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43) und Plattenepithelkarzinomen (Apal: p= 0,702; Taql: p= 1,000; Bgll: p= 0,835) (siehe
Tabellen 44-46). Eine Assoziation zwischen VDR-Polymorphismen und dem Alter beim
Auftreten von epithelialen Hauttumoren konnte demnach in der vorliegenden Arbeit nicht
nachgewiesen werden. In einer Studie von Li et al., 2006 zeigte sich ebenfalls kein
Zusammenhang zwischen dem VDR-Taql-Polymorphismus und dem Alter bei Auftreten von

Malignen Melanomen.



96

diese Faktoren in der vorliegenden Studie nicht untersucht wurden und demnach nicht weiter
darauf eingegangen werden konnte.

Die Haiufigkeiten der untersuchten VDR-Polymorphismen in Basalzellkarzinomen
unterschieden sich nicht signifikant in den beiden Geschlechtern (Apal: p=0,245; Taql: p=
0,180; Bgll: p=0,261) (siehe Tabellen 34-36). Auch in Plattenepithelkarzinomen konnte bei
Minnern und Frauen kein statistisch signifikanter Unterschied in der Verteilung der
Hiufigkeiten von VDR-Polymorphismen festgestellt werden (Apal: 0,182; Taql: p= 0,177;
Bgll: p= 0,268). Schlussfolgernd scheinen ein geschlechtsgebundenes Auftreten der
untersuchten VDR-Polymorphismen Apal, Taql und Bgll sowie ein Zusammenhang von
VDR-Polymorphismen und einer Geschlechtsbevorzugung bei epithelialen Hauttumoren
unwahrscheinlich.

In der Studie Li et al., 2006, in der 602 Patienten mit Malignem Melanom kaukasischer
Abstammung untersucht wurden, konnten keine Interaktionen zwischen dem Taql-
Polymorphismus und dem Geschlecht als Risikofaktor gefunden werden. Obwohl diese Studie
Patienten mit Malignem Melanom untersuchte und deren Ergebnisse daher nur fraglich auf
Patienten mit epithelialen Hauttumoren anwendbar sind, bestitigt die fehlende Assoziation

zwischen dem Taql-Polymorphismus und dem Geschlecht.

5.7. Interaktionen zwischen Alter und VDR-Polymorphismen und dem

Alter als Risikofaktor fiir die Entstehung von epithelialen Hauttumoren

In der vorliegenden Arbeit wurde ein moglicher Einfluss der VDR-Polymorphismen Apal,
Taql und Bgll auf das Manifestationsalter von epithelialen Hauttumoren untersucht. Dabei
wurden alle untersuchten Patienten in 2 Altersgruppen unterteilt (< und >/= 60 Jahren)( siehe
Tabellen 41-46). Diese Unterteilung orientierte sich an einer Studie von Han et al., 2006,
deren Patientenkollektiv 300 Basalzellkarzinompatienten und 286
Plattenepithelkarzinompatienten umfasste und das durchschnittliche Alter der Patienten zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung fiir das Basalzellkarzinom 60 Jahre und fiir das
Plattenepithelkarzinom 64,7 Jahre betrug. In den onkologischen Leitlinien wird das
Durchschnittsalter bei Auftreten von Basalzellkarzinomen ebenfalls mit 60 Jahren angegeben
(Breuninger et al., 2005), das Alter bei Auftreten von Plattenepithelkarzinomen mit 70 Jahren
(Breuninger et al., 2005). In der vorliegenden Dissertation zeigte keiner der untersuchten
VDR-Polymorphismen einen statistisch signifikanter Einfluss auf das Manifestationsalter bei

Basalzellkarzinomen (Apal: p= 0,902; Taql: p= 1,000; Bgll: p= 1,000)(siche Tabellen 41-
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sonnenexponierter Haut versus nicht chronisch sonnenexponierter Haut festgestellt werden.
Andere Studien, die ebenfalls die Risikofaktoren VDR-Polymorphismen und
Sonnenexposition auf das Krebsrisiko untersuchten, wie beispielsweise eine aktuelle
Brustkrebs-Studie (John et al., 2007), in der der Einfluss von Sonnenexposition und VDR-
Polymorphismen auf Brustkrebs untersucht wurde, fand man ein reduziertes Brustkrebsrisiko
bei Frauen mit heller Haut und einer erhohten Sonnenexposition (OR= 0,53; 95% KI:
0,31;0,91), wobei dieses unabhédngig von den VDR-Polymorphismen Taql und Bgl1 bestand.
AbschlieBend, erscheint eine fehlende Korrelation zwischen den untersuchten VDR-
Polymorphismen und der Lokalisation von epithelialen Hauttumoren warscheinlich, wobei

umfangreichere Studien notig sind um diese Schlussfolgerung zu bestitigen.

5.6. Interaktionen zwischen Geschlecht und VDR-Polymorphismen als

Risikofaktor fiir die Entstehung von epithelialen Hauttumoren

Ein weiteres Anliegen der vorliegenden Studie bestand in der Untersuchung eines moglichen
Einflusses von VDR-Polymorphismen auf das Auftreten von epithelialen Hauttumoren bei
minnlichen versus weiblichen Patienten. Es sollte gepriift werden ob VDR-Polymorphismen
einen Risikofaktor fiir eine Geschlechtsbevorzugung bei dem Auftreten epithelialer Tumoren
darstellen. Sowohl Basalzellkarzinome (OR: 4,663; p= 0,000; 95%-KI: [2,035; 10,685]) als
auch Plattenepithelkarzinome (OR= 4,429; p= 0,000; 95%-KI: [1,931; 10,155]) traten in der
vorliegenden Dissertation ca. 4,5 x hiufiger bei Méannern auf. Somit stellt das Geschlecht in
der vorliegenden Studie einen statistisch signifikanten Risikofaktor fiir das Entstehen von
epithelialen Hauttumoren dar. In den Onkologische Kurzeitlinien fiir Plattenepithelkarzinome
(Breuniger et al., 2005) ist eine Geschlechtsbevorzugung des minnlichen Geschlechts fiir
Plattenepithelkarzinome beschrieben. Das > 4x hédufigere Auftreten von Basalzellkarzinomen
bei Ménnern in der vorliegenden Untersuchung steht jedoch im Widerspruch zu den Angaben
der onkologischen Leitlinien fiir Basalzellkarzinome (Breuninger et al., 2005), in denen das
Auftreten von Basalzellkarzinomen bei dem ménnlichen und weiblichen Geschlecht als gleich
hiufig angegeben wird. Mogliche Ursachen fiir das deutlich gehdufte Auftreten von
Basalzellkarzinomen bei Mannern konnte technische Ursachen haben, da von allen isolierten
DNA Proben aus Basalzellkarzinomgewebe nur diejenigen in die Studie eingegangen sind,
deren Sequenzierung eindeutig erfolgen konnte. Auch andere Faktoren, wie beispielsweise
akkumulierte UV-Strahlung durch Berufe im Freien, genetische Disposition mit geringer

Hautpigmentierung oder Erndhrungsfaktoren konnten als Ursache in Frage kommen, wobei
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und dadurch das Risiko fiir epitheliale Hauttumoren heraufsetzen. Diese Vermutung wird
jedoch zum Teil durch das gehdufte Auftreten eines weiteren Genotyps (Genotyp aaTTBB)
widerlegt, der ebenfalls die Allele Apal a und Taql t enthielt, jedoch fast ausschlielich in
der Kontrollgruppe vertreten war (20%) und fast vollstindig in den Tumorgruppen fehlte
(BCC: 0%, PECA 4%). Ein ebenfall hdaufig vorkommender Genotyp (AAttBB: Apal AA,
Taql tt, Bgll BB; 14,1%) wies keine Unterschiede in der Verteilung zwischen den
Tumorgruppen (BCC: 13,7%; PECA: 14,7%) und der Kontrollgruppe (14,0%) auf was auf
eine fehlende Assoziation zwischen diesem Genotyp und epithelialen Hauttumoren hindeutet.
Seine hohe Auftretenshiufigkeit in den untersuchten Gruppen ldsst sich dabei durch das

bestehende LD zwischen dem VDR Taql t-Allels und dem VDR Apal A-Allels erkliren.

