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1. Einleitung

1.1 Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist mit 1,67 Millionen Neuerkrankungen pro Jahr (2012)
weltweit der haufigste bdsartige Tumor der Frau. Uber eine halbe Million Frauen
versterben jahrlich an dieser Erkrankung ((1) Ervik et al. 2016). In Deutschland
erkranken jahrlich 71 640 Frauen an einem Mammakarzinom ((2) 2013 It. Robert-
Koch-Institut), was 31,2% aller weiblichen Krebserkrankungen entspricht. Brust-
krebs ist zudem die haufigste Krebstodesursache bei deutschen Frauen (vor
Bronchialkarzinom, Kolonkarzinom, Pankreaskarzinom und Ovarialkarzinom). Im
Jahr 2013 starben insgesamt 17 853 Frauen an einem Mammakarzinom. Das
entspricht 17,5% der tumorbedingten Mortalitat ((4) ZfKD 2017, (3) Tumormanual
Mammakarzinom 2017).
Risikofaktoren an einem Mammakarzinom zu erkranken sind:
- Frauen mit familiarer Belastung
- Frauen mit bereits aufgetretenen Brusterkrankungen und Prakanzerosen
- Frauen mit hoherem Lebensalter aufgrund der Altersverteilung des
Mammakarzinoms (Erkrankungsgipfel >50. Lebensjahr) bei steigend hoher
Lebenserwartung
- Spate Schwangerschaft bzw. Nulliparitat
- Reproduktivitats- und Zykluscharakteristika
- Menopausenstatus
- Konstitutionelle Faktoren (diabetogene Risiken: Ernahrungszustand, hoher
Body-Mass-Index, wenig korperliche Aktivitat)
- Kanzerogene und Ko-Kanzerogene
- Hohe Brustdichte und Veranderungen des Dichtegrades in der Mammo-
graphie ((5) Lokate et al. 2013)



Die GroRe des Tumors sowie vor allem die Auspragung der axillaren und hama-
tologischen Streuung der Tumorzellen korrelieren negativ mit den Uberlebens-
raten der Patientinnen ((3) Tumormanual Mammakarzinom 2017). Patientinnen
mit bereits vorhandenen Metastasen in den axillaren Lymphknoten haben ein
hohes Risiko auch Fernmetastasen zu entwickeln ((13) Collogium Senologie
2018/2019).
Neben der histologischen Typisierung in eine der 37 verschiedenen histologi-
schen Formen invasiver Mammakarzinome ((12) Lakhani et al. 2012) bilden
eine zweite Saule der Klassifikation die sogenannten intrinsischen Subtypen
des Mammakarzinoms, die durch RNA-Expressionsprofile definiert sind. Dabei
wurden von Perou et al. 2000 (10) erstmals die folgenden Subtypen klassifiziert:
- Luminal-A-Karzinome, die sich durch einen positiven ER- und PR-
Status und eine niedrige Proliferationsrate auszeichnen
- Luminal-B-Karzinome, ebenfalls hormonrezeptorpositiv mit
geringerer Hormonrezeptorexpression und hoher Proliferationsrate,
haufig mit unginstigem Grading
- Basal-like Karzinome mit negativem ER- und PR-Status und negativem
HERZ2-Status (triple-negativ)
- HER2-positive Karzinome
Diese Mammakarzinom-Subtypen bilden eine der wichtigsten Grundlagen so-
wohl fur die Einschatzung der individuellen Prognose, als auch fur die Auswahl
der optimalen Systemtherapie, sowie fur die Entscheidung fur oder gegen eine

(neo-)adjuvante Chemotherapie.

1.1.2 adjuvante Chemotherapie

Die Indikation zur adjuvanten Chemotherapie sollte in Kenntnis der moglichen
Nebenwirkungen und abhangig vom individuellen Risiko der Patientin gestellt
werden ((3) Tumormanual 2017). In der Regel ist eine adjuvante Chemothera-
pie
(+/- Antikorpertherapie) in folgenden Situationen indiziert:

- triple-negativer Tumor (>/= pT1b, pNO)

- HER2-positiver Tumor (>/= pT1b, pNO)

- Luminal-B-Tumor (>/= pT1c) mit zusatzlichen Risiko-

faktoren



o nodalpositiver Tumor, insbesondere bei >3 be-
fallenen Lymphknoten
o aggressive Tumorbiologie z.B.:
» Grading G3
» hohes Ki67
» niedrige Hormonrezeptorexpression
*= hohes uPA/PAI-1
» Genexpressionsanalyse mit hohem
Rezidivrisiko

- junge Patientin (<35 Jahre) + agressive Tumorbiologie

Genexpressionsprofile messen vor allem &strogenrezeptorregulierende und
proliferations-assoziierte Gene. Sie haben deshalb die starkste prognostische

Aussagekraft bei Ostrogenrezeptor-positiven Mammakarzinomen.

Bei gunstigen Kriterien, d.h. nodal negativer Tumor, tubulare bzw. muzindse
Histologie, Luminal-A-Subtyp, niedriger uPA/PAI-1 bzw. niedriges Risiko in ei-
ner der Genexpressionsanalysen (Onkotype DX — Recurrence Score, Prosigna
— PAMS0, MammaPrint, EndoPredict) kann auf eine Chemotherapie verzichtet

werden ((3) Tumormanual Mammakarzinom 2017).

Bei einer notwendigen Chemotherapie werden die verwendeten Substanzen in
verschiedenen Regimen verabreicht. Die Regime 4x AC und 6x CMF sind
gleich effektiv. Ebenfalls zeigte sich, dass Taxan- und Anthrazyklin-haltige
Schemata den rein Anthrazyklin-haltigen Regimen signifikant Uberlegen sind
(EBCTCG-Metaanalyse).

So gelten diese beiden Substanzen als die wirksamsten und werden damit in
der adjuvanten Chemotherapie beim primaren Mammakarzinom als Standard
verwendet, unabhangig von Nodal- oder Hormonrezeptorstatus. ((13) Colloqui-
um Senologie 2018/2019).

In der BCIRG-001-Studie (n=1491, nodalpositive Pat.), die das Therapieregime
TAC (Docetaxel, Doxorubizin, Cyclophosphamid) mit FAC (5-FU, Doxorubizin,
Cyclophosphamid) vergleicht, profitieren die Luminal-B-Tumoren signifikant von
der Anthrazyklin- und Taxan-haltigen Kombinationstherapie ((14) Hugh et al.
2009).



Die langjahrig eingesetzte Polychemotherapie mit CMF (Cyclophosphamid, Me-
thotrexat, 5-Fluorouracil) wird derzeit nur noch bei alteren Patientinnen (>65
Jahre) als Standardtherapie (CMF weekly oder Capecitabine mono) nach Ab-
wagung von Nutzen, Nebenwirkungen und Alternativen empfohlen ((15) Muss
H.B. et al. 2009). Aktuell war 5-FU fast komplett aus der adjuvanten Therapie
bei Mammakarzinom verschwunden (auch FEC wird kaum mehr angewandt).
Laut Del Mastro et al. (Lancet 2015) (7) verbessert 5-FU nicht die Wirksamkeit
eines anthracyclin- und cyclophosphamidhaltigen Regimes beim frihen

Mammakarzinom.

1.2. 5-Fluorouracil, Capecitabin und das initial abbauende Enzym
DPD: Wirkungsmechanismus

5-Fluorouracil (5-FU) ist ein Fluoropyrimidin, ein Analogon der Nukleinbase
Uracil und ein Antimetabolit. Es wird seit mehr als 60 Jahren (erste Therapie-
anwendung 1962) als Therapeutikum / Zytostatikum bei zahlreichen malignen
Tumoren, wie kolorektale Karzinome, Plattenepithelkarzinome, Kopf-Hals-
Tumore und unter anderen (vor 20 Jahren haufiger) auch beim Mammakarzi-

nom, eingesetzt.

Abbildung 1: 5-Fluorouracil

Die Basis der Chemotherapie bei Darmkrebs besteht aktuell immer noch aus 5-
Fluorouracil in Kombination mit Folinsaure (5-FU/FA Schema) oder einer Kom-
bination mit Oxaliplatin (FOLFOX-Schema).



1.2.1 5-Fu und das Prodrug Xeloda®

5-Fluorouracil blieb als Monotherapie trotz seines niedrigen Ansprechens (um
10-15%) weiterhin als Standardtherapie bei kolorektalen Karzinomen bestehen
((16) Moertel et al. 1994), allerdings nun in Kombination mit Oxaliplatin und Iri-
notecan. Als Infusion hat 5-FU nur eine kurze Halbwertszeit (8-20min; (19) Dia-
sio RB, et al. 1989 / 10-30min; (18) Zeller, et al. 1996) was mit Uberdosierung
bzw. Dauerinfusionen ausgeglichen wurde und zu hohen Konzentrationsspitzen
im Patientenplasma fuhrte. Zudem birgt die Verwendung von Fluoropyrimidinen
ein ungluckliches Risiko fur hohe toxische Nebenwirkungen von bis zu 30%, wie
Neuropenie, Diarrhoe, Stomatitis, schmerzhaftes Hand-Ful3-Syndrom, Mukositis
u.a., welche unter Umstanden zum Tod fuhren kénnen ((17) Hoff, et al. 1999;
(20) Lamont und Schilsky, 1999; (21) Roche Pharma, 1998). Von einer oralen
Gabe von 5-FU wurde lange abgesehen, da Studien gezeigt hatten, dass die 5-
FU-Level im Plasma bei oraler Gabe stark von Patient zu Patient, aber auch bei
ein und demselben Patienten variierten ((20) Lamont, et al. 1999). Verantwort-
lich hierfur ist in erster Linie die unterschiedliche Eliminierung von 5-FU wah-
rend der ersten Leberpassage und damit auch die Eliminierung des Medika-
mentes durch das initiale und geschwindigkeitsbestimmende Enzym Dihydropy-

rimidin-Dehydrogenase.

Um vor allem die Wirksamkeit aber auch die Vertraglichkeit der Fluoropyrimidi-
ne zu verbessern, wurde 5-FU von Roche biochemisch umgewandelt in ein ora-
les Prodrug: genannt Capecitabin (N*-Pentoxycarbonyl-5-deoxy-5-fluorocytidin:
Xeloda® von Roche)

CO_O_CSH1 1

Abbildung 2: Xeloda®



Dieses ,Prodrug” genannt Xeloda® wird in der Leber metabolisiert und bevor-
zugt in Tumorzellen zum eigentlichen Wirkstoff 5-FU umgewandelt. Das oral
verabreichte Xeloda® wird Uber die Darmmukosa aufgenommen und zum grof-
ten Teil zur Leber transportiert ((17) Hoff et al. 1999). Dort wird es durch Car-
boxylesterasen in die ebenfalls noch unwirksame Vorstufe 5’-Deoxy-5-
Fluorocytidin (5’-dFCR) umgewandelt (Abb.3). Die darauffolgende Desaminie-
rung erfolgt durch das Enzym Cytidindeaminase, welches hauptsachlich in der
Leber, im Blutplasma und im Tumorgewebe aktiv ist ((17) Hoff et al. 1999).

Das zytotoxisch aktive 5-FU wird durch die Thymidin-Phosphorylase (TP) frei-
gesetzt. Im Vergleich zu Normalgewebe zeigt Tumorgewebe eine bis zu
10fache hohere TP-Aktivitat wodurch gezielt im Tumor eine hohe 5-FU-
Konzentration erreicht werden kann. ((20) Lamont und Schilsky et al. 1999).
Dies fuhrt zu einer verbesserten Vertraglichkeit und macht die Therapie etwas

effizienter als bei der i.v.-Gabe.
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Abbildung 3: Umwandlung von Xeloda® zu 5-FU

Xeloda® (Capecitabine) ist heute in der Metastasierung beim Mammakarzinom
eines der am haufigsten verwendeten Medikamente. Es ist unter anderem auch
zugelassen in Kombination mit Avastin, sowie als Xeloda® mono und wird
hauptsachlich in der 2. und 3. Linientherapie (mit Trastuzumab oder Lapatinib)
bei HER2-positiven Tumoren verstarkt eingesetzt. Vor allem jedoch auch in der
postneoadjuvanz beim Triple-negativen Mammakarzinom in der non-pCR nach
neoadjuvanter Chemotherapie findet Xeloda® heute seinen Einsatz. Damit fin-
det es Verwendung bei mehr als 40% aller triple-negativen frihen Mammakar-
zinome und ist heutzutage ein wichtiges Drug. (CREATE-X-Study, (45) Masou-
da et. al. 2017) Siehe hierzu auch Tabelle/Abb 37: Einsatz von Capecitabinen

beim Mammakarzinom



1.2.2. Wirkungsmechanismus von 5-FU

Die Medikamentenklasse der Fluoropyrimidine, hier 5-FU, sind Uracil-Analoga
mit einem Fluoratom statt eines Wasserstoffatoms an der C5-Position des Py-
rimidinringes. So blockiert das, durch eine Enzymkaskade in das Desoxynuk-
leotid-Derivat 5-Fluorouridin-Triphosphat (5-FUTP) umgewandelte, 5-FU die
Translation der mRNA direkt am Ribosom ((22) Diasio et al. 1999). Nun wird 5-
FU zu 5-Fluorodesoxyuridin-Triphosphat (5-FAUTP) katabolisiert, welches in die
DNA eingebaut wird und hier durch Instabilitat zu Strangbrichen fihren kann.
Eine weitere wesentliche zytotoxische Wirkung von 5-FU beruht auf der rever-
siblen Hemmung der Thymidylat-Synthase (TS) durch einen 5-FU-TS-Komplex.
Die Thymidylat-Synthase stellt als einziges Enzym essentielle Thymidin-
Triphosphate (dTTP) fur die DNA bereit. Somit ist die DNA-Synthese und damit
letztlich das Zellwachstum gehemmt ((17) Hoff et al. 1999; (20) Lamont und
Schilsky, 1999; (18) Zeller et al. 1996).

Wie oben bereits erwahnt, hangt die Verfugbarkeit und Wirkung von 5-FU je-
doch stark von seinem Metabolismus im Korper ab. Trotz der nun verbesserten
oralen Applikation wird immer noch eine starke Schwankung bei Vertraglichkeit
und Wirksamkeit des Medikamentes beobachtet. Hierbei spielt das 5-FU-
abbauende Enzym Dihydropyrimidin-Dehydrogenase eine entscheidende Rolle
((22) Diasio et al. 1999; (23) Gonzalez und Fernandez-Salguero et al. 1995;
(24) Johnson et al. 1997; (25) Milano et al. 1999).

5-FdUTP—> DNA-Bruch

Xeloda T

5-FdUMP
J / LdUMP

dFCR —> dFUR —> 5-FU Thymidylat
synthase

dTMP — DNA

5-FUTP —> RNA blockiert

dHFU

Abbildung 4: Wirkungsmechanismus von Xeloda® / 5-FU



Letztendlich sind es drei Enzyme, die eine zentrale Rolle beim Wirkungsme-
chanismus von 5-FU spielen: Dihydropyrimidin Dehydrogenase (DPD), Thy-
midylat-Synthase (TS) und Thymidin-Phosphorylase (TP)

Die Aktivitat dieser Enzyme ist somit von Bedeutung fur die Therapieeffizienz
von 5-FU sowie auch zur Vorhersage der moglichen Auspragung von toxischen

Reaktionen unter 5-FU-Therapie.

1.2.3. Metabolismus von 5-FU durch DPD

Dihydropyrimidin-Dehydrogenase (DPD) ist das initiale Enzym im dreistufigen
5-FU-Katabolismus ((17) Hoff et al. 1999). Seine Aktivitat bestimmt die pharma-
kologisch wirksame Menge an 5-FU im Blut und im Tumorgewebe. Durch DPD
werden 80-90% des verabreichten Chemotherapeutikums 5-FU abgebaut und
somit unwirksam als alpha-Fluoro-R3-alanin (FBAL) mit dem Urin ausgeschie-
den. Dies geschieht durch Ubertragung eines Wasserstoffatoms auf Pyrimidine
wie Uracil, Thymin, und auch 5-FU, welche dadurch zu Dihydropyrimidinen re-

duziert werden.

HZN—C{)
CH COOH
JE— 2 -
/L\ /L NH—CH, HN" CCHE +NH, +C0,
Dihydropyrimidin- N, Dihydropyrimidinase \ B - Alaninsynthase

CFH-COOH
Dehydrogenase

5'-FU FUH, 0. = Fluor- B - Ureidopropions%ure @ ~Fluor - B - Alanin

Abbildung 5: Abbau von 5-Fluoropyrimidin

Die Proteinstruktur der DPD ist ein Homodimer und besteht aus zwei identi-
schen Untereinheiten zu je 110 kDa ((28) Lu et al. 1992). Das DPD-Gen ist auf
dem Chromosom 1p22 lokalisiert ((27) Wei et al. 1998). Es besteht aus 23
Exons (3078 Basenpaaren) siehe Abb. 6 und 7.

