. Alle Patienten waren kaukasischer Abstam-

mung. Die Genotypisierung erfolgte mittels PCR und RFLP nach DNA-Extraktion aus

Leukozyten.

Die gefundenen Allelhäufigkeiten lagen alle in einem Bereich, der auch von anderen

Autoren bei kaukasischen Kontrollen beobachtet wurde. Für keinen der untersuchten Po-

lymorphismen fanden sich signifikante Unterschiede in der Häufigkeit der Allelfrequenzen
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5 Zusammenfassung

in der Kontroll- und in der Patientengruppe. Im Hinblick auf die Genotypenverteilung

stellten sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede dar. Auch die Analyse nach dem

rezessiven und nach dem dominanten Vererbungsmodell deckte keine signifikanten Un-

terschiede auf.

Die Stratifizierungen nach Alter, Geschlecht und Rauchgewohnheiten erbrachte eben-

falls keinen statistisch signifikanten Hinweis darauf, dass einer der untersuchten Poly-

morphismen in diesen Subgruppen das Risiko, an einem Larynxkarzinom zu erkranken,

erhöht oder vermindert. Lediglich für die Varianten XPD 199Asn und XPD 751Gln zeig-

te sich bei Patienten, die Alkoholkonsum verneinten, ein statistisch nicht signifikanter

Trend in Richtung auf ein erhöhtes Risiko. Bezüglich Tumorlokalisation (supraglottisch,

glottisch, subglottisch) und Tumorausdehnung war kein Zusammenhang mit den unter-

suchten Polymorphismen ersichtlich. Auch die Haplotypanalyse ergab keine statistisch

signifikante Abweichung der Haplotypen-Wahrscheinlichkeiten zwischen Fall- und Kon-

trollkollektiv.

Zusammenfassend ergaben sich in dieser Untersuchung keine Hinweise auf eine As-

soziation der untersuchten Varianten von XRCC1 und XPD mit dem Risiko, an einem

Larynxkarzinom zu erkranken.
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AFB1-DNA Aflatoxin-B1-DNA-Addukte
BCC Basalzell-Karzinom
BER Basenexzisionsreparatur
BPDE-DNA Benzo(a)pyren-Diolepoxid-DNA
BSA Rinderserumalbumin
CHO EM9 Chinese hamster ovary cells EM9
CYP1A1/2E1 Cytochrom P450 1A1/2E1
DMSO Dimethylsulfoxid
DRC DNA-Reparaturkapazität
DSBR Doppelstrangbruch-Reparatur
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
EMS Ethylmethansulfonat
ERCC Excision repair cross-complementing
GGR Global Genome Repair
GST Glutathion-S-Transferase
HCR Host cell reaction assay
HELIC Helicase-Domäne
Lig1-3 DNA-Ligase 1-3
MMR Mismatch-Repair
NER Nukleotidexzisionsreparatur
NHEJ Nichthomologe Endverbindung
NSCLC Nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom
NTD N-terminale Domäne
OR Odds-Ratio
PARP-1/2 Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1/2
PCR Polymerasekettenreaktion
PNKP Polynukleotid-Kinase/Phosphatase
RFLP Restriktionsfragmentlängenpolymorphismen
SCCHN Plattenepithelkarzinom des Kopf-Halsbereiches
SCE Schwesterchromosomenaustausch
SSBR Einzelstrangbruch-Reparatur
TCR Transkriptionsabhängige Reparatur
XP Xeroderma pigmentosum
XRCC1 X-ray repair cross-complementing gene 1
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Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus Datenschutzgründen in der elektronischen Version meiner

Arbeit nicht mit veröffentlicht.
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