5.5. Einfluss von VDR-Polymorphismen auf die Lokalisation von

epithelialen Hauttumoren

Eine weitere Fragestellung der vorliegenden Dissertation lag darin zu priifen ob VDR-
Polymorphismen einen Einfluss auf die Lokalisation von epithelialen Hauttumoren ausiiben.
Dazu wurden VDR-Polymorphismen bei Individuen mit epithelialen Tumoren auf chronisch
sonnenexponierter  versus  chronisch  nicht sonnenexponierter Haut untersucht.
Basalzellkarzinome traten auf chronisch sonnenexponierter Haut im Vergleich zu nicht
chronisch sonnenexponierter Haut > 5x haufiger auf (BCC: Apal: 84,7% vs. 15,3%; Taql:
85,3% vs. 14,7%, Bgll 85,5 vs. 14,5%) (siehe Tabellen 28-30), Plattenepithelkarzinome sogar
>13x hiufiger (PECA: Apal: 93,1% vs. 6,9%, Taql: 92,3% vs. 7,7%, Bgll: 92,2 vs. 7,7%).
Dies deutet auf einen starken Einfluss von UV-Strahlung auf die Karzinogenese von
epithelialen Hauttumoren hin, wobei UV-Strahlung bereits vielfach als gesicherter
Risikofaktor sowohl fiir Plattenepithelkarzinome als auch fiir Basalzellkarzinome beschrieben
wurde (English et al., 1997, Ravanat at al., 2001). In den Onkologische Kurzeitlinien fiir
Plattenepithelkarzinome (Breuniger et al., 2005) wird das Vorkommen von
Plattenepithelkarzinomen zu 90% im Gesicht, einem chronisch sonnenexponierten Areal,
angegeben. Basalzellkarzinome treten laut den onkologischen Leitlinien fiir
Basalzellkarzinome (Breuninger et al., 2005) zu 80% im Kopf-Hals-Bereich auf. Hinsichtlich
einer Assoziation mit VDR-Polymorphismen konnten in der vorliegenden Studie weder bei
Basalzellkarzinomen noch bei Plattenepithelkarzinomen statistisch signifikante Unterschiede
in der Verteilung der VDR-Polymorphismen Apal (BCC: p=0,431; PECA: p= 1,000), Taql
(BCC: p=0,730; PECA: p=1,000) und Bgll (BCC: p=0,415, PECA: p=0,356) in chronisch
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entwickeln nicht mit dem VDR Bgll-Polymorphismus assoziert war. Dennoch wéren
aufgrund der relativ geringen Fallzahlen (PECA: 82, Kontrolle 51) dieser Studie weitere

Untersuchungen notig um diese Aussage zu bekréftigen.

5.4. VDR-Genotypen bei epithelialen Hauttumoren

Durch die Betrachtung der Hiufigkeiten zusammengesetzter Genotypen sollte untersucht
werden ob die vorher einzeln betrachteten Polymorphismen zu einer Risikoerhhung von
epithelialen Hauttumoren fiihrten wenn sie gemeinsam in einer bestimmten Konstellation
auftraten. Die in Tabelle 27 dargestellten Genotypen setzten sich jeweils aus zwei Haplotypen
zusammen, die einzeln nicht dargestellt wurden und deren prozentualen Héufigkeiten nicht
errechnet wurden. Das gehédufte Auftreten bestimmter Genotypkombinationen lédsst sich durch
ein, zwischen den Einzelnukleotidpolymorphismen Bsml, Apal und Taql bestehendes
starkes Linkage Disequilibrium erkldren (Morisson et al., 1992; Morisson et al., 1994; Ingles
et al, 1997; Durrin et al, 1999) erklédren. Uitterlinden et al., 1996 beschrieb die Haplotypenl
(baT 48%) und Haplotyp 2 (BAt 40%) als die am héufigsten vorkommenden Haplotypen in
der kaukasischen Bevolkerung. Dabei bezog er sich auf die VDR-Polymorphismen Apal
(Allele a und A), Taql (Allele T und t) und Bsml (Allele B und b). Der VDR-
Polymorphismus Bsm1 wurde in der vorliegenden Dissertation nicht analysiert. Zu dem, in
der vorliegenden Studie analysierten VDR Bgl1-Polymorphismus, der wie der VDR Bsml-
Polymorphismus durch die Allele b und B gekennzeichnet ist, sind keine Angaben zu den
Haufigkeiten in der Bevolkerung bekannt. Diese Haplotypen sind jeweils in mehreren, der in
Tabelle 27 aufgelisteten Genotypen enthalten wobei nur jeweils die Apal-Allele a/A und
Taql-Allele T/t fiir den Vergleich mit den, von Uitterlinden beschriebenen Haplotypen
relevant sind und aufgefiihrt werden (Haplotyp 1 (aT):aaTTbb, aaTTBB, AaTtbb, AaTtBb,
AaTtBB, AaTTBb; Haplotyp 2 (At): AaTtbb, AaTtBb, AaTtBB, AAttbb, AAttBB, AATtBB)
Der Genotyp AaTtBb (Apal Aa, Taql Tt, Bgll Bb) kam sowohl in den Tumorgruppen als
auch in der Kontrollgruppe am haufigsten (BCC: 45,2%, PECA 38,7%, Kontrollgruppe:38%)
vor, was allgemein darauf hindeutet, dass heterozygoten Genotypen mit groBer Hiufigkeit in
der Bevolkerung vorhanden sind. Zudem enthilt er beide Haplotypen 1 (aT) und 2 (at), was
sein hdufiges Auftreten in der Bevolkerung erkldren konnte. Die Haufigkeiten des Genotyps
aaTTbb (Apal aa, Taql TT, Bgll bb; 16,7%) unterschieden sich erheblich zwischen den
Tumorgruppen (BCC: 20,5%; PECA 18,7%) und der Kontrollgruppe (8%). Dies konnte
darauf hindeuten, dass sich die Allele Apal a, Taql T und Bgll b gegenseitig beeinflussen



92

(BCC: BB+bb: 45,5%, Bb: 54,5%; Kontrolle: BB+bb:56,9%, Bb: 43,1%) (siche Tabelle 17).
Obwohl diese deutliche Tendenz keine statistische Signifikanz (p= 0,279) (Tabelle nicht
dargestellt) erreichte, konnte man vermuten dass homozygote VDR Bgll-Genotypen mit
einem erhohtem Basalzellkarzinomrisiko einhergehen. In der Untersuchung der der
Genotypen, die das Bgll-Allel b enthalten (VDR-Bgll-Genotyps (bb+ Bb): BCC: 74%;
Kontrollgruppe: 70,6%) (siehe Tabelle 23).zeigte sich kein statistisch signifikanter
Unterschied in den Héufigkeiten dieser Genotypen in Basalzellkarzinomen und gesunden
Kontrollen (p= 0, 690) (Tabelle nicht dargestellt). Zu diesen Ergebnissen liegen derzeit keine

Vergleichsstudien vor, die eine bessere Beurteilung ihrer Aussagekraft erméglichen wiirden.

5.3.3.3. Der VDR Bgll-Polymorphismus bei Individuen mit Plattenepithelkarzinomen

In der vorliegenden Dissertation wurde erstmals das Auftreten des VDR Bgll-
Polymorphismus bei Individuen mit Plattenepithelkarzinomen im Vergleich zu einer
gesunden Kontrollgruppe untersucht. In der Plattenepithelkarzinomgruppe machte der
heterozygote Genotyp Bb die Hilfte aller Genotypen aus (50%) wobei die beiden
homozygoten Genotypen in gleicher Haufigkeit vorkamen (bb: 26,8%, BB: 23,2%) (siehe
Tabelle 8). Sowohl die Haufigkeiten aller untersuchten VDR Bgl1-Genotypen (BCC: bb:
26,8%, Bb: 50%, BB: 23,2%; Kontrollgruppe: bb: 27,5%, Bb: 43,1%, BB: 29,4%; p= 0,662)
als auch die der Bgll-Allele (PECA: b: 51,8%, B: 48,2%; Kontrolle: b: 49,0%, B: 51%; p=
0,706) (siehe Tabelle 14) unterschieden sich nicht signifikant von der der Kontrollgruppe (p=
0,662). Somit konnte in der vorliegenden Studie kein Zusammenhang zwischen dem VDR
Bgl1-Polymorphismus und dem Auftreten von Plattenepithelkarzinomen nachgewiesen
werden. Der heterozygote Genotyp Bgll Bb (50%) und der zusammengesetzte Genotyp Bgll
bb+BB (50%) waren in der Plattenepithelkarzinomgruppe gleich hiufig vorhanden (siehe
Tabelle 20). In der Kontrollgruppe kam der zusammengesetzte Genotyp Bgll bb+BB (56,9%)
hiufiger vor, wobei keine statistische Signifikanz erreicht wurde (p=0,479). Auch die
Betrachtung der zusammengefassten Genotypen mit dem Bgll-Polymorphismus (bb+Bb)
zeigte, trotz tendenziell gehduften Vorkommens dieses Genotyps in der PECA-Gruppe (76,8
% vs. 70,6%) (sieche Tabelle 26) keine statistische Signifikanz (p= 0, 540) (Tabelle nicht
dargestellt). Im Gegensatz zu der Tendenz der homozygoten Bgll-Genotypen gehduft in
Basalzellkarzinomen  vorzukommen, zeigte sich diese Tendenz nicht in
Plattenepithelkarzinomen. Infolgedessen bestitigte sich auch bei Betrachtung der
zusammengefassten Bgl1-Genotypen nach den Kriterien homozygot versus heterozygot und

das b- Allel enthaltend versus nicht enthaltend, dass das Risiko Plattenepithelkarzinome zu
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2007 nur weibliche Individuen untersucht wurden und die vorliegende Arbeit nur iiber eine

relativ geringe Fallzahl (n=51) verfiigte.