Abbildung 6: Proteinstruktur von DPD



Neben der Substratbindungsstelle besitzt das Enzym weitere Bindungsstellen
fur Cofaktoren wie NADPH/NADP, FAD, FMN.

DPD ist also nicht nur das initiale sondern auch das geschwindigkeitsbestim-
mende Enzym beim Abbau von Thymin und Uracil und damit auch von 5-FU mit
NADPH2 als Cofaktor und Wasserstoffdonor.

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

NHo :-:--- j;—[lJCOOH

s YO
e

5' 3
8- B! S 6 78 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23

Abbildung 7: Genkarte des DPYD Gens (Wei et.al. 1998) (27)

1.2.4. Messung des DPD-Gehaltes: Aktivitat und Mutationen

In der Weltbevolkerung weist die DPD-Aktivitat sehr grole Schwankungen auf.
FUr diese Schwankungsbreite sind in vielen Fallen Mutationen im DPYD-Gen
verantwortlich. Studien zeigen, dass etwa 3-5% der Weltbevolkerung heterozy-
got Mutationen im DPYD-Gen aufweisen ((54) Lu et al. 1993). Bisher wurden
mehr als 100 Polymorphismen im DPYD-Gen beschrieben wobei mehr als 9
davon mit verminderter oder auch ganz fehlender Enzymaktivitat einhergehen
((26) Coenen MJH et al. 2018).

Lange galt die Aktivitatsbestimmung als Goldstandard der DPD-Analyse. Die
Aktivitatsbestimmung ist jedoch sehr aufwendig, teuer und erfordert radioche-
mische Methoden, was bei der geringen spezifischen Aktivitat der DPD sehr
kritisch zu betrachten ist ((42) Jacobs BAW et al. 2016).

Seit ca. 2001 konzentrierte sich der Schwerpunkt der Untersuchungen zuneh-
mend auf die Mutationsanalyse des DPYD-Gens. Das Ziel war dabei, die Tra-
ger einer eventuell klinisch relevanten Mutation vor einer 5-FU-Therapie zu
detektieren. Als Beispiel: fuhrt eine Punktmutation im Intron 14 der Splice-
Donor-Region: IVS14+1 g>a (DPYD*2A) zum Verlust des Exons 14 und bewirkt
den kompletten Funktionsverlust des Enzyms DPD ((41) Wei et al. 1996, (37)



Raida et al. 2001).

Interindividuell lie3en sich bis jetzt reichlich Polymorphismen in der Enzymstruk-
tur nachweisen, mit teils starken Schwankungen in der Enzymaktivitat, welche
aber oft auch keine pathologische Konsequenz mit sich brachten. Dies er-
schwert die Anforderungen an einen effektiven und aussagekraftigen prathera-

peutischen Screeningtest noch zusatzlich.

Zudem ist in der Literatur ein zirkadianer Rhythmus der DPD beschrieben, der
aber wohl bisher keine Stérung in der Abbaurate der zu metabolisierenden
Substanzen bewirkt ((42) Jacobs BAW et al. 2016), wohl aber bei Aktivitats-

messungen zu berlcksichtigen ist.

Es wird nach wie vor von Patienten berichtet, die durch eine Therapie mit 5-FU
an schwersten Toxizitaten Grad 3-4 (WHO) leiden und deren Mortalitat unter
Therapie infolge dessen sehr hoch ist. Frihe schwere Nebenwirkungen treten
bei ca. 19,3% sowie schwere Nebenwirkungen innerhalb der ersten 6 Monate
bei ca. 30% der Patienten auf ((36) Barin-Le Guellec, et al. 2019; (38) Wigle, et
al. 2019). Hauptsachlich werden, wie bereits erwahnt, neurologische und hama-
tologische Symptome berichtet sowie Alopezie, schmerzhaftes Hand-Ful3-
Syndrom, und zusatzlich noch Stomatitis, Mukositis und Nausea ((35) Johnson
et al. 1999, (37) Raida et al. 2001, (40) van Kuilenburg et al. 2000).

Der Nutzen einer Therapie mit 5-FU ist fur die davon betroffenen Patienten

dann leider sehr gering.

Damit stellt sich hier nach wie vor die grol3e Aufgabe: vor einer Therapie mit 5-
FU dieses, von schweren Nebenwirkungen betroffene, Patientenkollektiv zu
identifizieren, eine 5-FU-Toxizitat vor geplanter Therapie zu detektieren, um
eine individuell effektive gegebenenfalls Anfangs dosisreduzierte Therapie ein-

zuleiten.
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1.3. Zielsetzung der vorliegenden Doktorarbeit

In der Literatur ist beschrieben, dass die DPD-Aktivitat in mononuklearen Zellen
des peripheren Blutes mit der DPD-Aktivitat in Leberparenchymzellen und mit
einer 5-FU-Clearance korreliert ((29) Chazal et al. 1996).

In der vorliegenden Arbeit sollen 3 Methoden miteinander verglichen werden,
die DPD-Konzentration in den mononuklearen Zellen des peripheren Blutes
(PBMNC) zu bestimmen.

Die experimentelle Arbeit fand 1999/2000 im Labor der Firma Roche Diagnos-
tics in Penzberg statt. Damals wurden Blutproben von 245 gesunden Proban-
den (kaukasisch, Mitarbeiter der Fa. Roche) gewonnen, jeweils morgens zwi-
schen 8:00 und 10:00 Uhr, um Stoérungen durch den zirkadianen Einfluss zu
minimieren.

Aus diesen Proben wurden mit einer standardisierten Methode (Ficolliber-
schichtung) — die in einem Vorversuch aus drei verschiedenen Extrahierungs-
methoden ausgewahlt worden war - die mononuklearen Zellen (PBMNC) extra-
hiert und in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Nach Suspension wurden
von jedem Probanden 3 Aliquots der extrahierten PBMNC’s als Zellpellets in

flussigem Stickstoff bei -80°C gelagert.

Im Folgenden wurde aus den Aliquots jeweils die Konzentration des Enzyms
DPD analysiert:

* auf mRNA-Ebene mit quantitativer ,real-time“-PCR (Labor Roche Di-
agnostics, Penzberg)

* auf Proteinbasis mit ELISA (Labor Roche Diagnostics, Penzberg)

* mittels Aktivitatstest (extern: Labor B. Diasio, USA)

Die analysierten, erhaltenen Daten wurden verglichen und es wurde versucht

eine Korrelation der Ergebnisse aus diesen drei Messungen zu erstellen.

Ziel der Arbeit war es damals, einen klinisch praktikablen und aussagekraftigen
Test zu entwickeln, der die DPD-Konzentration im peripheren Blut bestimmt.
Damit kdnnte dann evtl. auch die Verifizierung von Mutationen auf dem DPYD-

Gen erleichtert werden und Patienten/-innen vor Durchfuhrung einer Chemothe-
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rapie mit 5-FU, im Hinblick auf die Inaktivitat des initial metabolisierenden En-

zyms DPD, nach einschrankenden Mutationen gescreent werden.

In der hier vorliegenden Arbeit werden die Ergebnisse nun ruckblickend noch-
mals kritisch analysiert und im Vergleich zu den aktuell existierenden Testver-

fahren einer DPD-Bestimmung vor geplanter 5-FU-Therapie diskutiert.
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2. Material und Methoden

Die Arbeit fand im Rahmen eines Kooperationsprojektes der klinischen For-
schergruppe der Frauenklinik TUM in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Manf-
red Schmidt und Roche Diagnostics in Penzberg statt. Medizinische Betreuerin
dieser Arbeit ist Frau Prof. Dr. med. Nadia Harbeck.

Fur die DPD-Analyse auf Genomebene wurde eine damals relativ neue RT-
PCR-Technologie verwendet, welche die ,Echtzeit-Quantifizierung“ von mRNA
aus PBMNC'’s ermdglicht.

Zur Analyse auf Proteinebene wurde ein standardisiertes Verfahren mittels
ELISA mit den ELISA-Roche-Kits (DPD ELISA 2 207 184 und TP ELISA 2 158
744) durchgeflhrt.

Die Aktivitatsanalyse aus den PBMNC-Aliquots wurde im Labor von Prof. Ro-
bert Diasio, University of Alabama at Birmingham (USA) durchgefuhrt. Die er-
langten Daten wurden zur Auswertung an Roche Diagnostics in Penzberg zu-
ruckgeschickt.

Ein Einverstandnis der Firma Roche Diagnostics, Penzberg zur Publikation der

Daten im Rahmen dieser Doktorarbeit liegt vor. (Anhang: Freigabe)

2.1. Charakterisierung des Probandenqgutes

Bei den untersuchten Probanden handelt es sich um einen Durchschnitt durch
die gesunde kaukasische Normalbevdlkerung. Hier dargestellt von Mitarbeitern
der Firma Roche in Penzberg, im Alter von 20-65 Jahren, mannlich und weiblich
in etwa gleichem Verhaltnis.

Um den Einfluss des zirkadianen Rhythmus der DPD-Aktivitat auf die Messun-
gen zu minimieren wurde allen Probanden morgens zwischen 8:00 und 10:00

Blut abgenommen.
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Zahl Prozent
Charakteristika der Probanden (Gesamt: (Gesamt:
n=245) 100%)
Alter (Jahren)
Maximum 58
Minimum 18
Mittelwert 36
Geschlecht
Mannlich 117 47,8
Weiblich 128 52,2
Gesund 208 85
leichter grippaler Infekt 37 15

Abbildung 8: Charakteristika des Probandengutes

2.2. Gerate und Chemikalien

Blutaufarbeitung

EDTA-Vacutainer Cell
Falcon-Rdhrchen

15ml und 50ml

PBS-Puffer / Phosphat Buffered Saline
(pH 7,4)

Red Blood Cell Lysis Buffer
Ficoll-Histopaque-1077
Zentrifuge

Pipette (1000ul)

Pipettenspitzen (1000ul)
Reaktionsgefalie (Cryotubes) 5ml
mit verschieden farbigen Deckeln
weil}, rot, gelb, griin

Zellzahlung mit CASY 1/ FACS
Neubauer-Zahlkammer
Gefrierschrank -80°C

Flassiger Stickstoff

Becton&Dickinson

Greiner

Roche

Boehringer Mannheim (1814389)
Sigma Diagnostics

Heraeus

Eppendorf

Eppendorf

Sarstedt

Roche
Roche
Roche

Roche
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DPD-Bestimmung mit RT-PCR

HighPure RNA Isolation Kit
Magna-Pure LC mRNA Isolation Kit |
LC DPD mRNA Quantification Kit
LC TP mRNA Quantification Kit
RNA/DNA Stabilization Reagent for
Blood/Bonemarrow

1% Strand cDNA Synthesis Kit for RT-
PCR (AMV)

Pipetten (50ul,100ul,200ul,1000ul)
Pipettenspitzen

MagNA Pure LC (Version 2.1 /“Alf*)
LightCycler® (Version 1.0)
LightCycler® Kapillare

LightCycler® Software Version 1.0
RelQuant Software Version 1.01
LightCycler® Carousel Centrifuge
LightCycler® — DNA Master Hybridi-
zation Probes

LightCycler® Control Kit DNA
LightCycler® RNA Amplification Kit
Hybridization Probes

LightCycler® Centrifuge Adapters
LightCycler® Sample Carousel
Transkription:

Spezifische Primer (DPD, G6PDH)
Steriles Wasser

AMV-RT-PCR-Kit

AMV-reverse Transkriptase

Puffer

Kalibrator RNA (Total-RNA aus Zell-
linien, welche DPD exprimieren)
cDNA-Synthese Stabilisationspuffer
Jfast start* Taqg DNA-Polymerase

Roche (1828665)
Roche (3004015)
Roche (3136957)
Roche (3136965)
Roche (1934317)

Roche (1483188)

Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)

Roche Diagnostics (Penzberg)
Roche (2011468)

Roche (1909339)

Roche (3158527)

Roche (2189682)
Roche (2015102)

Roche (2015129)
Roche (2015145)

Roche (1909312)
Roche (1909282)

Roche (148188)
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Magnesiumchlorid 25mM
DPD-Detection Mix
G6PDH-Detection Mix

ELISA: Roche (2207184)
Dihydropyrimidine Dehydrogenase

ELISA Roche (2158744)
Thymidine Phosphorylase ELISA Cat.(500-0006)

BioRad Protein Assay

Abbildung 9: Gerate und Chemikalien (Firma Roche)

2.3. Zellpraparation aus Vollblut

2.3.1. Vorversuch: Vergleich von 3 Methoden der Zellisolation

Aus drei verschiedenen Praparationsmethoden wurde in einem Vorversuch (mit
24 Probanden) getestet, welche Methode eine geeignete und praktikable Zell-

praparation ergibt.

2.3.1.1. CPT-Vakutainer (Becton&Dickinson)

CPT-Vakutainer sind Vakuumrohrchen und dienen der Zellpraparation von mo-
nonuklearen Zellen aus ca. 8ml Vollblut. Das Blut wurde aus einer peripheren
Vene direkt in die Vakuumrohrchen abgenommen und durch mehrmaliges
Schwenken mit der darin enthaltenen Natriumcitratidsung vermischt. Nach der
Zentrifugation (1500-1800g, 25min, 20°C ohne Bremse) wurde die Interphase,
bestehend aus mononuklearen Zellen, mit der Pasteurpipette abgenommen und
in Falcon-Rdhrchen (15ml) dberfihrt.

2.3.1.2. Leucosep-Roéhrchen (Greiner) / Ficolliiberschichtung

In die Greiner-Réhrchen mit einem eingesetzten Filter wurde zunachst 3ml
Ficoll Histopaque (Sigma) gegeben und unter den Filter zentrifugiert (1000g,
30sec, Raumtemperatur, ohne Bremse).

Auf den Filter wurde jeweils 6ml Vollblut, welches vorher mit EDTA versetzt
worden war, pipettiert und nochmals zentrifugiert (1000g, 10min, RT, 0.B.).

Die Interphase mit den darin enthaltenen WBC’s wurde ebenfalls in ein Falcon-
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Roéhrchen (15ml) uberfuhrt.

2.3.1.3. Erythrocytenlyse mit Redbloodcell-Lysepuffer (Roche)

In Falcon-Rohrchen (15ml) wurden je 5ml EDTA-Vollblut mit 10ml RBC-
Lysepuffer (Roche Cat.No. 1814389) versetzt und 10min bei Raumtemperatur
auf dem Rotationsrad gemischt. Sodann wurde die Ldsung abzentrifugiert
(600g, 10min, Raumtemperatur RT) und der Uberstand verworfen. Das Sedi-
ment, bestehend aus Leukozyten (= weil’e Blutkérperchen) wurde in 1ml PBS-

Puffer resuspendiert.

Die aus diesen drei Isolierungsmethoden gewonnenen Zellen wurden jeweils in
20ml PBS-Puffer resuspendiert und zentrifugiert (300g, 8min, RT, mit Bremse).
Dieser Waschvorgang wurde noch einmal wiederholt, die Uberstéande jeweils
abgesaugt, verworfen und die Zellen schliellich in 20ml PBS-Puffer aufge-

nommen.

2.3.2. Bestimmung der isolierten Zellen

2.3.2.1. Zellzahl ausgezéhlt in der Neubauer-Zéhlkammer

Je ein Aliquot der so entstandenen Zellsuspensionen in 10ml Volumen wurde
1:20 mit PBS-Puffer verdunnt (10ul Zellpool (ZP) +190ul PBS), damit der Zellti-
ter mittels Neubauer-Zahlkammer unter dem Mikroskop bestimmt werden konn-
te. Die Gesamtzellzahl wurde durch Auszahlen zweier Grol3quadrate der Neu-
bauerkammer berechnet.