5.3.3.2. Der VDR Bgll-Polymorphismus bei Individuen mit Basalzellkarzinomen

In der vorliegenden Dissertation wurden VDR Bgll-Genotypen bei Patienten mit
Basalzellkarzinomen im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe unter dem Aspekt einer
moglichen Assoziation mit dem Auftreten von Basalzellkarzinomen untersucht.

Der heterozygote Genotyp Bb war in der Basalzellkarzinomgruppe (54,5%) um > 10%
hiufiger vertreten als in der Kontrollgruppe (43,1%) (siehe Tabelle 8). John et al., 2007
berichtet von einem Prozentsatz von 41,1% des hetrozygoten Bgll Bb-Genotyps unter den
hellhdutigen Frauen mit fortgeschrittenen Brustkrebs (n=68) womit in jener Studie kein
Unterschied in den Héaufigkeiten dieses Genotyps im Vergleich zur Kontrollgruppe (48,3%)
bestand. Ein moglicher Zusammenhang diesen Genotyps mit einem erhohten
Basalzellkarzinomrisiko ist dennoch nicht auszuschlieen, da es sich in der erwdhnten Studie
(John et al., 2007) um eine Analyse von VDR-Polymorphismen bei Brustkrebspatientinnen
handelte und der Einfluss von VDR-Polymorphismen auf maligne Erkrankungen
tumorspezifisch sind. Der homozygote Genotyp Bgll bb war in der Basalzellkarzinomgruppe
prozentual (19,5%) deutlich seltener vertreten wobei bei Betrachtung der absoluten Fallzahlen
auffillt dass dieser Unterschied nur gering war (BCC: 15; Kontrollen: 14) (siehe Tabelle 8).
In der Studie von John et al., 2007 kam der homozygote Genotyp bei Frauen mit
fortgeschrittenem Brustkrebs (20,5%) und in der Kontrollgruppe (22,9%) gleich hiufig vor.
Schlussfolgernd deutet dies sowohl bei Basalzellkarzinomen als auch bei Brustkrebs auf eine
fehlende Assoziation des Bgl1-Genotyps zu einem alterierten Krebsrisiko besteht. Der Anteil
der homozygoten BB lag in der Basalzellkarzinomgruppe bei 26%, in der Kontrollgruppe bei
29,4% (siche Tabelle 8). Generell unterschied sich die Verteilung der Genotypen in der
Basalzellkarzinomgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht statistisch signifikant
voneinander (p= 0,418) (Tabelle nicht dargestellt). Auch die Verteilung der beiden Bgll-
Allele B und b zeigte keine statistische Differenz in der Basalzellkarzinomgruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe (p= 0,798) (BCC: b: 46,8%, B: 53,2% Kontrolle: b: 49%, B:
51%) (siehe Tabelle 11). Beim Betrachten des heterozygoten Genotyp Bgll Bb im Vergleich
zu den beiden zusammengefassten homozygoten Bgll-Genotypen BB+bb fiel auf, dass der
Bb-Genotyp deutlich héufiger in der Basalzellkarzinomgruppe vertreten war, wihrend der

zusammengesetzte Bgll-Genotypen BB+bb in der Kontrollgruppe stirker vertreten war
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Bgll BB-Genotyp (OR= 0,37; 95% KI [0.18-0.76]). Bei Frauen anderen Hauttyps zeigte der
VDR Bgl1-Polymorphismus keinen statistisch signifikanten Einfluss auf das Brustkrebsrisiko
In dieser Studie zeigte der Hauttyp, wenn isoliert betrachtet, eine Risikoreduktion von 54%
(OR= 0,46; 95% KI [0.26-0,79]). Diese Risikoreduktion wurde nur unwesentlich durch den
Bgl1-Polymorphismus beeinflusst (Bb/bb-Genotyp: OR= 0,46; 95% KI [0.20-0,85]; BB-
Genotyp: OR=0,45; 95% K1 [0.18-1,13])

5.3.3. Ergebnisse der vorliegenden Dissertation zum Bgl1-Polymorphismus

5.3.3.1. Der VDR-Bgl1-Polymorphismus bei tumorfreien Individuen

Die Untersuchung der Haufigkeiten von VDR Bgl1-Genotypen in der Kontrollgruppe erfolgte
zur Feststellung, ob die Kontrollgruppe beziiglich dieses Polymorphismus als reprisentativ fiir
die kaukasische Bevolkerung angesehen werden kann. In der Kontrollgruppe der vorliegenden
Dissertation war in der heterozygote VDR Bgll-Polymorphismus (Bb-Genotyp) am
hiufigsten vertreten (43,1%), wihrend die beiden homozygoten Genotypen (bb-Genotyp:
27,5%; BB-Genotyp: 29,4%) in gleicher Haufigkeit auftraten (siche Tabelle 5). Eine Aussage
zur Haufigkeit des Bgll-Polymorphismus in der kaukasischen Bevolkerung ist nach
derzeitiger Datenlage nicht moglich. In der Brustkrebs-Studie von John et al., 2007, die als
einzige Referenzstudie zu dem Bgll-Polymorphismus aufgefithrt werden kann, hatten
innerhalb der hellhdutigen Kontrollgruppe (296 Frauen) 22,9% der Frauen den bb-Genotyp,
48,3% der Frauen den Bb-Genotyp und 28,7% der Frauen den BB-Genotyp. Da in dieser
Studie nur Individuen des weiblichen Geschlechts untersucht wurden, die sowohl
afroamerikanischen, lateinamerikanischen und kaukasischer Abstammung waren, dienen die
oben genannten Werte nur zur groben Orientierung der Hiufigkeiten von Bgl1-Genotypen in
einer groBBeren Bevolkerungsgruppe. Aufgrund der Tatsache, dass der heterozygote Genotyp
Bgll Bb sowohl in der vorliegenden Dissertation (Bb-Genotyp: 43,1%) als auch in der Studie
von John et al., 2007 (Bb-Genotyp: 48,3%) dhnliche prozentuale Haufigkeiten aufwiesen ist
ein allgemein haufiges Vorkommen in der Bevolkerung wahrscheinlich. Die Hiufigkeiten der
des homozygoten Bgll bb-Genotyps (27,5%) in der vorliegenden Arbeit stimmten ebenfalls
mit den Haufigkeiten dieses Genotyps in der Studie von John et al., 2007 (22,9%) iiberein.
Die Kontrollgruppe kann somit als vertretend fiir eine groBere Bevolkerungsgruppe

angesehen werden, wobei einschrinkend zu erwihnen ist, dass in der Studie von John et al.,



89

Fitzpatrick (Fitzpatrick et al., 1988)). Die zu untersuchende DNA wurde direkt aus
Plattenepithelkarzinomgewebe, welches in Paraffin eingebettet war, isoliert. Der dadurch
erzielte Vorteil, direkt aus Tumorgewebe stammende DNA zu untersuchen, ging jedoch mit
einem Qualitédtsverlust der DNA einher. Dies war bedingt durch die bis zu 3-jdhrige Lagerung
in Paraffin und fiihrte zu einer erschwerten Sequenzierung. Es wurden insgesamt
Sequenzierungen von 8 Plattenepithelkarzinomgewebeproben wiederholt, wobei die
Wiederholerproben den Taql-Polymorphismus nicht enthielten.

Abschliefend zeigt sich in der vorliegenden Dissertation eine jedoch nicht statistisch
signifikante Assoziation des Taql t-Allels mit einem erhohten Plattenepithelkarzinomrisiko.
Derzeit liegen erst wenige Studien vor, die eine mogliche Assoziation des VDR Taql-
Polymorphismus bekréftigen oder widerlegen konnten wobei aktuelle Ergebnisse
widerspriichlich sind. Aufgrund der niedrigen Fallkontrollzahl und anderen Faktoren, die die
Aussagekraft der vorliegenden Arbeit einschrianken, sind weitere, umfassendere Studien notig

um Zusammenhinge klar hervorzuarbeiten.

5.3. Der VDR-Bgl1-Polymorphismus

5.3.1. Struktur und Funktionalitit des VDR-Bgl1-Polymorphismus

Der VDR Bgll-Polymorphismus gehort zu den Einzelnukleotidpolymorphismen auf dem
Exon 9 (rs 739837) und liegt 303 Basenpaare von dem Stop Codon entfernt. Er fithrt zu keiner
Anderung in der Aminosiuresequenz des VDR-Proteins, wodurch seine funktionelle
Bedeutung derzeit noch unklar ist. Man vermutet Interaktionen mit anderen in der Néhe
lokalisierten funktionellen VDR-Sequenzen und dadurch einen moglichen Einfluss auf die
Transkription, Translation oder RNA Prozessierung des VDR-Gens (Durrin et al., 1999;
Whitfield et al., 2001)

5.3.2. VDR Bgl1-Polymorphismus und maligne Tumorerkrankungen

Nach aktueller Datenlage wurde der VDR Bgll-Polymorphismus hinsichtlich
Krebserkrankungen erst in einer Studie (John et al., 2007) untersucht. In dieser
multiethnischen Studie, die 287 lateinamerikanische Frauen, 250 afroamerikanische Frauen
und 277 hellhdutige Frauen auf Risikofaktoren fiir Brustkrebs untersuchte, fand sich

signifikant erniedrigtes Brustkrebsrisiko bei Frauen mit mittlerem Hautpigmentation und dem
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dem Ziel eine mogliche Assoziation des Taql-Polymorphismus mit dem Auftreten von
Plattenepithelkarzinomen nachzuweisen. DieVerteilung der Taql-Genotypen innerhalb der
Plattenepithelkarzinomgruppe (Taql TT: 34,1%, Tt: 43,9%; tt: 22%) zeigte keine statistisch
signifikante Korrelation zu dem Auftreten von Plattenepithelkarzinomen (Kontrollgruppe:
TT: 38%, Tt: 48%, tt: 14%) (siehe Tabelle 7). Trotz fehlender statistischer Signifikanz konnte
das gehiufte Auftreten des homozygoten Taql tt-Genotyps (22% vs. 14%) sowie das gehiufte
Auftreten des t-Allels in der Plattenepithelkarzinomgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
(43,9% vs. 38%) (siehe Tabellel3) auf ein erhohtes Plattenepithelkarzinomrisiko bei
Individuen mit einem oder zwei t-Allelen hindeuten.

Diese Annahme wird dabei von einer weiteren aktuelle Studie (Han et al., 2007) bekiftigt, in
der ein Zusammenhang zwischen dem VDR Bsml-BB-Genotyp und einem signifikant
erhohten Risiko fiir Plattenepithelkarzinome nachgewiesen werden konnte (OR: 1.51; KI
[1.00; 2.28]). Durch das bestehende Linkage Disequilibrium zwischen dem VDR Taql t-
Allel, dem Apal A-Allel und dem Bsm1 B-Allel (Haplotyp 2; BAt) (Uitterlinden et al., 1996)
wire demnach ein moglicher Zusammenhang zwischen dem Taql t-Allel und dem Auftreten
von Plattenepithelkarzinomen nicht auszuschlieBen. Im Widerspruch dazu wurde in einer, im
September 2008 publizierte Meta-Analyse (Gandini et al., 2008), deren Gesamtkollektiv
1,437 Maligne Melanom Patienten und 536 Patienten mit epithelialen Hauttumoren
(Basalzellkarzinome, Plattenepithelkarzinome) umfasste, ein Zusammenhang zwischen dem
VDR-Polymorphismus Bsml B-Allel und einem signifikant reduzierten Risiko fiir das
Maligne Melanom (BB-Genotyp: OR= 0,75; KI [0,59, 0,95]; p=0.09; Bb-Genotyp: OR= 0,78;
KI [10,65, 0.92]; p=0.74) und einem nicht statistisch signifikant reduziertem Risiko fiir
epitheliale Hauttumoren assoziiert (BB-Genotyp: OR= 0,87; KI [0,63, 1.21]; p=0.01; Bb-
Genotyp: OR= 0,80; KI [0,60, 1.06]; p=0.53). Durch das starke Linkage Disequilibrium des
VDR Bsml B-Allels mit dem VDR Taql t-Allel (Haplotyp 2: BAt, Bsm1 B, Apal A und
Taql t) (Uitterlinden et al., 1996) deutet dieses Ergebnis auf eine mogliche Assoziation des
Taql t-Allels mit einem reduzierten Risiko fiir epitheliale Hauttumoren und steht somit im
Widerspruch zu den Ergebnissen der vorliegenden Dissertation und denen der Studie von Han
et al., 2007. Mogliche Ursachen fiir das Fehlen eines statistisch signifikanten
Zusammenhanges in der vorliegenden Dissertation konnte an den niedrigen Fall-
Kontrollzahlen (82 Plattenepithelkarzinom-Patienten; 51 Kontrollen) der vorliegenden Studie
liegen. Ein weiterer limitierender Faktor der vorliegenden Dissertation war die unzureichende
Datenlage iiber mogliche Risikofaktoren, denen die Patienten ausgesetzt waren (kumulierte

Sonnenexposition, schwere Sonnenbridnde, positive Familienanamnese, Hauttyp nach
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Bisher wurde keine weitere Studie publiziert, die den Einfluss des Taql-Polymorphismus auf
das Auftreten von Basalzellkarzinomen untersuchte. Das t-Allel wurde in der groften bisher
publizierten Studie, die den Einfluss des Taql-Polymorphismus auf die Karzinogenese des
Malignen Melanoms analysierte ebenfalls als protektiver Faktor beschrieben (Li et al., 2008).
Eine mogliche Erklirung dafiir sah man in dem Einhergehen (in vitro Versuche) des BAt
Haplotyps (Bsm1 B; Apal A; Taql t), der das Taql t-Allel beinhaltet mit einer erhdhten
Genaktivitidt (Morrison et al., 1994) und VDR-mRNA Expression (Carling et al., 1998) im
Vergleich zum baT Haplotyp. Dieses Korrelation zwischen dem t-Allel und einem
reduziertem Melanomrisiko (p<0,01) bestand unabhéingig von anderen bekannten
Risikofaktoren und anderen Genotypen. Ein weitere mogliche Erkldrung fiir das karzinogene
Poitential des Taql T-Allels liegt in dem erniedrigten Vitamin D Spiegel, der in einer
tiirkischen Studie bei Individuen mit dem TT-Genotyp nachgewiesen wurde (p= 0,112)
(Yalim-Eraltan et al., 2007).

Abschliefend konnte in der vorliegenden Dissertation kein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen dem VDR Taql-Polymorphismus und dem Auftreten von
Basalzellkarzinomen nachgewiesen werden, obwohl man tendenziell eine Risikoreduktion bei
Individuen mit dem T-Allel annehmen konnte. Diese Annahme wird dabei durch den
zahlreich in der Literatur fiir andere Malignome beschriebenen karzinogenen Charakter des T-
Allels in Frage gestellt. Da ebenfalls viele Studien keine Assoziation zwischen dem Taql-
Polymorphismus nachweisen konnten (Brustkrebs: Dunning et al., 1999; Hou et al., 2002;
Buyru et al., 2003; John et al., 2007; Sillanpad et al., 2004; Prostatakarzinom: Kibel et al.,
1998; Ma et al., 1998; Blazer et al., 2000; Luscombe et al., 2001; Gsur et al., 2002; Watanabe
et al., 1999; Furuya et al., 1999; Habuchi et al., 2000; Suzuki et al., 2003; Bodiwala et al.,
2004; Huang et al., 2004; Maistro et al., 2004; Oakley-Girvan et al., 2004; Tayeb et al., 2003;
Chaimuangraj et al., 2006; Andersson et al., 2006; Holick et al., 2007; Malignes Melanom:
Hutchinson et al., 2000, Ovarialkarzinom: Clendenen et al., 2008; Nierenzellkarzinom: Obara
et al., 2007) und bisher keine weiteren Studien zu dem Taql-Polymorphismus und
epithelialen Hauttumoren publiziert wurden, sind weitere Studien hinsichtlicher dieser

Fragestellung notwendig.

5.2.4.3. Der Taql-Polymorphismus bei Individuen mit Plattenepithelkarzinomen

Das Auftreten des VDR Taql-Polymorphismus wurde in der vorliegenden Dissertation bei

Individuen mit Plattenepithelkarzinomen und einer gesunden Kontrollgruppe verglichen mit
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Die Taql-Genotypen waren in der Kontrollgruppe folgendermalen verteilt: TT: 38%, Tt 48%
und tt 14%, tt+Tt: 62%. Die Allelfrequenz betrug fiir das VDR Taql t-Allel 38%, fiir das T-
Allel 48%. In einer aktuell publizierten Studie (Li et al., 2008), die 841 gesunde weille US-
Amerikaner als Kontrollkollektiv umfasste, zeigte sich eine dhnliche Verteilung der Taql-
Genotypen (Taql TT: 32%, Tt: 50,2%, tt: 17,8%; tt+Tt: 68%). Die Héaufigkeit des t-Allels in
der Kontrollgruppe entsprach nahezu der t-Allel Haufigkeit (40,4%) in einer groen Studie
(1,978 Kaukasier) von Ntais et al., 2003. Insgesamt ldsst dieser Vergleich darauf schlie3en,
dass die Kontrollgruppe in der vorliegenden Studie als reprisentativ fiir die kaukasische

Bevolkerung angesehen werden kann.