Gesamtzellzahl der isolierten WBC’s: Fur ein Beispiel von 40ml Vollblut in 10ml
Zellpool (ZP) nach Greineraufreinigung:

116 + 129 / 8 x 10 000 x 20 = 6,125 x 1 000 000 /ml x 10ml (ZP) + 40ml (VB)
ergibt 1,53 x 1 000 000 Zellen /ml Vollblut

2.3.2.2. Zellzahlbestimmung der Vorversuchsproben mit CASY und FACS

Um die Zellausbeute aller drei verschiedener Zellaufreinigungen zu erfassen,
wurde von 5 Probanden im Vorversuch jeweils eine Probe mit dem CASY®1 bei
Roche/Penzberg vermessen. Hierbei konnte mit dem FACS auch das Verhalt-

nis von Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten erfasst werden.
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2.3.2.3. Zellzahlbestimmung in der klinischen Chemie

Um ein differenziertes Bild der isolierten Zellen zu bekommen wurde damals
von jedem Zellpool auch ein Blutbild in der klinischen Chemie des Klinikum

Rechts der Isar erstellt.

Vorgehen beim Probandenkollektiv n=245:
Das Vollblut (je Proband 40ml) wurde mit 40ml PBS-Puffer (bei Raumtempera-

tur) 1:1 verdunnt. Das verdunnte Vollblut wurde sodann langsam und vorsichtig

in die bereits vorbereiteten, mit 15ml Ficoll (Raumtemperatur) geflllten und be-
schrifteten, Falcon-Rdhrchen (50ml) Gberschichtet. Die Uberschichteten Falcons
wurden bei 1000g, 15min ohne Bremse zentrifugiert. So gewannen wir eine In-

terphase mit ,White blood cells”.

Vor Zentrifugation Nach Zentrifugation

R

Verdiinnte Plasma-
Zellsuspension ~— Phosphatpuffer-
P Gemisch

Interphase mit
~= mononukledren
Zellen

Ficoll-Paque® . Ficoll-Pague®
Plus Plus

4 Erythrozyten/
«+— Granulozyten/
g tote Zellen

Abbildung 10: Interphase mit WBC

Das Serum — die oberste Phase — wurde mit einer Vakuumpumpe bis knapp
Uber der Interphase abgesaugt, sodass die Zellen der Interphase mit der Ep-
pendorfpipette (1000ul-Aufsatz) vorsichtig in jeweils 15ml Falcon-Réhrchen zum
Waschen Uberfuhrt werden konnten. Die Zellen der Interphase wurden jeweils

2x mit PBS-Puffer gewaschen, d.h. in PBS-Puffer resuspendiert und wieder ab-

18



zentrifugiert bei diesmal 300g je 10min mit Bremse. Der Uberstehende PBS-
Puffer wurde jeweils mit der Vakuumpumpe bis knapp uber dem Zellpellet ab-
gesaugt. Nach dem 2.Waschvorgang wurde das Zellpellet in 10ml PBS-Puffer
(Raumtemperatur) resuspendiert, so dass sich ein Zellpool ergab. Aus jedem
Zellpool wurde eine Probe in der Neubauer-Zahlkammer ausgezahit.

Der gut gemischte Zellpool von 10ml wurde sodann aliquotiert.

e 1x5ml Aktivitatstest
e 1x3ml ELISA
e 2x1ml RT-PCR

Aulerdem wurde das Ubrige Restvollblut in Falcon-Réhrchen bei -20C° gelagert
und einer Mutationsanalyse mittels DHPLC bzgl. des DPD-Genes im Klinikum
Rechts der Isar (Arbeitsgruppe Dr. Evi Gross) zugefluhrt (siehe (74) Dissertation
K. Seck 2006).

Die Proben standen - durch natlrlichen Ausschuss bedingt - nicht alle fur jedes
Testverfahren zur Verfugung, was die unterschiedlichen Fallzahlen in der Aus-

wertung erklart. Hier eine Ubersicht der eingesetzten Probenzahlen:

Ubersichtstabelle: Eingesetzte Probenanzahl bei den gewihiten Analysen

Aktivitatsiest
n=167
Bel 28 ausgewahien Proben wurden
quantitativ verglichen: Tolal-RNA vs. mRNA
und Hexamer Primer vs. Spez. Primerin
Volbiut vs. PBMNC's
ELISA r
MRNA
Gesamtes n=199 Hexamer Primer
Probandenkollektiv { Volb
Vollbiut Total RNA
n=245 Hexamer Primer
mRNA
spez. Primer
olbiut
mRNA
PCR n=28 Heaxamer Primer
n=230 mRNA
Hexamer Primer
PBMNC
Total RNA
Hexamer Primer
MRNA
spez. Primer
* PBMNC
mMRNA
Hexamer Primer

Abbildung 11: Consort-Diagram Anzahl der eingesetzten Proben
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2.4. DPD-Messung mittels quantitativer Real-time Polymerase-
Kettenreaktion mit dem Light-Cycler®

Was ist PCR? In der Theorie besticht die Polymerase-Kettenreaktion (PCR), fur
die der Erfinder Karry B. Mullis 1993 den Nobelpreis erhielt, durch ihre Einfach-
heit.

Bei der PCR handelt es sich um eine enzymatische Reaktion zur in-vitro Ampli-
fikation von DNA. Das beteiligte Enzym (Tag-DNA-Polymerase) stammt aus
einem thermophilen Bakterium, das in heillen Quellen heimisch ist und Ther-
mus aquaticus genannt wird. Sie besitzt eine 5’-3’-Polymerase- und eine 3’-5’-
Exonuklease-Aktivitat und hat ihr Temperaturoptimum bei 70-75°C. Durch ihre
Hitzestabilitat bleibt die Polymerase trotz mehrfacher Hitzedenaturierung des
DNA-Doppelstranges auch bei 95°C aktiv.

Um vorzeitige unspezifische Amplifikation der DNA vor der PCR zu verhindern,
wurde ein Antikdrper gegen die Tag-Polymerase verwendet. Der Antikorper
blockiert die Polymerase so lange, bis er bei dem initialen Denaturierungsschritt
(95°C, 1min) inaktiviert und damit das Enzym aktiviert wird.

Neben der Tag-Polymerase bendtigt man nun noch die Bausteine der DNA
(Nukleotide) und zwei sogenannte ,Primer®. Bei diesen Primern handelt es sich
um kleine DNA-Stucke, die aufgrund ihrer Sequenz spezifisch an die DNA-
Bereiche binden, die man nachweisen will. Um eine erfolgreiche PCR durchzu-
fuhren, bendtigt man selbstverstandlich einige wenige Kopien der Erbsubstanz,
die man nachweisen mochte. (GENE-SCAN GmbH, Freiburg)
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2.4.1. RNA-Praparation

2.4.1.1. Gesamt-RNA-Préparation mittels High-Pure RNA Isolation Kit

Zur Gewinnung von cDNA (engl. complementary DNA) als Vorlage fur die PCR
(engl. polymerase chain reaction) musste zunachst mit dem High-Pure RNA
Isolation Kit die RNA aus den Proben extrahiert werden.

Hierbei wurde die Gesamt-RNA extrahiert:

Hierzu verwendetes Protokoll (von Dr. Jutta Mayr, Dr. Michael Knoll, BP-Z7,

Roche Diagnostics)

DNase-1-Lyophilisat des ,High Pure RNA Isolation Kit* in 550ul Elutionspuf-
fer 16sen, in 50ul-Portionen aliquotieren; bei -20°C lagern.

Wichtig beim Waschen der Filter: der Puffer aus dem Reservoir (hier: 2mi
Reaktionsgefall) darf nach der Zentrifugation nicht in Filter zurlickgezogen
werden.

-in 50ml Gefallen je 20ml ,RNA/DNA-Stabilisierungsreagenz® (Roche:
193417) vorlegen

-zu 10ml Vollblut (EDTA, Citrat oder Heparin) 150ul 0,5M EDTA (pH8.3) zu-
geben. Blut in 50ml-Gefalle mit Stabilisierungsreagenz Uberfihren, 30min
auf Rollinkubator bei RT inkubieren, zwischendurch vortexen.

-stabilisiertes Blut in 2ml Reaktionsgefalen in 1ml-Aliquots bei -21°C einfrie-
ren

(in diesem Zustand ist die Probe mind. UN (bis zu einem Tag) bei 4°C und
mehrere Wochen (bis zu einem Jahr) bei —20°C haltbar)

- statt Vollblut verwendete Zellpellets (ca. 1x 100 000 Zellen) + 230ul PBS
+ 750ul Stabilisierungsreagenz — gut mischen!

-je 750ul Lysat (entspricht 250yl Vollblut) auf Filtertubes aus dem ,High Pure
RNA Isolation Kit* (Roche: 1828665) pipettieren.

-Filter in 2ml Reaktionsgefallen 1min bei 10000rpm in Tischzentrifuge zentri-
fugieren, Durchlauf verwerfen

-Filter in frisches 2ml Reaktionsgefaly Uberfihren und erneut 1min bei
10000rpm zentrifugieren (wichtig, da der gesamte Lysepuffer entfernt wer-
den muss!)
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-zu 50ul DNase-Losung 450ul DNase-Inkubationspuffer geben (fur jede Sau-
le werden 100yl dieser Verdunnung bendtigt)

-100u! der DNase-Verdunnung auf Filter pipettieren und 15min bei RT inku-
bieren

-DNase-Verdau durch Zugabe von 500ul Waschpuffer 1 abstoppen, 1min
bei 10000rpm zentrifugieren, Saulendurchlauf verwerfen

-je Filter 500ul Waschpuffer 2 zugeben, 1min bei 10000rpm zentrifugieren,
Durchlauf verwerfen

-erneut 200yl Waschpuffer2 zugeben, 1min bei 10000rpm zentrifugieren
(wichtig: es durfen keine Pufferreste verbleiben), Durchlauf verwerfen
-Elution der RNA in ein frisches 1,5ml Reaktionsgefal3 durch Zugabe von
100ul Elutionspuffer und Zentrifugation far 1min bei 10000rpm.
-Parallel-Ansatze vereinigen

-Messung der RNA-Menge: 1:10-Verdunnung der RNA (mdglichst: 50l
RNA-Eluat+450ul Wasser) in MelRkuvette geben, durch Auf- und Abpipettie-
ren mischen.

Melvorgang bei 260nm und 280nm; 10D=33ug RNA/mI

-RNA in 9,9ul Aliquots bei —20°C einfrieren (10ul des Eluats entsprechen
25ul Blutaquivalent)

Zeitbedarf: ca. 30min fur 10 Praparationen

Ausbeute: 1-6ug Gesamt-RNA pro ml Vollblut, hdhere Ausbeuten deuten auf
DNA-Kontamination hin

Reinheit (280:260nm): 1,9-2,2

Abbildung 12: Protokoll Gesamt-RNA Praparation
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2.4.1.2. mRNA-Préparation mit MagNa Pure

Der ,MagNa Pure LC mRNA Isolation Kit I wurde zur Aufreinigung von mRNA
aus Vollblut, WBC’s, PBMC’s oder Zellkulturen entwickelt. Die aufgereinigte
mMmRNA kann dann nach Transkription in cDNA im LightCycler® zur RT-PCR

eingesetzt werden.

MagNa Pure-Protokoll (mMRNA 1 bzw. total

RNA for Blood)
Cat.Nr.: 3 004 015 bzw. 3 004 007 ( MagNA Pure LC mRNA Iso-
lation Kit | bzw. Magna Pure RNAIsolation Kit I)

zuerst Ge-
Vorgehen: Anschalten rat ( AIf)

dann Moni-

tor

dann Rechner

Magna Pure Version 2.1 anklicken
Start Programm
Handschuhe!

Kontrolle Flissigabfall (ob der an seinem Platz und Fullzustand)
Abfallsack

Gerét reinigen: Blgel hoch
Pipettenhalterungen (gelb und blau) rausnehmen
und Pipetten entfernen

Halterung fir Lé6sungs-Rages rausnehmen

alles reinigen mit Papiertuch und DNA-Zap 1 zuerst
und dann mit DNA-Zap 2 nachwischen

alles wieder einsetzen und schlief3en

Sample Ordering | Sample Protocoll |
MRNA oder total RNA for
blood

| Sample Volumen |
100 pl

| Elutions Volumen |
100 pl

32 Proben mit dem Lysis buffer (300ul) in die Probencardridge einpipettieren!
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Start Batch

nun erscheint auf dem Bildschirm, was alles in das Gerat eingesetzt werden
muss.

Pipettenspitzen, Behalter, Probencartridges,...
zuerst mit allen Plastikeinsatzen bestiicken

dann Proben vorbereiten (mit Lysis buffer mischen)

und Ldsungen in die Behalter pipettieren Capture buffer 1 23 200 i

(zuletzt : DNAse Solution und MBP)

zuletzt MBP (Magnetic Bead Particles) + Oligo dT +19,3 yl

bei Capture Buffer Oligo-dT nicht vergessen !!!

(siehe BPZ) Wash buffer || 2 29 600 pl
Lysis buffer 3 -
DNAse Solution 4 7 400 pl
Wash buffer | 5 14 000 pl
SMP 6 2100 pl
Elution buffer 7 7900 pl

DNAse Solution : getrocknete DNAse (RNAse free) + 7 800 ul DNAse Incubation

buffer (4b)

for 8 for 16 for 24 for 32
isolations isolations | isolations isolations
Capture buffer :
Hybridization buffer(1b) 7,3 ul 11,3 pl 15,3 pl 19,3 pl
Oligo[dT] (1a) 8800 ul 13600 yl 18 400 pl 23 200 pl

Alles in Gerat

einsetzen

Check-up !!

| oK

Abbildung 13: Protokoll fiir MagNaPure RNA-Praparation



2.4.2. cDNA-Synthese mit reverser Transkription der RNA (AMV)

Erster Vorgang bei der RT-PCR: fur die Synthese der Einzelstrang-cDNA wurde
die bereits extrahierte total-RNA bzw. mRNA revers transkribiert. Dabei erzeugt
das verwendete Enzym aus einer einstrangigen RNA einen komplementaren
DNA-Strang. Die eingesetzten Komponenten stammen aus dem AMV-RT-PCR-
Kit der Firma Roche Diagnostics. Die hier verwendete reverse Transkriptase
des ,Avian Myoblastosis Virus“ besitzt neben Aktivitaten als RNA-/DNA-
abhangige- DNA-Polymerase auch eine RNase-H-Aktivitat, die zu einem spezi-
fischen Abbau der RNA fuhrt.

Dadurch werden Storfaktoren, die durch RNA-Verunreinigungen entstehen

konnen, bei der nun folgenden RT-PCR minimiert.

Volumen Substanz

2,1l 10x Reaktionspuffer

4 ul 25mM Magnesiumchlorid

2 ul Desoxynuleotide Mix

2 ul Random Hexamer-Primer bzw. spez. Primer
1l RNase-Inhibitor
0,8 pl H20O (steril) fir RT(-)
0,8 i AMV reverse Transkriptase fur RT(+)

Abbildung 14: RT-PCR-Mastermix (Dr. Michael Knoll, FA Roche)

Zu 9,9ul der RNA-Praparation wurde nun jeweils 11,1yl des RT(-) bzw. RT(+)
Mixes gegeben. Die 2 Negativ-Kontrollen (steriles Wasser statt Reverse Tran-
skriptase) wurden als Kontaminationskontrolle bei jedem Lauf mitgefuhrt. Dies
diente als Nachweis der Reinheit der Kit-Komponenten, der Kontrolle einer
DNA-freien RNA-Praparation sowie einer sauberen Arbeitsweise beim Ansatz
des RT-PCR-Mixes. Nach Mischen und Zentrifugieren wurde der Ansatz im
Thermocycler 10 min inkubiert. Wahrend der Inkubation bei 25°C (Primer-
Annealing) hybridisieren synthetische DNA-Oligonukleotide (Primer) an kom-
plementare Sequenzen der DNA (Annealing) und ermdglichen die Kopie spezi-
eller Bereiche durch die Tag-DNA-Polymerase (Elongation). Die Reverse Tran-
skription fand bei 42°C Uber 60min statt. Die cDNA wurde anschlie3end bei -
20°C gelagert.
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2.4.2.1. ,1st Strand cDNA-Synthese Kit* fir RT-PCR (AMV)

Zum groflten Teil wurde die cDNA mit Hexamer-Primern aus dem 1st Strand
cDNA-Synthese-Kit fir RT-PCR hergestellt (Random Hexamer p(dN)6). Die
Synthese der Einzelstrang-cDNA erfolgt mit diesem Kit durch die reverse Tran-
skriptase des Avian-Myoblastosis-Virus (AMV). Dabei erzeugt das Enzym aus
der einstrangigen RNA einen komplementaren DNA-Strang. Diese cDNA (engl.
complementary DNA) ist fur den weiteren Einsatz in der PCR-Technik (engl.

polymerase chain reaction) geeignet.