5.2.4.2. Der Taql-Polymorphismus bei Individuen mit Basalzellkarzinomen

Die Untersuchung des Taql-Polymorphismus bei Individuen mit Basalzellkazinomen im
Vergleich zu einer Kontrollgruppe erfolgte mit dem Ziel eine mogliche Korrelationen
zwischen dem, in der Literatur hiufig erwihnten Taql-Polymorphismus und dem Auftreten
von Basalzellkarzinomen nachzuweisen. In der Basalzellkarzinomgruppe der vorliegenden
Studie kam der VDR Taql-Genotyp TT zu 27,6%, Tt zu 59,2% und tt zu 13,2% vor
(Kontrollgruppe: TT: 38%, Tt: 48%, tt: 14%) (siehe Tabelle 7). Auffallend erscheint in der
vorliegenden Dissertation das deutlich gehdufte Vorkommen des Taql-TT-Genotyps in der
Kontrollgruppe im Vergleich zur Basalzelllkarzinomgruppe (38% vs. 27,6%), was auf einen
protektiven Charakter dieses Genotyps riickschlieBen ldsst. Trotz diesen deutlich bestehenden
Trends unterschieden sich diese Genotyphiufigkeiten nicht signifikant von derjenigen in der
Kontrollgruppe (p= 0,429). Entgegen diesem Trend wird in der Literatur der Taql tt-Genotyp
gehduft mit einem erniedrigten Risiko unterschiedlicher Malignome in Verbindung gebracht.
Tayler et al., 1996 berichtete iiber ein signifikant hidufigeres Vorkommen des homozygoten tt-
Genotyps unter den 157 gesunden Kontrollen im Vergleich zu den 94
Prostatakarzinompatienten kaukasischer Herkunft (p< 0,01) und Onsory et al., 2008 wies ein
> 50% reduziertes Prostatakarzinomrisiko fiir den homozygoten tt-Genotyp nach (OR= 0,43;
95% KI: [0,13; 1,39]. In einer anderen Studie (Tayeb et al., 2004;) hatten Ménner mit dem
TT-Genotyp ein > 5-fach (OR= 5,16) erhohtes Risiko ein Prostatakarzinom zu entwickeln und
in einer Nierenzellkarzinomstudie (lkuyama et al, 2002) war das Risiko ein
Nierenzellkarzinom zu entwickeln bei Individuen mit dem Taql TT-Genotyp 2,5 fach erhoht
(OR= 2.,45). Dariiber hinaus wurde fiir das Kolonkarzinom iiber ein reduziertes Risiko bei

Individuen mit dem homozygoten Taql tt-Genotyp berichtet (OR= 0,5) (Slattery et al., 2001).
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5.2.3. VDR Taq1-Polymorphismus und maligne Tumorerkrankungen der Haut

Bisher wurde ein moglicher Einfluss des Taql-Polymorphismus auf das Risiko und die
Prognose von Hautkrebs erst in wenigen Studien untersucht. Eine britische Krankenhaus
gekoppelte Fall-Kontrollstudie (Hutchinson et al., 2000), die 316 Melanompatienten
kaukasischer Abstammung (Nordeuropa) untersuchte, konnte keinen Zusammenhang
zwischen dem VDR Taql-Polymorphismus und dem Malignem Melanom feststellen.
Dennoch korrelierte in dieser Studie der ttff-Genotyp, der sich aus den homozygoten
Genotypen fiir den Taql-Polymorphismus (tt-Genotyp) und eines weiteren, in dieser Studie
untersuchten  VDR-Polymorphismus (VDR Fokl-Polymorphismus; ff-Genotyp) mit
vertikalen Tumordicken (Breslow Index) >/= 3.5mm (OR=31.5; p= 0.001) und somit mit
einer deutlich schlechteren Krankheitsprognose (Reintgen et al., 1992). Der Taql tt-Genotyp
korrelierte ebenfalls mit Tumordicken >/= 3,5 mm jedoch war diese Korrelation nicht
statistisch signifikant (OR= 2.84; p= 0.105). In dieser Studie betrug die durchschnittliche
Tumordicke vom Malignen Melanom bei Patienten mit dem ttff-Genotyp 2,9 mm wihrend sie
bei Patienten mit allen anderen Genotypen 1,1 mm betrug. Schlussfolgernd stellte der VDR-
Genotyp einen bedeutenderen Faktor fiir die Prognose des Malignen Melanoms dar als fiir
dessen Inzidenz.

In einer aktuellen Krankenhaus korrelierten Fall-Kontroll Studie (Li et al., 2007), die 602
Patienten mit Malignem Melanom und 603 gesunde, nach Alter, Geschlecht und
Bevolkerungsgruppe zugewiesenen Kontrollen aus der weilen US- Bevolkerung
untersuchten, zeigte sich ein statistisch signifikant erniedrigtes Risiko der Personen mit dem
VDR Taql Tt-Genotyp (OR= 0,70; 95% KI: 0.54-0.90) und dem zusammengesetzten VDR-
Taql Tt+tt-Genotyp (OR= 0,70; 95% KI: 0.55-0.89) im Vergleich zu dem Taql TT-Genotyp
Die Taql t-Allel-Haufigkeit war signifikant niedriger in der Patientengruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe (37,9% versus 43,0%; p= 0,012).

5.2.4. Ergebnisse der vorliegenden Dissertation zum Taq1-Polymorphismus

5.2.4.1. Der VDR Taql-Polymorphismus bei tumorfreien Individuen

In der Kontrollgruppe diente die Betrachtung der Hiufigkeiten der VDR Taql-Genotypen zur

Uberpriifung der Representativitit dieser Gruppe fiir die kaukasische Bevolkerung.



84

zwischen dem Taql-Polymorphismus (T-Allel) und der L-Sequenz des VDR Poly A
Polymorphismus (Ingles et al., 1997) sowie zwischen den drei VDR-Polymorphismen Taql-
Apal-Bsml (Fang et al., 2005; Morisson et al., 2002; Morisson et al., 1994; Ingles et al.,
1997; Durrin et al., 1999) mit dem Haplotyp1 (baT: 48%; Bsm1 b, Apal a, Taql T) und dem
Haplotyp 2 (BAt: 40%; Bsml B, Apal A und Taql t) als am héaufigsten auftretende
Haplotypen in der kaukasischen Bevolkerung (Uitterlinden et al., 1996; Fang et al., 2005).
Dieses LD konnte als mogliche Ursache einer gegenseitigen Beeinflussung der oben

genannten Polymorphismen in Bezug auf verschiedene Erkrankungen angesehen werden.

5.2.2. VDR Taq1-Polymorphismus und maligne Tumorerkrankungen

Der VDR Taql-Polymorphismus und sein moglicher Einfluss fiir das Auftreten verschiedener
Tumoren wurden bereits in vielen Studien analysiert. In der Mehrzahl dieser Studien konnte
kein Zusammenhang zwischen dem Taql-Polymorphismus und maligner Zellentartung
gefunden werden (Brustkrebs: Dunning et al., 1999; Hou et al., 2002; Buyru et al., 2003; John
et al., 2007; Sillanpai et al., 2004; Prostatakarzinom: Kibel et al., 1998; Ma et al., 1998;
Blazer et al., 2000; Luscombe et al., 2001; Gsur et al., 2002; Watanabe et al., 1999; Furuya et
al., 1999; Habuchi et al., 2000; Suzuki et al., 2003; Bodiwala et al., 2004; Huang et al., 2004;
Maistro et al., 2004; Oakley-Girvan et al., 2004; Tayeb et al., 2003; Chaimuangraj et al.,
2006; Andersson et al., 2006; Holick et al., 2007, Malignes Melanom: Hutchinson et al.,
2000, Ovarialkarzinom: Clendenen et al., 2008; Nierenzellkarzinom: Obara et al., 2007). In
anderen Studien zeigte sich bei Personen mit dem VDR Taql-Polymorphismus ein statistisch
signifikant verdndertes Krebsrisiko (Brustkrebs: Abbas et al., 2008; Curran et al., 1999;
Lundin et al., 1999; McCullough et al., 2007; Prostata Krebs: Taylor et al., 1996; Tayeb et al.,
2004; Medeiros et al., 2002; Onsory et al., 2008; Correa-Cerro et al., 1999; Malignes
Melanom: Li et al., 2007; Kolorektalkarzinom: Slattery et al., 2001; Yalim-Eraltan et al.,
2007; Ovarialkarzinom: Lurie et al., 2007; Nierenzellkarzinom: Ikuyama et al., 2002). In einer
Brustkrebsstudie (McCullough et al., 2007) wurde gezeigt, dass die Wirkung des VDR Taq]1-
Polymorphismus durch bestimmte Erndhrungsfaktoren wie der tdglichen Kalziumeinnahme
moduliert wird. In dieser Studie hatten Frauen mit dem tt-Genotyp, die tdglich >902 mg

Kalzium iiber die Nahrung aufnahmen ein verringertes Brustkrebsrisiko.
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In der vorliegenden Dissertation zeigten sich jedoch bei Betrachtung der Apal-Allele A und a
sich jedoch keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Plattenepithelkarzinomgruppe
im Vergleich zur Kontrollgruppe (Plattenepithelkarzinom: a-Allels 48,0%, A-Allels 52,0%;
Kontrollgruppe: a-und A-Allel: je 50%) (siehe Tabelle 12).