2.4.2.2. cDNA-Synthese aus ,LC-DPD mRNA Quantifikation Kit“

Spezifische Primer: cDNA-Synthese mit Komponenten aus dem neu konfektio-
nierten Kit: ,LC-DPD mRNA Quantifikation Kit“. Es wurden sequenz-spezifische
Oligonucleotid-Primer verwendet. Damit konnte gewahrleistet werden, dass
wahrend der reversen Transkription nur bestimmte gewulnschte Zielsequenzen
transkribiert und damit die Bildung unspezifischer cDNA-Produkte reduziert
wird. Spezifische Primer waren zum einen (DPD:RT4) und (G6PDH:rev3).

2.4.3. Quantitative Real-Time PCR mit dem LightCycler®

Zweiter Vorgang bei der RT-PCR: um die mRNA-Expression von DPD quanti-
tativ zu messen wurde nun die Anzahl der zuvor synthetisierten cDNA-Molekule
uber Vervielfaltigung (Amplifikation) im LightCycler® bestimmt.

Neu am LightCycler® System von Roche ist das Heiz- und Kuhlsystem welches
Uber heilRe bzw. kalte Luft funktioniert, welche die in speziellen dunnwandigen
Glaskapillaren (hohes Oberflachen-Volumen-Verhaltnis) befindlichen, Proben
sehr rasch auf die gewlnschte Temperatur erhitzt bzw. kahlt. Dadurch kann mit
diesem System eine sogenannte Echtzeit-PCR durchgefuhrt werden, die einen
deutlich verringertem Zeitaufwand bendtigt: d.h. 30 bis 40 Zyklen kénnen in 20-
30min laufen. Zudem kdnnen 32 Kapillaren gleichzeitig in einem Karussell plat-
Ziert werden. (siehe Abb. 15)
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LightCycler® System mit Probenkarussell, gefullt mit Glaskapillaren

Roche Molecular Biochemicals, Real-time PCR — as flexible as you are

Abbildung 15: LightCycler® von Roche

Ein PCR-Ansatz enthielt die in der unten in Abb.16 aufgelisteten Komponenten.

Enthalten war jeweils ein Primer/Sonden-Paar: DPD oder G6PDH.

Alle Proben wurden jeweils in zweifacher Version unter MitfUhren einer Kalibra-

tor-cDNA und 2 Negativ-Kontrollen gemessen.

Volumen FastStart-Master-Mix (10ul je Reak-
tionsansatz)
2 ul 10x FastHybProbe-Master
2,4 ul 25mM Magnesiumchlorid
10ul DNA/Primer-Ansatz
5,6 pl H20 (steril)

Abbildung 16: Fast Start DNA Master Hybridization Probes (Mix fiir PCR-Ansatz)
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Zu jeweils 10yl des FastStart-Ansatzes wurden dann entsprechend jeweils 6l
des Detection Mixes pipettiert, sowie je eine Probe mit dem DPD-Kalibrator
(pDPD) und dem G6-Kalibrator (pG6PDH) wie auch die beiden Negativ-

Kontrollen sowie oben genannt paarweise die zu bestimmende cDNA-Probe.

Dem LightCycler® stehen verschiedene Fluoreszenzformate zur VerfUgung um
die Menge des gewulnschten PCR-Produktes mit Fluoreszenzsignalen darzu-
stellen. Bis dato war die gangiste und weit verbreitetste Methode die Geltren-
nung und Farbung von PCR-Produkten mit Ethidiumbromid. Dieses wird jedoch
aufgrund seiner geringen Sensitivitdt und Spezifitdt im LightCycler®-System
nicht verwendet. Die Verwendung eines doppelstrangigen DNA-
Bindungsfarbstoffes (wie z.B. SYBR Green 1) ist spezifischer, da er nur fluores-
ziert, wenn er an doppelstrang-DNA gebunden ist. Als sequenzspezifisches
Format wird hier eine fluoreszenz-markierte Hybridisierungssonde verwendet.
Diese bietet eine maximale Spezifitat fir die Produktidentifizierung und kann
eine bestimmte DNA-Sequenz nachweisen und quantifizieren. In dieser Arbeit
werden zwei speziell entwickelte sequenzspezifische Oligonukleotidsonden
verwendet, die mit verschiedenen Farbstoffen markiert sind. Die Sequenzen der
beiden Sonden werden so ausgewahlt, dass sie in einer Kopf-Schwanz-
Anordnung mit der Zielsequenz auf dem amplifizierten DNA-Fragment hybridi-
sieren konnen. Der Donorfarbstoff (Fluorescein) wird von der blauen LED-
Lichtquelle des LightCyclers® angeregt und emittiert grines Fluoreszenzlicht
mit einer etwas langeren Wellenlange (530nm). Wenn sich beide Farbstoffe in
unmittelbarer Nahe befinden (1 - max. 5 Nucleotide Abstand), regt die emittierte
Energie des ersten den an die zweite Hybridisierungssonde gebundenen Farb-
stoff (Akzeptor) an, der dann fluoreszierendes Licht mit einer anderen Wellen-
lange emittiert (hier LC Red 640nm).

Dieser als FRET (Fluorescence resonance energy transfer) bezeichnete Ener-
gietransfer hangt stark von dem Abstand zwischen den beiden Farbstoffmoleki-
len ab. Energie wird nur dann effizient Ubertragen, wenn sich die Molekule in
unmittelbarer Nahe befinden (1-5 bp). Die Menge / Intensitat an Fluoreszenz ist
direkt proportional zur Menge an Ziel-DNA, die wahrend des PCR-Processes

erzeugt wird. Die Hybridisierungssonde 1 ist am 3’Ende mit Fluorescein mar-
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kiert (Donor) und die Hybridisierungssonde 2 ist am 5’Ende mit LightCycler®
Rot 640 (Akzeptor) markiert. Die Hybridisierung findet nicht wahrend der Dena-
turierung statt, daher wird dann keine Fluoreszenz bei 640nm nachgewiesen.

Nach der Denaturierung hybridisieren die Sonden (Annealing) bei 62°C in einer

Kopf-Schwanz-Anordnung mit dem amplifizierten DNA-Fragment.

PCR-Schritt Dauer /Temperatur Wiederholung
Denaturierung 5 min/95°C 1x
Amplifikation 10 s / 95°C Denaturierung Je 40x

10 s / 62°C Primer-Annealing
10 s/ 72°C Elongation

Abkuihlen Zieltemperatur: 40°C (30 s) 1x

Abbildung 17: Ablauf der PCR im LightCycler®

Fluorescein wird durch das LED-Licht des LightCyclers® angeregt und sendet
grunes Licht aus. Die emittierte Energie regt das LC Red 640nm an, welches
dann rotes Licht emittiert (siehe Abb. 18). Wahrend der Elongation (Tempera-
turerhdhung) werden die Sonden von der DNA-Polymerase verdrangt. Diese
Amplifikation wird 40x wiederholt. Das Signal wird einmal pro Zyklus vom Op-
tiksensor des LightCyclers® gemessen. Abhangig von der Anfangskonzentrati-
on der zu messenden DNA-Sequenz beginnt die Zunahme der Signalintensitat
in verschiedenen Zyklen. Wichtig beim Arbeiten mit den Hybridisierungsproben
ist, dass keine Fluoreszenz erkannt wird, wenn keine entsprechende Vorlage

vorhanden ist.

Anregung

J

ﬁu.,
Fluorescein
43—: bp-3=:

‘ Tinzektrang- DNA
Elongation
Detekti
G
Huorescein
@,
e
Tag-Pol.

Cr—— =5 bpwip
¢ )

Finzolstrang- DNA

Abbildung 18: Prinzip der LightCycler® RT-PCR Methode
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Die Intensitat des emittierten Lichtes wird im Detektionssystem des LightCyc-
lers® gemessen und von der Software ausgewertet dargestellt. Die gemessene
Fluoreszenzintensitat, LC-Red 640 bei A=640nm ist proportional zur Anzahl der
gebundenen Hybridisierungsproben und lasst auf die Kopienzahl des Templa-
tes schlieRen. So kann die PCR-Reaktion sowie die Zunahme der zu messen-
den DNA-Sequenz in ,Echtzeit* beobachtet und aufgezeichnet werden.

FUr jede Probe entsteht also ein charakteristischer Kurvenverlauf.

o,
=
o
-t
(%)

20 y) 30 )
Cycles

Abbildung 19: Kurvenverlauf RT-PCR im LightCycler®

2.4.4. Validierung der RT-PCR-Daten

Zur Bestimmung der Genauigkeit (Reproduzierbarkeit) der PCR-Messungen
wurde sowohl von der Aufarbeitung des Blutes als auch von der RNA- und
cDNA-Synthese mit anschlieRender RT-PCR-Auswertung jeweils ein
Variationskoeffizient berechnet.

Dazu wurden vier zufallig gewahlte Proben der WBC-Pellets parallel aufgear-
beitet und mit PCR gemessen. (Probennummern 153, 162, 212 und 226)
Definition: Ein Variationskoeffizient ist ein Quotient aus Standardabweichung
und Mittelwert und damit gut geeignet zum Vergleich der Streuung verschiede-
ner Variablen auch mit unterschiedlichen Einheiten ((43) Dr.S.Reese LMU

Munchen).
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Die mRNA wurde mit dem MagNa Pure prapariert.

Magna Pure-Protokoll (mRNA 1 for Blood) ---> VK

Datum: 01.03.01

Experiment: Erstellung eines Variationskoeffizienten, um die VerlaBlichkeit der Ratios zu testen
dazu werden 4 Proben je 8mal eingesetzt --> mRNA --> cDNA --> PCR

Vorgehen: Anschalten  zuerst Gerat (ALF)
dann Monitor
dann Rechner

[Magna Pure Version 2.1 anklicken |
[Start Programm |

Handschuhe!

Kontrolle Fliissigabfal: ob der an seinem Platz und Fiillzustand

Gerat reinigen: Bugel hoch

Pipettenhalterungen (gelb und blau) rausnehmen u Pipetten entfernen
Halterung fiir Losungs-Rages rausnehmen

alles reinigen mit Papiertuch und DNA-Zap 1 zuerst
und dann mit DNA-Zap 2 nachwischen

alles wieder einsetzen und schliellen

[Sample ordering | [Sample protokoll |
mRNA 1 for blood

[Sample volumen |

100 pl
|Elutions volumen |
50 pl
Proben-Namen eingeben:
H G F E D C B A
Probe 8 Probe 7 Probe 6 Probe 5 Probe 4 Probe 3 Probe 2 Probe 1

Probe 10 Probe 9

Probe 32 0 0 0 W 0 0

B WOWN -

I > zu wenig Eluat; nur 3 Aliquots a' 10p!



Variationskoeffizient:

Zugeben von
MagnaPure
mRNA durch auf- entspricht ca.
LysisPuffer ~ und in Sample- |Probenvolum | Zellzahl von
~Zellzahl/ und gut abpipettieren |Cartidge en insgesamt|0,5-
Sample Pellet mischen... und vortexen |geben 400ul 1Mio/Sample
Probe 1 PBL 153 ca.5,2 Mio gut vortexen! [davon 100pl 300p! LP
Probe 2 PBL 153 ca.5,2 Mio gut vortexen! [davon 100l 300p! LP
Probe 3 PBL 153 ca.5,2 Mio gut vortexen! [davon 100pl 300p! LP
Probe 4 PBL 153 ca.5,2 Mio gut vortexen! |davon 100yl 300ul LP
Probe 5 PBL 153 ca.5,2 Mio gut vortexen! |davon 100l 300ul LP
Probe 6 PBL 153 ca.5,2 Mio gut vortexen! |davon 100l 300ul LP
Probe 7 PBL 153 ca.5,2 Mio gut vortexen! |davon 100l 300ul LP
Probe 8 PBL 153 ca.5,2 Mio gut vortexen! [davon 100l 300p! LP
Probe 9 PBL 162 ca.5,0 Mio gut vortexen! [davon 100l 300p! LP
Probe 10 PBL 162 ca.5,0 Mio gut vortexen! [davon 100yl 300p! LP
Probe 11 PBL 162 ca.5,0 Mio gut vortexen! |davon 100yl 300ul LP
Probe 12 PBL 162 ca.5,0 Mio gut vortexen! |davon 100l 300ul LP
Probe 13 PBL 162 ca.5,0 Mio gut vortexen! |davon 100l 300ul LP
Probe 14 PBL 162 ca.5,0 Mio gut vortexen! |davon 100l 300ul LP
Probe 15 PBL 162 ca.5,0 Mio gut vortexen! [davon 100pl 300yl LP
Probe 16 PBL 162 ca.5,0 Mio gut vortexen! [davon 100pl 300p! LP
Probe 17 PBL 212 ca.5,8 Mio gut vortexen! [davon 100pl 300p! LP
Probe 18 PBL 212 ca.5,8 Mio gut vortexen! |davon 100yl 300ul LP
Probe 19 PBL 212 ca.5,8 Mio gut vortexen! |davon 100yl 300ul LP
Probe 20 PBL 212 ca.5,8 Mio gut vortexen! |davon 100l 300ul LP
Probe 21 PBL 212 ca.5,8 Mio gut vortexen! |davon 100l 300ul LP
Probe 22 PBL 212 ca.5,8 Mio gut vortexen! [davon 100pl 300yl LP
Probe 23 PBL 212 ca.5,8 Mio gut vortexen! [davon 100l 300p! LP
Probe 24 PBL 212 ca.5,8 Mio gut vortexen! [davon 100pl 300p! LP
Probe 25 PBL 226 ca.5,6 Mio gut vortexen! [davon 100pl 300p! LP
Probe 26 PBL 226 ca.5,6 Mio gut vortexen! |davon 100l 300ul LP
Probe 27 PBL 226 ca.5,6 Mio gut vortexen! |davon 100l 300ul LP
Probe 28 PBL 226 ca.5,6 Mio gut vortexen! |davon 100yl 300ul LP
Probe 29 PBL 226 ca.5,6 Mio gut vortexen! [davon 100pl 300p! LP
Probe 30 PBL 226 ca.5,6 Mio gut vortexen! [davon 100l 300p! LP
Probe 31 PBL 226 ca.5,6 Mio gut vortexen! [davon 100pl 300p! LP
Probe 32 PBL 226 ca.5,6 Mio gut vortexen! [davon 100pl 300p! LP

nun erscheint auf dem Bildschirm, was alles in das Gerat eingesetzt werden muf.
Pipettenspitzen, Behalter, Probencartridges,...

zuerst mit allen Plastikeinsatzen bestlicken

dann Proben vorbereiten

und Lésungen* in die Behalter pipettieren (zuletzt : DNAse Solution und SMP)
bei Capture Buffer Oligo-dT nicht vergessen !!! (siehe BPZ)

Alles in Gerat einsetzen

Check-up !!

* Capture Buffer
Wash Buffer 2

Lysis Buffer

DNAse Solution
Wash Buffer 1

SMP

Elutions Buffer

---> 23 200 pl HybridisationB + 19,3 pl Oligo-dT

--->29 600 pl

---> wird schon zu den Proben gegeben
---> 7 800 pl Inkubationsbuffer in DNAse-Flaschchen (rollern)

--->14 000 pl
---> 2100 pl (vorher rollern!)
---> 7900 pl

Abbildung 20: Protokoll mRNA-Praparation fiir Variationskoeffizient
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Reverse Transkription mit AMV-RT-PCR-Kit

01.03.01

Silvia Riemer

RNA-Prap.: RNA-Praparation der Proben 153,162,212,226
PBL's mittels "Magna Pure mRNA Isolation Kit 1 (blood)" (am 01.03.01-Alf)
RT-PCR-Mastermix alle Komponenten aus dem LC-DPD mRNA Quantifikation Kit auBer RT-Puffer (10x)
( Cat.-Nr.:3 136 957 ) 1st Strand Kit
1 25
RT-PCR-Mastermix Ansatz Ansatze
in pl in i
10x Reaktionspuffer 2,1 52,5
25mM Magnesiumchlorid 4 100
Deoxynucleotide Mix 2 50
Random Hexamer-Primer * 2 50
RNase-Inhibitor 1 25
Summe: 11,1 277,5

RT-Mastermix in zwei Ansatze teilen:

0 Tubes RT(-)
25 Tubes RT(+)

0 pl RT-PCR-Mastermix + 0,00 pl H20O(steril)
275 pl RT-PCR-Mastermix + 20,00 ylAMV

9,9ul gesRNA-Praparationen auf Eis (!) auftauen
zu jedem Ansatz 11,1l entsprechend nachstehender Liste RT(-)- und RT(+)-Mix geben:

RNA-Prép. | RT(-VRT(*) ]| RNA-Prap. | RT(-/RT(*)
Calibr. RT(+) 162 RT(+)
Calibr. RT(+) 162 RT(+)
Calibr. RT(+) 162 RT(+)

153 RT(+) 162 RT(+)
153 RT(+) 162 RT(+)
153 RT(+) 212 RT(+)
153 RT(+) 212 RT(+)
153 RT(+) 212 RT(+)
153 RT(+) 212 RT(+)
153 RT(+) 212 RT(+)
162 RT(+) 212 RT(+)
162 RT(+) 212 RT(+)

Ansatz durch Auf- und Abpipettieren mischen

Inkubation des Ansatzes fiir 10min auf 25°C (Primer-Annealing), dann 60min bei 42°C (Reverse Transkription)
Inkubation des Ansatzes fiir 5min auf 94°C zur Inaktivierung der Reversen Transkriptase, sofort auf Eis
cDNA-Ansatz bei -20°C lagern

Abbildung 21: cDNA-Synthese fiir Variationskoeffizient
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Light-Cycler-Lauf (HybProbes)

Datum: 01.03.01
10x Master: aus dem LC-DPD mRNA Quantification Kit (Cat.No. 3 136 957)
cDNA/DNA: RNA-Prap. Magna Pure mRNA-Kit-1 aus PBL's 153 (7x) ---> Variationskoeffizient!
cDNA-Synthese vom 01.03.01 mit LC-DPD...Kit (auch 7x)
statt 5x- —»10x RT-Puffer (aus 1st Strand cDNA-Synth.Kit for RT-PCR...AMV)
Cat-Nr.:siehe 25.01.01/Protokoll
Software: LC-Programm (.exp): EnzymKitPrg
Daten (.abt, .flo, .tem):
DPD
Master: 3mM MgCl2 3mM MgCl2 | 3mM MgCI2
60ul FastStart 3b in 3a 1 17 17
pipettieren, durch Auf-/ und Ansatz Caps Ansatz Ansatz
Abpipettieren mischen in pl in pl in yl
FastStart Reaction Mix 2 3a red cap 34 34
25mM Magnesiumchlorid 1,6 11 colorless 27,2 27,2
DNA/Primer-Ansatz 10
H20 (steril) 6,4 10 colorless 108,8 108,8
Detection Mix 6 1/2 green/ 102 102
zuerst 16l Mastermix in die Kapillaren pipettieren
dann 4pl cDNA zugeben
cDNA/DNA. Master Wasser Kap. LC-
Ansatz ul Mixes ul Nr. Pos.
DPD Calibrator 4 16 0 11 1
DPD Calibrator 4 16 0 12 2
G6PDH  |Calibrator 4 16 0 13 3
G6PDH |Calibrator 4 16 0 14 4
DPD PBL 153 4 16 0 15 5
DPD PBL 153 4 16 0 16 6
G6PDH |PBL 153 4 16 0 17 7
G6PDH  |PBL 153 4 16 0 18 8
DPD PBL 153 4 16 0 19 9
DPD PBL 153 4 16 0 20 10
G6PDH |PBL 153 4 16 0 21 11
G6PDH  |PBL 153 4 16 0 22 12
DPD PBL 153 4 16 0 23 13
DPD PBL 153 4 16 0 24 14
G6PDH |PBL 153 4 16 0 25 15
G6PDH  |PBL 153 4 16 0 26 16
DPD PBL 153 4 16 0 27 17
DPD PBL 153 4 16 0 28 18
G6PDH |PBL 153 4 16 0 29 19
G6PDH  |PBL 153 4 16 0 30 20
DPD PBL 153 4 16 0 31 21
DPD PBL 153 4 16 0 32 22
G6PDH |PBL 153 4 16 0 33 23
G6PDH |PBL 153 4 16 0 34 24
DPD PBL 153 4 16 0 35 25
DPD PBL 153 4 16 0 36 26
G6PDH |PBL 153 4 16 0 37 27
G6PDH |PBL 153 4 16 0 38 28
DPD PBL 153 4 16 0 39 29
DPD PBL 153 4 16 0 40 30
G6PDH |PBL 153 4 16 0 11 31
G6PDH |PBL 153 4 16 0 42 32

Abbildung 22: Ansatz fiir den LightCycler® am Beispiel der Probe Nr. 153 fiir Variations-

koeffizient
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2.5. ELISA: DPD-Messung auf Proteinebene

ELISA (=Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) fur die quantitative Bestim-
mung von DPD in den PBMNC'’s auf Proteinebene.

Dazu wurden die gewonnenen Zellpellets aus PBMNC’s in jeweils 800 ul TBS-
Puffer resuspendiert und die Zellen Uber dem Sonifeyer (Ultraschall/Labsonic
von Braun) lysiert (3x10min/auf Eis; Einstellung zwischen 3 und 4). Nach Zentri-
fugation bei 10 000 rpm Uber 6min wurde der Uberstand aliquotiert, schockgef-

rohren und bei -20°C gelagert.

2.5.1. Allgemeine Proteinbestimmung des Zellysates nach BRADFORD

Die Proteinbestimmung von Zell-Lysaten im Bio-Rad-Protein-Assay:

Einsatzstoffe: Zell-Lysate, Bio-Rad-Reagenz, Precimat, TBS (Tris-Buffered-
Saline), VE-Wasser

Durchfuhrung: Precimat c=60mg/ml mit VE-Wasser auf 0,1mg/ml verdunnen
(1ul Precimat + 600ul VE-Wasser) = Standard.

Reagenzldésung herstellen: je Probe 200ul Bio-Rad-Reagenz + 800ul VE-

Wasser (Gesamtlosung fur 10 Zell-Lysate: 40ml VE-Wasser + 10ml Bio-Rad-
Reagenz => 1ml/Klvette vorlegen, dazu Probe pipettieren).

Bei jeder Messung wird gegen den Reagenzienleerwert gemessen (200ul Bio-
Rad-Reagenz + 800ul VE-Wasser + 5ul TBS).

Standard messen: 20ul, 40pul, 60ul, 80ul, 100ul einsetzen, gut mischen, 5min

inkubieren und bei 595nm am Photometer messen.

Probenmessung: z.Bsp. 10 Proben mit Reagenzlésung ansetzen (jeweils 2l

und 4yl einsetzen), gut mischen, 5min inkubieren, und bei 595nm am Photome-
ter messen.

Die Daten der Proteinbestimmung wurden jeweils in einem Bezugskurvenpro-
gramm ausgewertet (BEZUKULI).

2.5.2. Bestimmung der DPD-Konzentration mit dem ELISA-Kit

In Relation zur Gesamtproteinkonzentration wurde nun von jeder Zellprobe die
DPD-Konzentration bestimmt. Die Proben wurden jeweils doppelbestimmt und
im Vergleich zu einer Positivkontrolle (PK) sowie zu den vorgegebenen Stan-

dards (St. a-f) gemessen.
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Herstellung der Sample buffer aus dem vorgegebenen Kit:

0,3ml wegnehmen und verwerfen, 0,3ml Casein-Ldsung(6) zugeben — gut ver-
ruhren!

Einzusetzende Proben verdinnen:

1:2,5 — d.h. 75ul Sample Buffer mit 50ul der Probe

Positivkontrolle verdiinnen:
1:5 — d.h. 20ul PK mit 80pl Sample Buffer
Vorbereitung der Mikrotiterplatte (MTP) bestehend aus 8x12 Fachern:

In alle Felder 100ul Sample Buffer geben, aul3er in die beiden Negativkontrollen
(,Blank®), jeweils 50ul von jeder Probe zu pipettieren sowie die Standards (a-f)
und die Positivkontrolle.

Sodann die MTP mit Folie abdecken und Uber 2h bei 37°C und 300rpm inkubie-
ren.

3x Waschen mit jeweils 300yl WashBuffer(7) und jeweils ausklopfen.
Anti-DPD-HRP (2) in 500ul bidest. Wasser I16sen und 10min rollern. Davon
200ul in 15,8ml Inkubationspuffer (4) geben und gut rihren!

Jeweils 150ul (Immunoreagenz) in die MTP geben — auler bei ,,Blank®!

Die Platte wiederum 1h bei 15-25°C (Raumtemperatur) und 300rpm inkubieren.
Nochmals jeweils 3x mit Waschpuffer waschen und ausklopfen.

In jedes Fach jeweils 200ul ABT-Substrat zugeben (=Farbstoff), Stoppuhr star-
ten und die Platte auf den Schuttelinkubator legen (300rpm).

Alle 10min erfolgt eine photometrische Messung bei 405nm (Referenzbereich
490nm) uber ca. 60min lang.

Messbereich DPD: 0-80ng/ml, 1ng/ml entspricht 0,17U/ml

Der durchschnittliche Variationskoeffizient des DPD-ELISA’s einschlieRlich
Probenvorbereitung betragt weniger als 8,5% (Anhang: Poster, Roche).

Die Probenaufarbeitung fand durch Karin Listringhaus (Arbeitsgruppe Prof. H.
Stockinger / Roche, Penzberg) statt.
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2.6. Aktivitatsbestimmung von DPD (Prof. R. B. Diasio/USA)

Insgesamt konnten von dem Probandenpool (n=245) der Firma Roche noch
167 Proben fur die Aktivitatsanalyse verwendet werden.

Die analysierten Aktivitdtsdaten aus diesen 167 Proben stammen hiermit aus
den mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMC) von gesunden Pro-
banden.

Die Aktivitatsbestimmung erfolgte im Labor von Prof. Robert B. Diasio (Universi-
ty of Alabama at Birmingham /USA) nach einer neuen Standardmethode mit
einem dafur entwickelten DPD-Assay mittels HPLC (high performance liquid
chromatography) mit einem ,radioisotope flow detector” wie bei Johnson M.R.
(1997) (30) beschrieben. In dieser Studie verwendet Johnson et al. 1997 (30)
einen neuen HPLC-basierten, halbautomatischen Radio-Assay zur Messung
der DPD-AKktivitat in PBMNC's des menschlichen Blutes. Die Einordnung und
Quantifizierung der Peaks wurde mit der flow-one-Software berechnet, die mit
dem Online-Radioisotop-Durchflussdetektor geliefert wurde. Zur Bestimmung
der spezifischen Aktivitat der Probandenproben wurde gebildetes Dihydroflu-
orouracil in nmol (y) gegen die Zeit (x) aufgetragen. Die Steigung dieses Gra-
phen wurde dann mit linearer Regressionsanalyse berechnet. Diese Steigung
wiederum wurde dann durch die jeweils entsprechende Proteinmenge geteilt,
um das Endergebnis zu erhalten (DPD activity expressed as nmol/min/mg pro-
tein) ((30) Johnson MR, et al. 1997). Die minimale Nachweisgrenze fur dieses

Testsystem wurde auf 0,005 nmol Dihydrofluorouracil herabgesetzt.
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3. Ergebnisse

3.1. Praparationsvarianten

3.1.1 Auswertung der Zellisolationsvarianten (Vorversuch)

Als Vorversuch wurde ein Zellzahlvergleich der Zellausbeute aus den drei ver-
schiedenen Aufreinigungsmethoden: CPT-Vakutainer, Greiner, Erythrozyten-
Lyse durchgefuhrt (n=24 Probanden). Es wurden jeweils die PBMNC’s von 19
freiwilligen Probanden (ausgezahlt: klinische Chemie - Rdl) und 5 Probanden
der Firma Roche (ausgezahlt mit FACS) bestimmt. Insgesamt wurden bei allen

Probanden die gleichen Verhaltnisse an Zellzahlen erreicht.

Zusammengefasst ergaben sich folgende Ergebnisse fur die drei Aufreini-
gungsmethoden:

Fur die Zellausbeuten der Blutproben insgesamt ergaben sich folgende Zellzah-
len: Die hochste Zellausbeute an White blood cells (WBC'’s) lies sich mit der
Erythrolyse erreichen.

Die CPT-Vakutainer ergaben insgesamt die geringste Ausbeute an WBC’s.

Zellausbeute CPT (n=24)

Mio / ml Blut
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Zellausbeute Greiner (n=24)
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Abbildung 23 a,b,c: Zellausbeute (WBC) der 3 verschiedenen Aufreinigungen

Eine Aufspaltung in die unterschiedlichen WBC’s ergab folgende Ergebnisse:

Greiner-Aufarbeitung (n=19+5) Zellpop.-VH
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Erylyse-Aufarbeitung (n=19+5) Zellpop.-VH
bei einer Zellausbeute von ca. 65%
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Abbildung 24 a,b: Aufteilung der WBC in Lympho-, Mono-, Granulozyten

Zusammengefasst erzielte die Erythrozyten-Lyse zwar die grofite Zellausbeute
bei jedoch auch dem grdéften Anteil an verunreinigenden Granulozyten (ca.

60%), welche fur die vergleichende DPD-Analyse stérend wirken.

Laut Van Kuilenburg ABP (1998) (38) wurde bei der Analyse der DPD-Aktivitat
in den WBC’s die hochste Aktivitat in den Monozyten gefunden, gefolgt von
Lymphozyten. Am wenigsten Aktivitat fand sich in den Granulozyten sowie in
Thrombozyten. Deshalb, und um eine Verunreinigung der Proteinanalyse durch
die vielen Granulozyten auszuschliefen, wurde von den drei Methoden der
PBMNC-Isolierung aus Vollblut die Ficoll-Uberschichtung als in der Durchfiih-

rung praktikabelste, kostengunstigste und im Ergebnis beste Losung erwogen.

3.2. Auswertung der PCR-Daten

Fur die DPD mRNA-Analyse wurde ein neuer Echtzeit RT-PCR-Test auf dem
LightCyler® entwickelt, der eine schnelle, genaue und hoch reproduzierbare
Quantifizierung von DPD-mRNA in Forschungsproben aus PBMNC’s und auch
Gewebeproben ermdglicht. Fur die Populationsstudie wurde mRNA aus frisch
gefrohrenen PBMNC'’s von 230 gesunden Probanden der Fa. Roche zur DPD-
Quantifizierung verwendet. Die Analyse der Verwendung von zufélligem Hexa-
mer-Priming gegenuber spezifischem Priming fur die cDNA-Synthese ergaben

identische Ergebnisse (siehe 3.2.2.).
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Abbildung 25: Amplifikation und Nachweis von DPD mRNA und G6PDH mRNA mit dem
LightCycler® DPD Quantifizierungskit

Das Amplifikationsprofii von DPD-cDNA und G6PDH-cDNA einer PBMNC-
Probe sowie des Kalibrators ist hier als Beispiel dargestellt (siehe Anhang: Pos-

ter).

Basierend auf der Bestimmung der Crossing points (CP) durch das Maximum
der zweiten Ableitung wurde ein Verhaltnis fur DPD-mRNA von 29.5 unter Ver-

wendung des relativen Quantifizierungssoftwaretools berechnet.

Abbildung 26: Kurven vom LightCycler®lauf 79-104 mit CP der Kalibratoren von G6PDH
bei 23.7 und DPD bei 29.5 sowie den dazu gemessenen Proben (79,95,96,100,101,102,104)
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Die statistische Analyse hier im Frequenzhistogramm fur die gesamte gemes-
sene Population (n=230) zeigt eine unimodale Verteilung der DPD-mRNA-

Expression, die zu einer normalen (Gauld’schen) Verteilung passt.

|

10 18 26 ) P P

Binomial distribution, n = 230
[RT-PCR DPD/GSPOH rato)

Abbildung 27: Histogramm uber die Verteilung der DPD mRNA in PBMNC's (n=230) / Pos-
ter

Das mittlere DPD-Verhaltnis (Ratio) aus den PBMNC'’s relativ zum Kalibrator ist
26.49 +/-8.2 mit einem gemessenen Bereich von 10.17 bis 53 (siehe Anhang:

Poster).

3.2.1. Auswertung: Total-RNA versus mRNA

Aus allen Proben wurden 28 Proben zufallig ausgewahlt, woraus jeweils Analy-
sen von Vollblut vs. PBMNC’s sowie auch jeweils die Aufbereitung der gesamt
RNA vs. mRNA, sowie die Analysen mit Hexamer Primern vs. spezifischen Pri-
mern durchgefuhrt und verglichen werden konnte. Die Gesamt RNA wurde wie
in Material/Methoden genannt mit dem High-Pure RNA-Isolation Kit (Roche)

prapariert.