Schlussfolgernd konnte in der vorliegenden Disseration keine signifikante Assoziation
zwischen dem VDR Apal-Polymorphismus und dem Auftreten von Plattenepithelkarzinomen
nachgewiesen werden. Die, fiir andere Krebsarten berichteten Assoziationen mit dem VDR-
Apal-Polymorphismus sollten jedoch zu weiteren Forschungen in dieser Richtung ermutigen.
Aufgrund der bestehenden Trends (gehduftes Vorkommen des heterozygoten Apal Aa-
Genotyps bei Patienten mit Plattenepithelkarzinomen), die in der vorliegenden Dissertation
jedoch keine statistische Signifikanz erlangten und der bisher nur vereinzelt publizierten
Studien von VDR-Polymorphismen bei epithelialen Hauttumoren sind umfangreichere

Studien notwendig um eindeutige Erkentnisse zu erlangen.

5.2. Der VDR Taq1-Polymorphismus

5.2.1. Lage und Funktionalitiit des VDR Taq1-Polymorphismus

Der Taq1-Polymorphismus ist ein RFLP im Codon 352 (rs 731236) des Exons 9 am 3’ Ende
des VDR-Gens. Je nach Vorhandensein der Schnittstelle fiir das Taql-Restriktionsenzym
kommt es zu einer Spaltung des Genprodukts in zwei Fragmente der Linge 495 bp und 245
bp (T-Allel) oder in drei Fragmente der Linge 290 bp, 245 bp und 205 bp (t-Allel). Das T-
Allel besitzt dabei eine geringere Aktivitit als das t-Allel und geht mit niedrigeren 25(OH)D3
Serumspiegel einher (Hustmyer et al., 1993; Morrison et al., 1994; Ma et al., 1998).
Individuen werden eingeteilt in die Genotypen tt (homozygot fiir den Taql-Polymorphismus),
Tt (heterozygot fiir den Taql-Polymorphismus) und TT (Fehlen der Schnittstelle fiir das
Taql-Restriktionsenzym).

GemiB Fang et al., 2003 fiihrt der VDR Taql-Polymorphismus zu keiner Anderung in der
Aminosduresequenz des VDR-Proteins. Somit bleibt sein Einfluss auf das VDR-Protein
unklar, wobei die Annahme besteht, dass Varianten am 3’ Ende des VDR-Gens einen
moglichen Einfluss auf die mRNA Stabilitit und somit auf die Regulation der VDR-Gen
Transkription haben (Uitterlinden et al., 2004).

Durch das enge Beieinanderliegen einiger Polymorphismen einschlieflich des Taql-

Polymorphismus am 3’ Ende des VDR-Gens besteht ein starkes LD (Linkage Disequilibrium)
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(sieche Tabelle 6). Dies konnte auf ein erhohtes Plattenepithelkarzinomrisiko des
heterozygoten Genotyps hindeuten, wihrend homozygote Apal-Genotypen eher protektiven
Charakter aufweisen. Obwohl diesbeziigliche Ergebnisse in der vorliegenden Studie nicht
statistisch relevant waren (p= 0,589), konnte sich dieser Trend in weiteren Studien mit
hoheren Fallzahlen bestétigen.

Im Widerspruch dazu wurde in einer australischen Studie (Carless et al., 2008) iiber einen
schiitzenden Effekt des heterozygoten Genotyps Aa im Vergleich zu den homozygoten Apal
(AA+aa)-Genotypen bei Aktinischen Keratosen, einer Vorstufe von
Plattenepithelkarzinomen, berichtet. In dieser Studie hatten hellhdutige Menschen mit den
VDR AA/aa-Genotypen ein ca. 8-fach erhohtes Risiko Aktinische Keratosen zu entwickeln
im Vergleich zu einem nur 5-fach erhohten Risiko bei hellhdutigen Individuen mit dem
heterozygoten Aa-Genotyp. Eine mogliche Ursache fiir die widerspriichlichen Ergebnisse
zwischen letztgenannter Studie und der vorliegenden Dissertation konnte an den
unterschiedlichen Patientenkollektiven sowie an weiteren Faktoren wie beispielsweise der
erhohten UV-Belastung der australischen Bevolkerung liegen. Die Aktinische Keratose als
Folge chronischer Lichtschiden der Haut gilt als Vorstufe von Plattenepithelkarzinomen.
Dennoch sollte man bedenken, dass bisher nicht gekldrt werden konnte ob die Verteilung von
VDR Polymorphismen in beiden Hauterkrankungen identisch ist oder ob Mutationen im VDR
Gen eine Rolle im Ubergang von Aktinischen Keratosen in Plattenepthelkarzinome spielen.

In einer Krankenhaus basierten Fall-Kontroll-Studie (Li et al., 2006), die 602 Patienten mit
Malignem Melanom und 603 gesunden Individuen kaukasischer Abstammung umfasste
wurde bei Individuen mit dem VDR Taql t-Allel ein geringeres Melanomrisiko festgestellt
und das t-Allel als protektives Allel bezeichnet. Aufgrund des nachgewiesenen starken
Linkage Disequilibriums zwischen dem VDR Taql t-Allel und dem VDR Apal A-Allel
(Haplotyp 2: BAt, Bsm1 B; Apal A; Taql t) (Fang et al., 2005) wire ein ebenfalls protektiver
Charakter des Apal A-Allels fiir Hautkrebs moglich. Dabei ist zu beachten, dass es sich in der
Studie von Li et al., 2006 um eine Untersuchung von Malignen Melanomen handelte und man
nicht sicher davon ausgehen kann, dass diese Ergebnisse auch fiir Plattenepithelkarzinome
Giiltigkeit haben. Ein protektiver Charakter des Apal A-Allels zeigte sich auch in einer
anderen Studie, die den Apal-Polymorphismus bei Prostatakarzinompatienten untersuchte
(Cicek et al., 2006) und bei Individuen mit einem oder zwei Apal A-Allelen ein reduziertes
Prostatakarzinom feststellte (OR= 0,64; 95% KI: [0,39; 1,03]; p=0,03), das sogar noch stirker
hervortrat bei Patienten mit fortgeschrittenem Karzinom (OR= 0,48; p= 0,002).
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Basalzellkarzinomgruppe nur geringfiigig seltener vorkam als in der Kontrollgruppe (27,5%)
(siehe Tabelle 6). Andere Studien, die den Einfluss des Apal-Polymorphismus auf andere
Krebsarten untersuchten, ergaben widerspriichliche Ergebnisse. In einer japanischen
Nierenzellkarzinom-Studie (Obara et al., 2007) zeigte sich ein signifikant gehduftes
Vorkommen des Apal AA-Genotyps bei Patienten mit Nierenzellkarzinom als in der
gesunden Kontrollgruppe (OR= 2,5; p= 0,012). Unter den Brustkrebsstudien, fanden sowohl
eine finnische Studie (Sillanpia et al., 2004) (OR= 0,003) als auch eine taiwanesische Studie
(Hou et al., 2002) (OR=0,515, 95% KI: [0,190; 1.398]) ein stark reduziertes Brustkrebsrisiko
bei Frauen mit dem aa-Genotyp. Hou et al., 2002 berichtete ebenfalls von einer deutliche
Risikoerniedrigung bei Frauen mit dem Apal-Aa-Genotyp (OR= 0,33; 95% KI: [0,114;
=,978]), wohingegen in einer amerikanischen Studie (Curran et al., 1999) dieselben Apal Aa-
und -aa-Genotypen zu einem erhohten Brustkrebsrisiko fiihrten (OR= 1,56; p=0,016). Ein
moglicher Grund dieser sich widersprechenden Ergebnisse konnte dabei die unterschiedliche
Bevolkerungsgruppe der untersuchten Patienten und die unterschiedlichen Fall-
Kontrollzahlen dieser Studien sein (Hou et al., 2002: 80/169; Curran et al., 1999: 135/110;
Sillanpda et al., 2004: 483/482; Obara et al., 2007: 135/ 150). Bei Betrachtung der
zusammengefassten Genotypen Apal aa+Aa mit Hinblick auf Basalzellkarzinome, (siehe
Tabelle 21) bestand in der vorliegenden Dissertation kein statistisch signifikanter Unterschied
in der Verteilung der zusammengesetzten VDR-Apal-Genotypen zwischen der
Basalzellkarzinom- und der Kontrollgruppe (p= 0,835). Schlussfolgernd ergab sich in der
vorliegenden Disseration kein Anhalt fiir eine Alteration des Basalzellkarzinomrisikos durch
den VDR Apal-Polymorphismus und auch andere Studien zeigten beziiglich der Assoziation

von VDR Apal-Polymorphismen und Malignomrisiko widerspriichliche Ergebnisse.