Die mRNA wurde jeweils mit MagNa-Pure mRNA-Isolation Kit | (Roche) prapa-
riert. Aus den RNA'’s wurde jeweils die cDNA einmal mit Hexamer-Priming und
einmal mit spezifischem Priming hergestellt. Diese Proben wurden wiederum

alle auf dieselbe Art und Weise — bzgl. DPD — im LightCycler® gemessen.
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Die Ratios sind auf den nun folgenden Diagrammen zu sehen.
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Abbildung 28: Vergleich PCR-Ratios DPD aus Vollblut: Gesamt-RNA vs. mRNA
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Abbildung 29: Vergleich PCR Ratios DPD aus PBMNC: Gesamt-RNA vs. mRNA

Die Auswertung wurde statistisch mit einer linearen Einfachregression versucht
(Alain Hamid, Statistiker Uni Augsburg). Die Grundidee der linearen Regression
ist es eine Gerade zu suchen, die den Zusammenhang zwischen zwei Merkma-
len mdglichst gut beschreibt. (Prof. Dr. W. Ludwig-Mayerhofer, Statistik, Uni

Siegen). Der Determinationskoeffizient R-Quadrat (Bestimmtheitsmal) ist ein

Mal (aus der Varianzanalyse berechnet), welches das Ausmal angibt, in dem

die Streuung in den Daten durch das Modell (Regressionsmodell) erklart wird.
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RA2 kann als Anteil erklarter Varianz interpretiert werden und nimmt Werte zwi-
schen 0 und 1 an. R*2 =0 bedeutet, dass die unabhangigen Variablen keine
Vorhersage der Zielvariablen erlauben. R*"2 =1 weist auf eine perfekte Model-
lanpassung hin. (eswf.uni-koeln.de/glossar/node101.html). Man kann auch sa-
gen: R*2 gibt an, wie grofl3 der Anteil der gemeinsamen Varianz von zwei Vari-
ablen ist. (1-R"2) ist dann der Anteil, der den beiden nicht gemeinsam ist, der
also durch irgendwelche anderen (meist unbekannten) Variablen erklart werden
musste oder aber spezifisch fir eben diese beiden Variablen ist. Z.B.: Eine
Korrelation, die auf den ersten Blick noch relativ brauchbar erscheint r=0,30
wird durch Berechnung von r*2 erkennbar gering (=0.09). Es ergibt sich also
eine weniger als 10% gemeinsame Varianz und ein uber 90% unbekannter
.Fremdanteil bzw. spezifischer Anteil. (Lernstats — interaktives Lernprogram
zur Statistik). Somit 1aRt sich aus den beiden oben angezeigten Graphen also
schlieBen, dass aus unseren Messungen zwischen der gemessenen mRNA
und total RNA im Vollblut so gut wie keine Korrelation, in den PBMNC's zumin-

dest eine leichte Korrelation nachgewiesen werden kann.

3.2.2. Auswertung: Hexamer vs. spezifisches Priming

FUr die gegenuberstellende Messung der 28 ausgewahlten Proben wurde je-
weils bei der reversen Transkription mit AMV ein spezifischer Primer: DPD/RT4

(von Roche hergestellt) sowie ein Random Hexamer Primer, verwendet.

y=28.86+ 0.27x
RA2 =0.3

70

PBMNC - mRNA (spezifischesPr.)

40 60 80 100

PBMNC - mRNA (HexamerPr.)
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Abbildung 30 a,b: Vergleich PBMC’s und Vollblut PCR-Ratios-DPD: spez. Primer vs. He-
xamer Primer

Hier lie sich fur die Verwendung von spezifischen Primern vs Hexamer Pri-

mern eine gute Korrelation zeigen.

3.2.3. PCR-Validierung: Variationskoeffizient

Beschreibung des Vorgehens zum Erstellen eines Variationskoeffizienten siehe
Material und Methoden (2.4.4.). Folgend die Ergebnisauswertung: Qualitatsbe-
wertungsdaten fur DPD-mRNA-Messung mit RT-PCR:

LC-Daten : VariationsKoeffizient von 4 Proben (a' 7 Aliquots)

Datum: 01.03.01 Mittelwert STABW VK
Proben-Nr:  |Calibr. 153 153 153 153 153 153 153

CP-DPD 29,54 28,41 28,09 27,88 28,36 28,02 28,52 27,86

CP-G6PDH 23,92 28,65 28,59 28,08 28,28 28,5 28,47 28,07

Ratio 1 58,06 69,52 56,08 46,67 68,56 47,49 56,86 57,61 9,01 16%
Datum: 01.03.01 Mittelwert STABW VK
Proben-Nr:  |Calibr. 162 162 162 162 162 162 162

CP-DPD 29,35 30,52 30,2 30,56 30,2 30,09 30,3 29,86

CP-G6PDH 23,94 29,86 29,73 29,91 29,67 29,93 29,9 29,33

Ratio 1 26,81 30,47 26,99 29,44 38,17 32,1 29,54 30,50 3,86 13%
Datum: 05.03.01 Mittelwert STABW VK
Proben-Nr:  |Calibr. 212 212 212 212 212 212 212

CP-DPD 29,68 29,91 30,31 30,62 30,78 30,52 30,61 30,45

CP-G6PDH 23,99 30,33 30,47 30,69 30,75 30,74 30,7 30,72

Ratio 1 68,33 57,66 53,98 50,19 59,69 55,12 62,01 58,14 5,93 10%
Datum: 05.03.01 Mittelwert STABW VK
Proben-Nr: | Calibr. 226 226 226 226 226 226

CP-DPD 29,69 29,16 29,18 29,35 29,3 29,27 29,41

CP-G6PDH 24,05 29,15 28,83 28,98 29,11 29,19 29,41

Ratio 1 49,5 39,25 38,44 43,7 46,83 49,85 44,60 4,98 1%

Abbildung 31: Variationskoeffizient RT-PCR
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Der Variationskoeffizient bewertet die Qualitat der Daten aus der Quantifizie-
rung der DPD mRNA mittels RT-PCR. Wie bereits in Material und Methoden
erklart, wurde um den Variationskoeffizienten zu bestimmen, aus 4 Proben 7x
mMRNA unabhangig isoliert. Jede mRNA wurde zu cDNA revers transkribiert und
jede doppelstrangige cDNA wurde mit dem LightCycler® 2x parallel analysiert.
Es ergab sich im Mittel ein Variationskoeffizient (relatives Streuungsmaf3) von
12,5%

3.3. Auswertung ELISA-Daten

Das von DPD-ELISA ermittelte Frequenzhistogramm fir die DPD-
Proteingehalte der PBMNC-Lysate der hier gemessenen gesamte Population
(n=199) zeigt ebenfalls eine unimodale Verteilung, die zu einer Gaulverteilung
passt, jedoch mit einer leichten Linksverschiebung im Vergleich zur PCR. Die
mittlere DPD-Proteinkonzentration in den PBMNC’s betragt: 198,5 +/-149,4
ngDPD/mgProtein mit einem Messbereich von 25 bis 726 ngDPD/mgProtein.

x RS S0 St - DR et DD € D GE -
mean. 1085 ng/mg l

2 range 25-728 |
|

3 165 205 445 585 728
Binomal distribution, n = 199
[ELISA, ng DPD/mg protein)

Abbildung 32: Histogramm uber die Verteilung des DPD-Proteinexpressionsniveau in
PBMNC's (Poster)
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Im Zusammenhang lasst sich aussagen, dass sich aus all unseren gemessenen
Daten keine Korrelation zwischen der DPD-mRNA Expression und der DPD-
Protein Expression in den PBMNC's ergibt.

Ob dieses Ergebnis auf posttranslationale Vorgange im DPD-Enzym oder auf
die Aufbereitungsverfahren der Proben zurtuckzufuhren ist, ware noch zu unter-

suchen.

3.4. Auswertung der Aktivitatstest-Daten

Die Aktivitatsmessung fand im Labor der University of Alabama at Birmingham,
Department of Pharmacology & Toxicology unter Ph.D. Martin Johnson und
M.D. Robert Diasio statt. Die Ubermittelten Daten der dort gemessenen 167

Probanden ergaben folgende Verteilung.
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Abbildung 33: Verteilung/ Histogramm Aktivitatstest DPD (n=167) in nmol/min/mg Protein
(x-Achse)

Die erhaltenen Werte zeigen eine Spanne von 0,08nmol/min/mg Protein bis
0,25nmol/min/mg Protein mit einem Mittelwert von 0,143nmol/min/mg Protein.
Der untere Wert des Referenzbereiches, ab dem man von potentieller DPD-
Insuffizienz sprechen kann, liegt bei 0,06nmol/min/mg Protein. ((30) Johnson
MR et al. 1997, (44) Mattison LK, Fourie J, Diasio RB et al. 2006).
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Dieser Grenzwert wurde hier somit von keinem der untersuchten Probanden
unterschritten. Die Verteilung der Aktivitatswerte (siehe Abb. 33) kommt hier
graphisch als Normalverteilung und somit als Gaul¥sche Glockenkurve zur

Darstellung.

3.5. Korrelationsversuch der 3 Messmethoden

In unseren Daten zeigte sich bei einem Vergleich der Messungen von DPD-
mMRNA Expression und DPD-Proteingehalt in PBMNC's keine Korrelation (Pos-
ter, Roche, siehe Anhang). Auch im Vergleich beider Messergebnisse mit den

erhaltenen Ergebnissen aus dem Aktivitatstest lasst sich keine Korrelation er-

kennen.
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Abbildung 34: PCR CP-Ratio von DPD/G6PDH vs. ELISA DPD ng/mg Protein
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Abbildung 35: DPD-Aktivitat nmol/min/mg vs.

ELISA DPD ng/mg Protein
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Abbildung 36: DPD-Aktivitat in nmol/min/mg Protein vs. PCR CP-Ratio DPD/G6PD

Aus oben angezeigten Streudiagrammen (erstellt von Alain Hamid, Statistiker,

Universitat Augsburg) laldt sich in allen Vergleichen keine Korrelation nachwei-

sen. Ob dieses Ergebnis auf posttranslationale Vorgange oder auf bestimmte

Veranderungen in den Aufarbeitungsverfahren der Proben zurtick zu fuhren ist,

kann nicht sicher festgestellt werden.
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4. Wissenschaftliche Diskussion

Die vorliegende Arbeit liefert Daten zu den Expressionsniveaus von DPD-
mMRNA und DPD-Protein sowie DPD-Aktivitat, gemessen in den mononuklearen
Zellen des peripheren Blutes, von 245 freiwilligen Spendern einer Population
der normalen gesunden kaukasischen Bevdlkerung. Die Dihydropyrimidin De-
hydrogenase (DPD) ist das erste und wichtigste Enzym, welches den Abbau
von Pyrimidinen zu R-Alanin und Ureidopropionsaure initiiert. DPD gilt als das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym im Abbau der wichtigen Krebsmedika-
mentengruppe der Fluoropyrimidine, wie zum Beispiel 5-FU und dessen Pro-
drug Xeloda® ein Capecitabin, sowie Tegafur. Krebspatienten mit reduzierter
DPD-Aktivitat haben ein hohes Risiko fur die Entwicklung einer schweren 5-FU-
Toxizitat, die manchmal sogar zum Tod des Patienten fuhrt. Der Antimetabolit
5-Fluorouracil, welcher in den 1950er Jahren von Heidelberger erstmals synthe-
tisiert wurde, um die erhohte Aviditat von Tumorzellen fur Uracil auszunutzen,
Ubt seine Antitumorwirkung Uber verschiedene Mechanismen aus. Zu diesen
zahlen die Hemmung der RNA-Synthese und —Funktion, die Hemmung der
Thymidylatsynthase-aktivitat und Einbau von 5-FU in DNA, was zu DNA-
Strangbrichen fuhrt ((6) Heidelberger C, et al. 1957). Seit seiner offiziellen
Markteinfihrung 02/2001 (Roche) findet Xeloda® als orales Prodrug von 5-FU,
neben den Ublichen gastrointestinalen Karzinomen sowie Kopf-Hals-
Karzinomen ((46) Twelves C, et al. 2005, (47) Bang YJ, et al. 2012, (48) Noh
SH, et al. 2014) zunehmend wieder beim Mammakarzinom Verwendung. Hier
vor allem in der 2. und 3. Linientherapie, als wichtiger Bestandteil der Therapie.
Xeloda® wird aktuell bei 40% aller Triple-negativen frihen Mammakarzinome
sowie in Kombination mit Trastuzumab oder Lapatinib auch bei HER2-positiven
Tumoren und in der Metastasierung eingesetzt ((49) Geyer CE, et al. 2006, (45)
Masouda, et al. 2017).

In der Create-X-Studie (N Eng J 6/2017) ergab sich erstmals ein deutlicher Ef-
fekt im krankheitsfreien Uberleben (5 Jahre) und auch im Gesamtiiberleben der
Patientinnen unter der Gabe von Capecitabinen. Dabei handelte es sich um
eine Therapie von Her2-negativen Tumoren, nach durchgefuhrter neoadjuvan-

ter Chemotherapie mit Anthracyclinen, Taxanen oder beidem und einer non-
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pCR (pathologische Complett Remission) nach operativer Therapie.

Die in Japan durchgefuhrte Multicenter-Studie beinhaltete 910 Patientinnen, die
nach operativer Therapie randomisiert entweder Capecitabine (Xeloda®) be-
kamen oder kein weiteres Medikament in der Kontrollgruppe. Die Ergebnisse
zeigten in der Capecitabingruppe 74,1% 5-Jahres-Uberleben im Vergleich zu
67,6% in der Kontrollgruppe. Bei triple-negativen Tumoren lag das 5-Jahres-
Uberleben bei 69,8% im Gegensatz zu 56,1% in der Kontrollgruppe ((45)
Masuda N, et al. 2017).

Einsatz von Capecitabinen bei Mammakarzinom

Frihes Triple-negatives Nach neoadjuv. CTp Masuda N. et al. (2017) NEnglJMed
Mammakarzinom (Anthracyclin+Taxan, ggf. +Platin) und | 376:2147-2159
OP: Einsatz von Capecitabinen bei

non-pCR in der adjuvanten CTp

fortgeschrittenes HER2 - Capecitabine, Vinorelbine oder Phase-lll-Studie (Studie 301) Eribulin
Mammakarzinom (beh. mit Eribulin als Monotherapie vs. Capecitabine
Anthracyclin+Taxan) in der
1.-3. Therapielinie Kombination Capecitabine (Xeloda®)  Studien: (NIS) AVANTI; RIBBON-;
und Bevacizumab (Avastin®) CARIN; TURANDOT
Miles, D.W. et al.(2013) Ann.Oncol.
24:2773-2780
Neratinib+Capecitabine vs.
HER2+ met. Mammakarzinom Lapatinib+Capecitabine Phase-lll-Studie NALA

Saura, C. et al. (2019)
J Clin Oncol. 37: Abstr. 1002
Paclitaxel+Capecitabine
Metastasiertes Mammakarzinom Lick H-J. et al. (2013) Breast Cancer
Res. Treat. 139:779-87

Altere Pat.(>65j) mit frihem 6XCMF vs. 4xAC vs. 6 Zyklen Muss H.B. et al. (2009)
Mammakarzinom Stadium I-1ll Capecitabine N Engl J Med. 360(20):2055-65

Abbildung 37: Einsatz von Capecitabinen beim Mammakarzinom

Capecitabine (n4-pentyloxycarbonyl-5"-deoxy-5-fluorocytidine; Xeloda®) st
selbst ein Prodrug eines anderen 5-FU-Prodrugs (Doxifluridine) und wurde ent-
wickelt, um wesentliche lokale gastrointestinale Toxizitat von Doxifluridine zu
minimieren, ohne die Wirksamkeit gegen Tumorzellen zu beeintrachtigen ((20)
Lamont EB, et al. 1999). Dennoch erleiden unter einer 5-FU-Therapie nach wie
vor ca. 9% aller Patienten schwere, teilweise lebensbedrohliche, unerwinschte
Wirkungen (WHO Grad IlI-IV National Cancer Institute). Das Auftreten der star-
ken Nebenwirkungen und der damit stark reduzierten Lebensqualitat der be-

troffenen Patienten ist derzeit mit den vorhandenen klinischen und pharmakoki-
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netischen Kriterien leider noch nicht prognostizierbar.

Die Verfugbarkeit des zytotoxischen 5-FU wird in der Absorptionsrate auch sehr
stark von der Abbaurate und damit von der Aktivitat des initialen genetisch po-
lymorphen Enzyms Dihydropyrimidin Dehydrogenase (DPD) bestimmt. Dies ist
vielfach in der Literatur nachgewiesen, wie z.Bsp. bei Etienne M.C. et al. 1994
(56), der in einer Populationsstudie (185 Krebspatienten) die enge Korrelation
der DPD-Aktivitat in PBMNC's mit der 5-FU-Clearance zeigt. Ein DPD-Mangel
korreliert eng mit 5-FU-induzierter Toxizitat und eine Vielzahl nicht-synonymer
Mutations-Varianten wurden bei betroffenen Patienten bereits nachgewiesen
((50) Lazar A. et al. 2008).

Auf Grund dieser Kausalitat kam es auch zu der aktuellen Empfehlung der EMA
(European Medicines Agency) (69) vom 30. April 2020: vor einer geplanten
Therapie mit 5-FU, Capecitabinen, Tegafur und Flucytosine die Aktivitat bzw.
Mutationen von DPD zu testen.
https://www.ema.europa.eu/en/news/ema-recommendations-dpd-testing-prior-

treatment-fluorouracil-capecitabine-tegafur-flucytosine

Diskussion der Methoden und Ergebnisse

Die quantitative Analyse des Enzyms DPD ist wie bereits beschrieben mit ver-
schiedenen Methoden mdglich. Ziel dieser Arbeit war es, eine Routinediagnos-
tik zu entwickeln um eine aussagekraftige Quantifizierung des DPD-Enzyms
aus dem peripheren Blut zu ermoglichen.

Obwohl die Aktivitat von DPD in einer Vielzahl von menschlichen Geweben
nachgewiesen werden kann, so findet doch der Grofteil der DPD-Aktivitat und
damit des Katabolismus von 5-FU (90%) in der Leber statt ((62) Dobritzsch D,
et al. 2001). Lu et al. (1993) (54) zeigten, neben anderen, bei zwei Krebspatien-
ten die eine partielle DPD-Inaktivitat aufwiesen, dass die verringerte Aktivitat
der DPD in den peripheren mononuklearen Zellen auch mit einer verringerten
Aktivitat von DPD in der Leber einherging. So wurde impliziert, dass die Aktivi-
tat von DPD in PBMNC's auch als Marker fur die allgemeine DPD-Aktivitat ver-
wendet werden kdnnte ((57) van Kuilenburg, et al. 1997).

Fir die Gewinnung der Blutproben wurde ein Kollektiv von 245 gesunden Pro-
banden unterschiedlichen Alters und Geschlechts (Mitarbeiter der Firma Roche,
Penzberg) ausgewahlt.

Um den Einfluss des zirkadianen Rhythmus der DPD auszuschlielen wurde
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das Blut von allen Probanden zwischen 8:00 und 10:00 a.m. abgenommen.

Wie Van Kuilenburg et al. (1999) (31) nachwies, zeigte sich die hdchste Aktivitat
von DPD in den frihen Morgenstunden zwischen 1:00 und 3:00 a.m. als Peak
sowie im peripheren Blut: in den Monozyten, gefolgt von Lymphozyten und
Granulozyten. Die Gewinnung und Lagerung der PBMNC'’s erfolgte nach einem
standartisierten erprobten Verfahren ((54) Lu Z, et al. 1993; (55) McMurrough J,
et al. 1996, (56) Etienne MC, et al. 1994). Wie jedoch Mc Murrough J, et al.
1996 (55) beschrieb, ist die Hohe der zu messenden DPD-Aktivitat nicht nur
durch den zirkadianen Rhythmus sondern auch durch Lagerungsbedingungen
beeinflusst. In deren Proben, die in FCS (100% foetal calf serum) oder als dry-
Pellet gelagert wurden, fiel die DPD-Aktivitat in den ersten 10 Tagen uber 50%
ab. Stabilste Ergebnisse zeigte die Lagerung der Zellen in 35mM sodium phos-
phat buffer mit 10% Glycerol, wo der Aktivitatsverlust nur 25-30% war und da-
nach uber 40 Tage stabil blieb ((55) McMurrough J & McLeod HL 1996).

Die Aktivitats-Messungen unserer Zellpellets in Glycerol fanden jedoch in einem
weit langeren Zeitabstand als 40 Tage nach der Aufarbeitung statt (ca. 3-4 Mo-
nate), was den etwas niedrigeren Mittelwert von 0,143 nmol/min/mg Protein im
Vergleich zur Literatur erklaren kdnnte. McMurrogh et al. (1996) (55) zeigte ei-
nen Mittelwert von 0,160 nmol/min/mg Protein wahrend Etienne et al. (1994)
(56) Uber einen Mittelwert von 222 Einheiten pro mg Protein bei 185 Kopf-Hals-
Tumor-Patienten / Frankreich berichtete und Lu et al. (1993) (54) berichtete
Uber 189 Einheiten pro mg Protein bei 123 Patienten/USA. AulRerdem be-
schreibt Tateishi T. et al. (1996) (53) den wertverandernden Einfluss der Pro-
teinmenge im Cytosol auf die gemessene DPD-Aktivitat. Er zeigt, dass eine ho-
here Proteinkonzentration mdglicherweise eine geringere DPD-Aktivitat auf-
weist als die gleiche Probe bei niedrigerer Proteinkonzentration.

Unser von DPD-ELISA ermitteltes Frequenzhistogramm fur die DPD-
Proteingehalte der PBMNC's von 199 Probanden ergab eine Konzentration von
198 +/- 149 ng DPD / mg Protein mit einem Messbereich zwischen 25 und 726
ng DPD / mg Protein.

Das Verteilungsmuster wie es mit ELISA gemessen wurde stimmt mit den in der
Literatur beschriebenen Befunden uUberein, bei denen ebenfalls die DPD-
Enzymaktivitat in PBMNC's bestimmt wurde. Die DPD-Enzymaktivitat bei z.
Bsp. Etienne MC et al. (1994) (56) lag im Bereich von > 100-800 pmol/min/mg.
Unsere DPD-AKktivitat und der mit ELISA bestimmte DPD-Proteingehalt korrelie-
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ren zwischen r=0,49 und r=0,95 wie es auch in der Literatur in der Analyse ver-
schiedener Gewebeproben gezeigt wurde ((60) Mori, et al. 2000).

Mori et al. (2000) (60) untersuchte 241 verschiedene Tumorgewebe auf ihren
DPD-Gehalt mit ELISA und Aktivitatstest. Die Messungen zeigten, dass die mit
beiden Methoden ermittelten Werte gut miteinander korrelieren, obwohl die mit

ELISA gemessenen Werte insgesamt verhaltnismanig niedriger waren.

Im Bezug auf die DPD-mRNA-Expression zeigten unsere Daten bei dem Ver-
gleich der Messergebnisse zum DPD-Proteingehalt mit ELISA (beides gemes-
sen in den PBMNC's) keine Korrelation. Wahrscheinlich ist dieses Ergebnis
unter anderen auf posttranslationale Vorgange zurtckzufuhren.

Die RT-PCR dient als quantitative Methode der Messung von mRNA bestimm-
ter Biomarker. Damit werden posttranskriptionelle und posttranslationale Regu-
lationen, welche einen Einfluss auf die weitere Proteinaktivitat haben konnen,
hierbei nicht erfasst ((73) Porstmann R, Dissertation 2003). Trotzdem zeigte
Johnson MR, et al. (2000) (61) im Vergleich zum Aktivitatstest bei einer Mes-
sung von 18 Darmkrebsproben mit RT-PCR und Aktivitatstest eine signifikante
Korrelation (r=0,903) zwischen den relativen mRNA Levels und der gemesse-
nen DPD-Aktivitat.

Da, laut der damals existierenden Literatur, zunehmend Mutationen im DPD-
Gen entdeckt wurden, die mit einer hohen Toxizitat bei 5-FU-Therapie einher-
gingen, wurden 157 Vollblutproben aus unserem Kollektiv an das Klinikum
Rechts der Isar zur weiteren Mutationsanalyse gegeben. Die Daten sind in der
Dissertation von Seck K. 2006 (74) zusammengefasst. Die in diesem Kollektiv
gefundenen 8 verschiedenen Mutationen ergaben in der Zusammenschau mit
der Aktivitatsmessung eine Verteilung um den Gesamt-Mittelwert. Keine isolier-
te Mutation verursachte eine darstellbare Storung der Enzymaktivitat; auch bei
Betrachtung von Mutationskombinationen (siehe Tab.6 Dissertation Seck K,
2006 (74)) zeigte sich keine deutliche Herabsetzung des Aktivitatswertes an
den unteren Referenzbereich von 0,06 nmol/min/mg Protein, ab welchem It.
Johnson MR et al. (1997) (30) von einer potentiellen DPD-Insuffizienz gespro-
chen werden kann. Bisher sind auf der aktuellen Seite des NCBI (National Cen-
ter for Biotechnology Information) 74 Mutationen auf dem DPD-Gen gelistet.
Davon gelten 4 als pathogen: ¢.2921A>T(p.Asp974Val), c.1905+1G>A, 1-BP
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DEL 1897C, 4-BP DEL 296T CAT.
Lazar A. et al. (2008) (50) beschreibt 17 Polymorphismen im DPD-Gen, die in
Zusammenhang mit 5-FU Toxizitat beobachtet wurden. (siehe Tab.1, Artikel
Dtsch.Med.Wochenschrift 2008;133;1501-04)

Polymorphismus  Effekt

6107
626>A
851 C
464124
4960>C
S45T>A
775G
1003G>12
1156G>12
1601G>A
16274>G
16791>C
V5144 1G>A
2194654
2329G>T
2846857

Tab. 1 Nichtsynonyme DPYD-Polymorphismen, die im Rahmen schwerer S-FU-Taxizitdt ("1II1="IV) berichtet worden sind
Pravalenz Phinotyp Kausalitit
invivo in vitro

Arg21X VKasuistk  Jetale S-FU-Toxdzitdt? [17] keine Angaben wahrscheinich
Arg21Gin 1 Kasulstik 5-FU-Toxizidt [S] aormal [S] unklar
Cys29Arg 19%13) unkdar, zahireiche Fille von 5-FU-Toxizitdt unidar [1,3,14,15] unklar
Leu155x 1 Kasulstik letale 5-FU-Toxizitit [8] keine Angaben wahrscheiniich
Met166Val 8x(3) unkdar, € F¥lle von 5-FU-Toxizitde (1 letal) wunklar [2-4,15] unidar
Met182lys 1 Kasusstk letade 5-FU-Toxizitdt, partielie Defizienz [2) keine Angaben unkdar
Ly3259Ghu 1 Kasustik S-FU-Toudzitdt [3) noemal 3] unklse
Val3iSteu sporadisch S-FU-Tondzitst [5] partielle Defizienz |5] wnkdar
Clu386x sporadisch S-FU-Teodzitat (5] keine Aktivitat S| wahrscheinich
SerS24Asn 2%3] unidar, mehrere Fille von S-FU-Toudzitdt wnidar [1,3,14) wnidar
HeS43val 14%[3) unidar, zahlreiche Fille von 5-FU-Toadzitdt (telweise letal)  unidar [1,14,15) unidar
HeS60Ser 1% 3 Falle von S-FU-Toxizitde [1, 4, 7). partielie Defizienz (4] particlle Defizienz [1,4]  wahrscheinkich
Bxon-14-Skipping 1% zahlreiche Fille von 5-FU-Toxizitht (meheere letal) Igine Altivitit gesichert
Val7328e 6-10% 4 F8le von 5-FU-Toxdzitdt 1, 15] unidar [1,15) unidar
ALT77Ser sporadisch 2 F¥le letaler 5-FU-Toaizitat 2] partielle Defizsenz [2] unidae
Asp94aval 2%07) 9 Falle von 5-FU-Toodzitdt (2 letal) [2.7.15] partielie Defizienz [14,15]  wahncheinkch
AspSraval 1 Kasulstik S-FU-Toadzitdt [13) feine Angaben unidar

2921471
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Aminasduresequenz der Ditydrogyrimidin Dehydrogenase ol Folge dés Polymovphismus. X: Vorzeitiger Abbruch der Aminosduresequenz. verkirztes Protein.

Abbildung 38: Lazar et al. (2008) DPD-Polymorphismen, die im Rahmen schwerer 5-FU-
Toxizitat berichtet wurden

Del Re et al. (2010) (68) beschreibt 10 Polymorphismen auf dem DPD-Gen, die

assoziiert wurden mit einer Fluoropyrimidin-Toxizitat.

Polymorphism Localization

85 T>C exon 2

464 T>A exon §

496A>G exon 6

1109delTA exon 10

1601G=>A, 1627TA>G exon 13

1896 T>C exon 14

IVS14+1G>A splice site variant intron 14
2194G>A exon 18

2846A>T exon 22

Abbildung 39: Del Re 2010 - DPD Polymorphismen, die mit Fluoropyrimidin-Toxizitét as-

soziiert sind
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Hier eine Ubersichtstabelle (iber die verschiedenen DPD-Testungen der letzten
20 Jahre:
* Adktivitatstest (aus PBMNC) > noch im Einsatz
o radioaktiv, Analyse mit HPLC

o Nachteile: teuer, aufwendig, Schwierig: Probenhandling bzw. Auf-
arbeitung, die zu Veranderung der DPD-Level fuhren kann
* mRNA-Messung mit RT-PCR > nicht weiter verfolgt
o wegen fehlender Korrelation der intrazellularen DPD-mRNA mit
der Enzymaktivitat
* Uracil/5,6-Dihydrouracil-Ratio > noch im Einsatz
o aus Urin und Plasma
o HPLC
* Atemtest: 2-(13)C-Uracil-Metabolismus > noch im Einsatz
o Messung der Ausatemluft (12)C und (13)C
o Nachteil: nicht sehr praktikabel, Testsubstrat schwer zu bekom-
men, Differenzen bei Messungen in verschiedenen Labors
* Pharmakokinetische Analyse: 5-FU + 5FDHU - noch im Einsatz
o Zeit-Konzentrationskurve
o zuverlassiger und weniger anfallig fur Variabilitat als der Enzym-
aktivitatstest
o Nachteil: die Messung kann erst bei der ersten FU-Gabe erfolgen
o L&ésung: ggf. Therapiestart zunachst immer mit reduzierter Dosis
* Messung von FBAL im Plasma (Endprodukt von 5-FU)
o siehe pharmakokinetische Analyse
* Messung von Gen-Polymorphismen > sehr aktuell in Einsatz
o It. NCBI existieren aktuell 67 molekular genetische Tests
o Verwendeter Test LMU: OMIM-P: 274270; OMIM-G:612779
(DPYD) rs3918290; IVS14+1G>A

Wie im arznei-telegramm® (2020) beschrieben lasst sich der DPD-
Enzymmangel entweder indirekt (Genotypisierung) oder direkt (Phanotypisie-
rung) durch Messung seiner Funktion bestimmen. Der PRAC (Pharmakovi-

gilanzausschuss) der EMA empfiehlt beide Methoden gleichrangig.
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5. Zusammenfassung

Zusammengefasst konnte in dieser Arbeit keine Korrelation zwischen den aus
den drei Messmethoden gewonnen Daten erstellt werden. Ursachlich daflr
konnen, trotz verwendeter Standards, Fehler in der Aufarbeitung der Proben
sein. AuRerdem kann es bei diesem groRen und sehr variablen Enzym zu An-
derungen der Genexpressionen und des dann umgesetzten Enzyms als Pro-
teinstruktur kommen. Daraus resultiert wiederum evtl. eine unterschiedliche
Auspragung der Aktivitat bei mittlerweile sehr vielen bekannten Polymorphis-
men, die teils die Aktivitat beeinflussen, groRenteils aber auch nicht. Aus dieser
Arbeit und den damit verbundenen Erkenntnissen wurde die rein quantitative
Messung der DPD auf mRNA-Ebene mit dem LightCycler® nicht kommerziell
weiter entwickelt.