5.1.4.3. Der Apal-Polymorphismus bei Individuen mit Plattenepithelkarzinomen

Die Betrachtung der Genotypen des Apal-Polymorphismus bei Individuen mit
Plattenepithelkarzinomen im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe erfolgte mit dem
Ziel mogliche Abweichungen in den Hiufigkeiten der Apal-Genotypen zwischen diesen
beiden Gruppen festzustellen und dadurch Riickschliisse auf eine Alteration des
Plattenepithelkarzinomrisikos durch den Apal-Polymorphismus zu ziehen.

Dabei fiel auf, dass der heterozygote Genotyp Apal Aa im Vergleich zur Kontrollgruppe
gehéduft in der Plattenepithelkarzinomgruppe auftrat (50,7% vs. 45,1%), wohingegen die
homozygoten Apal-Genotypen héufiger in der Kontrollgruppe (aa+AA: 54,9%) vorkamen
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homozygoten Genotypen (aa-Genotyp; AA-Genotyp) gleich haufig (27,5%) vorkamen (siehe
Tabelle 3). Das Apal A-Allel sowie das Apal a-Allel kamen zu je 50% vor (siehe Tabelle 9).

In einer australischen Studie (Carless et al., 2008), die ein Kollektiv von 182 gesunden
Kontrollpersonen australischer Abstammung unfasste betrug die Aa Genotyp-Héaufigkeit 63%,
die Hiufigkeit des A-Allels 58% und die des a-Allels 42%. Ein moéglicher Grund fiir die
Abweichungen beziiglich der Genotypen- und Allelhdufigkeiten zwischen den beiden Studien
konnte an der unterschiedlichen Fallzahl (51 vs. 182) liegen, wobei durch hohe Fallzahlen
eine genauere Anndherung an die tatsdchliche Verteilung der untersuchten Polymorphismen

in der Bevolkerung erreicht werden kann.

5.1.4.2. Der Apal-Polymorphismus bei Individuen mit Basalzellkarzinomen

In der vorliegenden Dissertation wurden VDR Apal-Genotypen bei Patienten mit
Basalzellkarzinomen im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe unter dem Aspekt einer
moglichen Assoziation mit dem Auftreten von Basalzellkarzinomen untersucht.

Unter den Patienten mit Basalzellkarzinomen hatten >50% aller Patienten den heterozygoten
VDR Apal Aa-Genotyp (53,4%), wobei dieser in der Kontrollgruppe nur zu 45,1% vorkam
(siehe Tabelle 6). Dariiber hinaus kam innerhalb der Basalzellkarzinomgruppe letztgenannter
heterozygoter Genotyp Aa (53,4%) héaufiger vor als die beiden zusammengefassten
homozygoten Genotypen aa+AA (46,6%) (siche Tabelle 15). Schlussfolgernd wire eine
mogliche Assoziation des heterozygoten Apal-Genotyps mit einem erhdhten
Basalzellkarzinomrisiko denkbar. Obwohl in der vorliegenden Studie keine statistische
Relevanz vorlag (p= 0,662), konnte ein signifikantes Ergebnis bei hoherer Fallzahl moglich
sein. Ein stark erhohtes Krebsrisiko fiir den heterozygoten Apal Aa-Genotyp zeigte sich
hingegen in einer Studie (Lurie et al., 2007), die 313 Frauen kaukasischen und japanischer
Herkunft (72 Kaukasierinnen und 241 Japanerinnen) mit Ovarialkarzinom untersuchte und bei
Frauen mit dem Apal Aa-Genotyp ein 3-fach erhohtes Ovarialkarzinomrisiko feststellte (OR=
2,8), wobei dies in einer weiteren aktuellen Ovarialkarzinom-Studie (Clendenen et al., 2008),
die 170 Fille und 323 Kontrollen unfasste, nicht bestitigt werden konnte. In der vorliegenden
Disseration zeigte die Betrachtung der Apal-Allele A und a eine gleichmiBige Verteilung
dieser Allele sowohl in der Basalzellkarzinom- als auch in der Kontrollgruppe (BCC: A-Allel:
51,4%, a-Allel: 48,6%; Kontrollgruppe: A-Allel: und a-Allel je 50%) (siehe Tabelle 9) ohne
statistisch signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (p=0,897). Somit besteht
kein statistisch signifikanter Anhalt fiir ein modifiziertes Basalzellkarzinomrisiko durch

Apal-Allele. Dies zeigt sich auch fiir den Apal AA-Genotyps (24,7%), der in der
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Chaimuangraj et al., 2006). Laut einer aktuellen Studie konnte ebenfalls keine Korrelation
zwischen dem VDR Apal-Polymorphismus und der Hiufigkeit des Auftretens von
Ovarialkarzinomen nachgewiesen werden (Clendenen et al., 2008). In anderen Studien wurde
das Apal A-Allel tendenziell mit einem erhohten Krebsrisiko in Verbindung gebracht
(Mammakarzinom: Hou et al., 2002; Sillanpéi et al., 2004; Ovarialkarzinom: Lurie et al.,
2007; Nierenzellkarzinom: Obara et al., 2007) wohingegen das Apal a-Allel eher mit einem
erniedrigten Karzinomrisiko einherging (Mammakarzinom: Hou et al., 2002; Sillanpéi et al.,
2004). Curran et al., 1999 wies fiir das a-Allel ein erhohtes Mammakarzinom-Risiko nach und
in einer grolen US-Studie (Cicek et al., 2006; 439 Fille/479 Kontrollen) wurde das Apal A-
Allel als wichtiger prognostischen Faktor fiir ein erniedrigtes Prostatakarzinom-Risiko
bezeichnet. Obara et al. berichteten 2007 iiber einen prognostischen Uberlebensvorteil bei

japanischen Patienten mit Nierenzellkarzinom und dem Apal AA-Genotyp.

5.1.3. VDR Apal-Polymorphismus und maligne Tumorerkrankungen der Haut

Eine aktuelle, in 2008 publizierte australische Studie (Carless et al., 2008) berichtete iiber
einen Zusammenhang zwischen dem VDR Apal-Polymorphismus und der Vorstufe des
kutanen Plattenepithelkarzinoms, der Aktinischen Keratose. In dieser Studie zeigte sich in
hellhédutigen Patienten mit den homozygoten Genotypen AA/aa ein >7 fach erhohtes Risiko
(OR= 7.6; KI [4.0-14.7]; p< 0,001) Aktinische Keratosen zu entwickeln verglichen mit
hellhdutigen Menschen und dem Aa-Genotyp, die nur ein 5-fach erhohtes Risiko aufwiesen
(OR= 4.9; KI [2,7-8,9]; p< 0,001). Bei Analyse der Apal-Genotypen ohne Einbeziehen des
Hauttyps, der fiir sich gesehen mit dem Risiko Aktinische Keratosen zu entwickeln

korrelierte, zeigte sich ein dhnlicher Trend, wobei dieser nicht statistisch signifikant war.

5.1.4. Ergebnisse der vorliegenden Dissertation zum Apal-Polymorphismus

5.1.4.1. Der VDR Apal-Polymorphismus bei tumorfreien Individuen

Die Untersuchung der Haiufigkeiten von VDR Apal-Genotypen in der Kontrollgruppe
erfolgte zur Uberpriifung der Reprisentativitit der Kontrollgruppe fiir die kaukasische
Bevolkerung beziiglich des Apal-Polymorphismus.

Es zeigte sich, dass der heterozygote VDR Apal-Polymorphismus (Aa-Genotyp) unter den

gesunden Kontrollpersonen am héaufigsten auftrat (45,1%), wohingegen die beiden
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5. DISKUSSION

In dieser Arbeit wurde die Hiufigkeit bestimmter VDR-Polymorphismen in der deutschen
Bevolkerung untersucht. Es sollte die Frage untersucht werden, ob sich Hinweise fiir eine
Assoziation bestimmter VDR-Polymorphismen mit dem Auftreten von epithelialen
Hauttumoren finden. Solche Zusammenhénge sind in der Literatur fiir andere Malignome gut
belegt. Inzwischen konnten auch die molekulare Struktur auf genomischer Ebene und die
funktionelle Bedeutung dieser VDR-Polymorphismen zumindest teilweise charakterisiert

werden.

5.1. Der VDR-Apal-Polymorphismus

5.1.1. Struktur und Funktionalitit des VDR-Apal-Polymorphismus

Der Apal-Polymorphismus gehort zu den stillen Einzelnukleotidpolymorphismen (rs
7975232) im Intron 8 an dem 3’ Ende des VDR-Gens. Entsprechend geht man davon aus,
dass dieser VDR-Polymorphismus zu keinerlei Anderung der Aminosiurensequenz in dem
kodierten Protein fiihrt. Dennoch ist ein Einfluss auf die Genexpression durch Regulierung
der mRNA Stabilitit nicht auszuschlieBen (Jurutka et al., 2001). Das Apal A-Allel entspricht
dem Vorhandensein der Schnittstelle fiir das Apal-Restriktionsenzym wohingegen das Apal

a-Allel fiir Abwesenheit dieser Schnittstelle steht.