Da die DPD jedoch, wie in der Literatur in den letzten 20 Jahren vielfach be-
schrieben und analysiert, bis zu 450 (NCBI database of genetic variation, 2001)
Polymorphismen aufweist, wovon 54 eine DPD-Defizienz aufweisen, die in 4
Fallen gesichert pathogen und in 24 Fallen teilweise pathogen sind, das heif3t
eine Toxizitat bei 5-FU-Therapie verursachen, hat die Firma Roche Genotypi-
sierungstests fur die 9 wichtigsten Mutationen fur den LightCycler® entwickelt.
Diese Mutationsanalysen kdnnen potentielle Werkzeuge zur Untersuchung der
5-FU-Reaktionsfahigkeit darstellen. Die Mutationen kdénnen anhand einer
Schmelzkurvenanalyse detektiert werden. Das LightCycler® System schafft
eine eindeutige Identifizierung, indem es die temperaturabhangige Hybridisie-
rung der sequenzspezifischen Hybridisierungs-Proben mit der Einzelstrang-
DNA Uberwacht und dabei eine einzigartige Schmelzkurvenanalyse durchfuhrt.
Denn die Schmelztemperatur hangt nicht nur von der Lange und dem GC-
Gehalt des DNA Stranges ab, sondern auch vom Grad der Homologie zwischen
den beiden DNA-Strangen. Hybridisierungs-Proben, die an perfekt passende
Ziel-DNA gebunden sind, bendtigen eine hdhere Schmelztemperatur (Tm) zur
Trennung als diejenigen, die an DNA gebunden sind, die destabilisierende
Fehlpaarungen enthalt. Damit ist die Verwendung der Schmelzkurvenanalyse
mit HybProbes ein leistungsstarkes Werkzeug zur Genotypisierung von SNP’s

(Single Nucleotide Polymorphisms) und zur Analyse von Mutationen.
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Laut Lazar A. et al. (2008) (50) ist klinisch der DPYD-Polymorphismus: 1IVS14+1
G>A, die sogenannte Exon-14-Skipping-Mutation, am relevantesten. Diese Mu-
tation fuhrt infolge einer veranderten SpleiRingstelle zu einer Deletion des
Exon14, damit zu einem verkurzten Protein und zum kompletten Verlust der
katalytischen Aktivitat des Enzyms. Diese Mutation ist mittlerweile in zahlrei-
chen Fallberichten mit lebensbedrohlicher und letaler 5-FU-Toxizitat in Verbin-
dung gebracht worden. Etwa 2% der Allgemeinbevdlkerung ist Trager dieser
Genvariante und etwa 0,2% sind homozygote Trager, d.h. sie besitzen die Vari-
ante in beiden Allelen. Dennoch wird bei Betroffenen oft auch von einer hetero-
zygoten Variante in Kombination mit anderen Mutationen berichtet, die eben-
falls schwere Nebenwirkungen erleiden. Bei 136 Patienten trat eine Exon-14-
Skipping-Mutation mit schweren 5-FU-bedingten Nebenwirkungen mit einer
Pravalenz von 22,8% auf ((63) Ezzeldin H et al. 2003; (64) Gross E et al. 2003;
(66) Morel A et al. 2006; (37) Raida M et al. 2001; (70) van Kuilenburg AB et al.
2002). Gleich haufig nachweisbar ist der 2846A>T-Polymorphismus auf Exon
22, eine Punktmutation die zum Austausch einer Aminosaure fuhrt und mit einer
reduzierten DPD-Enzymaktivitat assoziiert ist ((66) Morel A et al. 2006; (65)
Seck K, et al. 2005). Ebenfalls sind It. Lazar A. et al. (2008) (50) drei vorzeitige
Stop-Codons verodffentlicht, die analog zur Auswirkung der Exon-14-Skipping-
Mutation zu einem funktionslosen Protein und zu schwerer bis letaler 5-FU-
induzierter Toxizitat gefuhrt haben ((52) Kouwaki M et al. 1998; (67) Morel A et
al. 2007; (71) van Kuilenburg AB et al. 2003). Diese Auffalligkeiten im DPD-
Gen, die ausschlielich in Zusammenhang mit letaler 5-FU-Toxizitat gefunden
wurden, beweisen wiederum die gro3e Bedeutung der DPD-Analyse vor einer
geplanten 5-FU-Therapie. Da das DPYD-Gen wie bereits erwahnt sehr viele
Polymorphismen aufweist, beeinflussen davon jedoch nur wenige letztendlich
die Aktivitat des Enzyms. Aulderdem unterliegt die DPD neben einem zirkadia-
nen Rhythmus wohl noch weiteren exogenen und endogenen Einflissen. Unter
anderen ist es auch deshalb trotz betrachtlicher Anstrengungen bzgl. der Ent-
wicklung und Validierung von Messmethoden, welche direkt die DPD-Aktivitat in
vivo (z.B. mit Uracil-Quotienten oder radioaktiv markiertem Uracil) oder ex vivo
(in PBMNC's) quantifizieren kdnnen ((75) Ploylearmsaeng SA et al. 2006) bis-
lang nicht gelungen, einen Test zu etablieren, wodurch die Toxizitat akkurat

vorhergesagt werden konnte ((50) Lazar A et al. 2008).
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Del Re et al. (2010) (68) hat in ihrem Review einen Algorithmus entwickelt bzw.
vorgeschlagen, der zur Testung der DPD-Defizienz vor geplanter Fluoropyrimi-

dintherapie eingesetzt werden konnte. (Abb.40)

Patient never treatod with Pationt with fluoropyrimidine-
fluoropyrimidines induced toxicity
; ¥
| . Screening for
Screeni 14+1G>A
o] L
If negative
If homozygous for
| #no toxicty j—| Treatwith standard dose | | IVS14+1GoA

[Conis tasnart | [ibuicjimrs]

.

| Screen for additional polymorphisms | — -
IVS14+1G>A
l "m“:mmnj wmzy;mtormu

Empirical adjustment of

dose or - f avlabio -
v

LS-FUhstdoseammOPDmty—l

_

Adjust therapeutic dose based on
clearance values or DPD activity

Abbildung 40: Algorithmus zur Testung der DPD-Defizienz vor geplanter Fluoropyrimidin-
therapie

Demnach ist, wenn eine schwere 5-FU-Unvertraglichkeit aufgetreten ist, eine
DPYD-Genotypisierung unumstritten indiziert. Wenn sodann im Screening eine
homozygote Mutation die zum Exon-14-Skipping fuhrt detektiert wurde, ist eine
Therapie mit Fluoropyrimidinen kontraindiziert.

Die EMA (European medicine Agency) (69) hat nun (3/2019) die verfugbaren
Daten in Bezug auf die verfugbaren Screening-Methoden zur Feststellung von
DPD-Mangeln ausgewertet und bewertet. Daraus erfolgte die allgemeine Emp-
fehlung zur Testung der DPD vor einer geplanten Therapie mit einem Fluoropy-
rimidin. (30.April 2020, EMA/229267/2020)
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Als Schlusswort dieser Arbeit werden nun 2 Beispiele fur die Umsetzung dieser

Empfehlung der EMA in Minchen aufgeflhrt:

. Im Brustzentrum der LMU Munchen werden die Patientinnen nun routi-
nemaldig vor Therapie mit 5-FU/Capecitabinen auf DPD-Defizienz (Exon 14-
skipping) getestet. Es wird nach Isolation genomischer DNA aus EDTA-Vollblut
der Nukleotidaustausch (G>A an Position +1 der konservierten GT-Spleil3stelle
in Intron 14) mit Hilfe einer Schmelzkurvenanalyse (RT-PCR) untersucht.

(Prof.Dr.med. D.Teupser)

. Das Labor Becker in Minchen nutzt fir den Mutationsnachweis den
LightCycler® 4801l von Roche. Der Nachweis erfolgt hier ebenfalls mit einer
Schmelzkurvenanalyse, bei der die Sonde in dem PCR-Assay spezifisch fur die
Punktmutation (Intron14) ist und einen hdéheren Schmelzpeak aufweist, wah-

rend die Mutation (G>A) einen geringeren Schmelzpunkt hat.
Io").’ Peaks

Filter 498-660

GG: Wildtyp,
A IVS14+1A nicht nachgewiesen (nnb)

AT F e mnce (D05 Back S0

Abbildung 41: Schmelzkurvenanalyse Mutation Exon 14

Die Probenzahl lag hier fur das Jahr 2018 bei 3-10 Proben pro Woche. Davon
konnten in ca. 3% der Proben die Mutation heterozygot nachgewiesen werden.

Keine der Proben war homozygot.
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Analysis of Dihydropyrimidine Dehydrogenase (DPD) in peripheral white blood cells of healthy donors using
ELISA and quantitative real-time RT-PCR on the LightCycler Instrument and correlation of results e

Jutta Mayr!, Silvia Riemer", Verena Lutz', Nadia Harbeck?, Bérbel Porstmann? and Hubertus Stockinger!
"Roche Diagnostics GmbH, Germany, 2 Hospital rechts der Isar Munich, Germany, and 3F.Hoffmann-La Roche Ltd, Switzerland

1. Introduction

3. Results

Dihydropyrimidine dehydrogenase (DPD) is the enzyme which Initistes the catabolism of pyrimidines to 8-
slanine and ureidopropionic acid. It Is the rate limiting cataholic enzyme for the cancer drug group of s
fluoropyrimidines, like Capecitabine and 5-FU. Cancer patients with reduced DPD enzyme activity have a
high risk of severe 5-FU toxicity. It is described in the literature that DPD ectivity in peripheral blood

Figure 2 Amplification and detection of DPD mRNA
and GBPDH mRNA using the LightCycler - mRNA DPD
Quantification Kit

Figure 5 Melting curve analysis of an exon 14 deletion

© delexon 14 mutation of the DPD gene is shown

A mutant DPD cDNA was spiked into a wildtype cDNA
cells with the actlvity in liver cells and with 5-FU clearance. The amplification profile of DPD cDNA and GEPDH research sample. After multipex PCR, specific melting
Therefore, we have developed alternative methods for the quantitative determination of DPD i peripheral n._!b s...n"_wuzmhou_eﬁ.ﬁ-shsﬂuuﬂhﬁ u._a.ﬂ” peaks for the wildiype (WT) and the mutant were
blood mononuclear celis (PBMNCs), such as enzyme linked assay (ELISA) and y

detected by dual color analysis with the LightCycler

crossing points (CP) by second derivative maximum a Instrument.

relative ratio for DPD mRNA of 18.2 was calculated
using the Relative Quantification Software Tool. /

real-time RT-PCR on the LightCycler Instrument. DPD was analyzed in peripheral blood mononuclear cells

from more than 200 healthy donors.

Diminished enzyme activity has been reported as a consequence of mutations in the DPD gene. So far,

about 9 mutations have been reported leading to a defective enzyme, including 2 deletions [295-

268delTCAT, 1897deC], 1 splice-site mutation (IVS14+1G>A) and 6 missense mutations [T85C, C703T,

B1003C, G1156T, G2657A, G2983T]. We have established specific assays for the detection of the most
s on the L using Probe g curve analysis.

EERNNNHRRES

we! Table 1 Quality evaluation data of the
quantification for DPD mRNA by RT-PCR
To determine the coefliclent of variation (CV)

SThe present study provides data conceming the DPD mRNA and DPD protein expression levels within
for DPD mRNA quantifaction by RT-PCR 2 normal population of approximately 230 healthy volunteers.
w | analysis, MRNA of four PBMNC samples wes
isolated 7-times independently. Each mRNA SFor the DPD mRNA analysis a new real-time RT-PCR assay was developed on the LightCycler
+ [ w | was reverse transcribed into cDNA, and each Instrument, which allows rapide, accurate and highly reproducible quantification of DPD mRNA in
©DNA was snalyzed in duplicates. At average, research samples of human peripheral blood mononuclear cells and tissues. The average CV of the
a CV of 125 % - of the RT-PCR assay RT-PCR assay including sample prepration is in the order of 12.5 % (Table 1).
Including sample prepration - was determined.

2. Methods

Sample material

Whole blood samples from 240 healthy caucasion donors were collected between 8.00 a.m. and 10.00 a.m.
in the moming to minimize the influence of circadian variation. Equal numbers of male and female, ranging
from 20-65 years, were analyzed.

® For DPD protein determination a quantitative DPD ELISA was developed. The average CV of the DPD
PBMNC isolation was performed using a ficoll-hypaque gradient immediately sfter drawing the whole ELISA including sample preparation is less than 8.5% (Table 2).

blood samples. Subsequently, PBMNCs were snap frozen in liquid nitrogen and kept at -20°C until analysis.
Protein_Isolation from PBMNCs

BFor the population study, mRNA from fresh frozen PBMNCs of healthy volunteers was used for DPD
quantification. Analysis of total RNA vs mRNA and the use of random hexamer priming versus specific

priming for cDNA synthesis gave identical results. Statistical analyses demonstrated that DPD mRNA
Total protein was isolated by mechanical disruption of the cell peflet (Sonifier) in a special _i__..-.. buffer Table 2 Quality evaluation data of ELISA for the expression of the 240 samples follows a normal (gaussian) distribution with a ratio of DPD/GEPDH of
‘without Egan.-a. Mah_iﬂawl-ntﬂ-wﬂa.g&naa by centrifugation (13.000 x g) and protein concentration of the enzyme DPD 26.5+82 and a range b n 10 and 53.
cleared ‘was determined by Bra assay. etwee

HThe frequency histogram for DPD protein levels from PBMNC lysates for the entire population
(n=199), as determined by DPD ELISA, revealed a concentration of 198 149 ng DPD/mg protein with
a range between 25 to 726 ng DPD/mg protein. The histogram shows a unimodal distribution, which

mRNA isolation from PBMNCs
For mRNA isolation from PBMNCs, the MagNA Pure mRNA isolation kit | (Roche Diagnostics) was used.

globally fits & gaussian distribution with a slight left shift
DPD ELISA
DPD protein levels in PBMNCs were quantitatively analyzed by ELISA (Roche Diagnostics). DPD protein EThe distribution pattern of DPD as revesled by RT-PCR or ELISA is consistent with findings described
was tothe I protei of the sample. in the literature, where yme activity in PBMNCs The ryme activity
; was In the range between <100 to 800 pmol/min/mg and showed an unimodal distribution with a
RI-PCR

mean activity of about 200 pmol/min/mg.
DPD mRNA from PBMNCs was quantitatively determined by a two-step RT-PCR assay (Roche y o 9.
Diagnostics). cDNA was generated using random hexamer priming. DPD cDNA was amplified using
sequence specific primers and detected by sequence specific Hybridization Probes. DPD expression was
normalized to a housekeeping gene, glucose-6-phosphate dehydrogenase (GSPDH).

Figure 3 Frequency histogram for PBMNC DPD mRNA
distribution WDPD enzyme activity and DPD protein level determined by ELISA do comelate (between r = 0.49 and
The frequency histogram for the entire population (n = = 0.95; Mori et al.; Int. J. Oncol. 2000) as shown by the analysls of various human tissue research
230) shows a unimodal distribution, which globally fits a samples. According to our data, there is no correlation when DPD mRNA expression and DPD protein
gaussian distribution. The mean DPD ratio of PBMNC expression in PBMNCs were compared. Whether this result is due to postiransiational regulations of

relative to the calibrator is 26.49 +/- 82 with a range of | the DPD or certain presamp s currently un
Flaure. RI-PCR. 10.17 to 53.
Y o WAccording to the literature, mutations in the DPD gene can cause toxicky towards 5-FU. Therefore,
Target Sample we developed genotyping tests for the 9 most relevant mutations on the LightCycler Instrument, which
5 T le are potential tools to investigate 5-FU responsivenes.
ference Sample arget Sample
Ugeced ! S = relative Ratio e,
THIUCHMMEME v, Fictor
Reference Callbrator

Figure & Population distribution of DPD protein
expression levels In PBMNCs 5 ;
The frequency histogram for the entire population

Software tool has been developed for the quantification of PCR products, where the amount of
“S-ﬂl)o.“_-"unna_-.n for DPD is calculated as ratio to the reference gene GSPDH in the sample relative to the

(n = 199) shows a unimodal distribution, which globally Gonzales F. J. et Ferandez-Salguero P, (1995) Diagnosic analysis, clinical importance and molecular basis of dihydropyrimiding
ratio of DPD to G6PDH in a callbrator. fts & gaussian distribution with @ slight leR shift. The dalncy, T Phamacol S 18:725 27 . et
oM o mean DPD protein concentration of PBMNC s 198,5 +/- -etal. cioncy. enet
ftation detectio performed by a two-stop RT-PCR. LightCycler assays for the most relevant wﬂ» ng E.u_\..a protein with a range of 25 to 726 ng 1300 pdetn sy of it ogtaseincararpatints. Ci. 0ol 12, 22482253
= . jor i . freatment. 3
.ﬂ...n.ﬂ..ﬁ:- L_.m TCA 1897delC, T85C, C703T, G1003C, n:h_aﬂ G2657A, nucuau 'D/mg protein yr iy T o euigrrieiibr g s it prnitnr s
slysis of the Probes allow
have been estsblished. A melting curve an: Comli hydhopyim penph

Cancer Res. 52, 2099-2902

notype activity and plasma 5-florourac levels with

Homozygous (wikdype or mutant) ae wellas o heterozygous ge e Varation of srzyme aciviy and plasma drug levels in cancor patints teceiving 5-Tluorouracl by protraciad spupn s,
Cancer 7201 e
g e o of iy phosphorylas e ythopynkloe dehycogense in VAot e umar tissues.
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