5.1.2. VDR Apal-Polymorphismus und maligne Tumorerkrankungen

Nach aktueller Datenlage wurde bisher nur in wenigen Studien {iber den Apal-
Polymorphismus berichtet. Mehrere Studien berichten iiber mégliche Assoziationen mit
malignen Tumorerkrankungen, darunter Mammakarzinom, Prostatakarzinom,
Ovarialkarzinom und Nierenzellkarzinom (Mammakarzinom: Curran et al., 1999; Hou et al.,
2002; Sillanpéi et al., 2004; Prostatakarzinom: Cicek et al., 2006; Ovarialkarzinom: Lurie et
al., 2007; Nierenzellkarzinom: Obara et al., 2007). Studien, die den VDR Apal-
Polymorphismus bei Patienten mit einem Prostatakarzinom untersuchten, konnten tendenziell
keinen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein des VDR
Apal-Polymorphismus und dem Auftreten und der Prognose von Prostatakarzinomen finden

(Habuchi et al., 2000; Huang et al., 2004; Maistro et al., 2004; Oakley-Girvan et al., 2004;
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Tabelle 46: Haufigkeiten von VDR-Polymorphismus Bgl1 bei Patienten < versus >/= 60 Jahre mit
Plattenepithelkarzinomen

Bgl1
BB Bb bb Gesamt
Altersgruppe bis 60 Jahre Anzahl 1 2 2 5
% Von 150,0% 40,0% 40,0% 100,0%
Altersgruppe
% von Bg|1 5,6% 4.9% 9,1% 6,2%
Uber 60 Jahre Anzahl 17 39 20 76
% Von {92 49, 51,3% 26,3% 100,0%
Altersgruppe
% von Bgl1 94,4% 95,1% 90,9% 93,8%
Gesamt Anzahl 18 41 22 81
K‘; VO I 52 29, 50,6% 27,2% 100,0%
tersgruppe
% von Bgl1 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung von Haufigkeiten der Taq1-Genotypen in den Altersgruppen < 60 Jahre und > 60 Jahre bei
Plattenepithelkarzinomen; p= 0,835
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> 60 Jahre (51,4%) als in der Altersgruppe < 60 Jahre (40%) vertreten. Der homozygote
Genotyp Bgll bb war in der Altersgruppe < 60 Jahre hédufiger (40%) (siehe Tabelle 46).

Die Verteilung der VDR-Polymorphismen (Apal: p= 0,702; Taql: p= 1,000; Bgll: p= 0,835)
unterschied sich in der Plattenepithelkarzinomgruppe nicht signifikant innerhalb der beiden

Altersgruppen (Tabellen nicht dargestellt).

Tabelle 44: Haufigkeiten von VDR-Polymorphismus Apal bei Patienten < versus >/= 60 Jahre mit
Plattenepithelkarzinomen

Apai
AA Aa aa Gesamt
Altersgruppe bis 60 Jahre Anzahl 1 2 2 5
% von
Altersgruppe 20,0% 40,0% 40,0% 100,0%
% von Apai 5,0% 5,3% 11,8% 6,7%
Uber 60 Jahre Anzahl 19 36 15 70
% von
Altersgruppe 27,1% 51,4% 21,4% 100,0%
% von Apat 95,0% 94, 7% 88,2% 93,3%
Gesamt Anzahl 20 38 17 75
% von
Altersgruppe 26,7% 50,7% 22, 7% 100,0%
% von Apat 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung von Haufigkeiten der Apal-Genotypen in den Altersgruppen < 60 Jahre und > 60 Jahre bei
Plattenepithelkarzinomen; p= 0,702

Tabelle 45: Haufigkeiten von VDR-Polymorphismus Taq1 bei Patienten < versus >/= 60 Jahre mit
Plattenepithelkarzinomen

Taqgi
TT Tt tt Gesamt
Altersgruppe bis 60 Jahre Anzahl 2 2 1 5
% von
40,0% 40,0% 20,0% 100,0%
Altersgruppe
% von Taq1 7.1% 5,6% 5,9% 6,2%
Uber 60 Jahre Anzahl 26 34 16 76
o,
/o Vo I 34,2% 44,7% 21,1% 100,0%
Altersgruppe
% von Taq1 92,9% 94,4% 94,1% 93,8%
Gesamt Anzahl 28 36 17 81
o,
/o Vo 1 34.6% 44,4% 21,0% 100,0%
Altersgruppe
% von Taq1 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung von Haufigkeiten der Taq1-Genotypen in den Altersgruppen < 60 Jahre und > 60 Jahre bei
Plattenepithelkarzinomen; p= 1,000
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Tabelle 42: Haufigkeiten von VDR-Polymorphismus Taq1l bei Patienten < versus >/= 60 Jahre mit
Basalzellkarzinomen

Taqgi
TT Tt tt Gesamt
Altersgruppe bis 60 Jahre Anzahl 3 6 1 10
% Von 1'30,0% 60,0% 10,0% 100,0%
Altersgruppe
% von Taq1 15,0% 13,3% 11,1% 13,5%
Uber 60 Jahre Anzahl 17 39 8 64
% Von 1 26,6% 60,9% 12,5% 100,0%
Altersgruppe
% von Taq1 85,0% 86,7% 88,9% 86,5%
Gesamt Anzahl 20 45 9 74
% von 1'27,0% 60,8% 12,2% 100,0%
Altersgruppe
% von Taq1 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung von Haufigkeiten der Taq1-Genotypen in den Altersgruppen < 60 Jahre und > 60 Jahre bei
Basalzellkarzinomen; p= 1,000

Tabelle 43: Haufigkeiten von VDR-Polymorphismus Bgl1 bei Patienten < versus >/= 60 Jahre mit
Basalzellkarzinomen

Bgl1
BB Bb bb Gesamt
Altersgruppe bis 60 Jahre Anzahl 3 5 2 10
% von 30,0% 50,0% 20,0% 100,0%
Altersgruppe
% von Bgl1 15,8% 12,2% 13,3% 13,3%
Uber 60 Jahre Anzahl 16 36 13 65
% von 24.6% 55,4% 20,0% 100,0%
Altersgruppe
% von Bgl1 84,2% 87,8% 86,7% 86,7%
Gesamt Anzahl 19 41 15 75
% von 25 3% 54,7% 20,0% 100,0%
Altersgruppe
% von Bgl1 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung von Haufigkeiten der Bgl1-Genotypen in den Altersgruppen < 60 Jahre und > 60 Jahre bei
Basalzellkarzinomen; p= 1,000
4.9.2. Haufigkeiten von VDR-Polymorphismen (Apal, Taql, Bgll) bei Patienten <

versus >/= 60 Jahre mit Plattenepithelkarzinomen

In der Plattenepithelkarzinomgruppe war der heterozygote Genotyp VDR Apal Aa >10%
hédufiger in der Altersgruppe > 60 Jahre (51,4%) als in der Altersgruppe < 60 Jahre (40,0%)
(siche Tabelle 44) wohingegen die VDR-Taql-Genotypen innerhalb beider Altersgruppen
homogen verteilt waren (sieche Tabelle 44-45). Der VDR-Genotyp Taql TT (34,2%) war bei
Patienten > 60 Jahre geringfiigig seltener vertreten als in Patienten < 60 Jahre (40,0%) (siehe

Tabelle 45). Der heterozygote Genotyp VDR Bgl1 Bb war >10% haufiger in der Altersgruppe
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4.9. Hiufigkeiten von VDR-Polymorphismen (Apal, Taql, Bgll) bei

Patienten < versus >/= 60 Jahren mit epithelialen Hauttumoren

4.9.1. Haufigkeiten von VDR-Polymorphismen (Apal, Taql, Bgll) bei Patienten <

versus >/= 60 Jahren mit Basalzellkarzinomen

Die Verteilung der VDR-Apal-Genotypen war in beiden Altersgruppen relativ homogen. In
der Altersgruppe <60 Jahre war der Wildtyp Genotyp Apal AA (30%) geringfiigig hoher als
in der Altersgruppe >60 Jahre (23%) (siehe Tabelle 41). Der homozygote VDR-Taql-
Genotyp tt war in beiden Altersgruppen (10% und 12,5%) selten vertreten wohingegen der
heterozygote VDR Taql-Genotyp Tt in beiden Altersgruppen héaufig vorkam (sieche Tabelle
42). Der heterozygote VDR Bgll-Polymorphismus Bb war in beiden Altersgruppen am
hédufigsten vertreten. Der Wildtyp Genotyp BB war in der Altersgruppe < 60 Jahren (30%)
geringfiigig hiufiger vorhanden als in der Altersgruppe > 60 Jahren (24,6%) (sieche Tabelle
43). Die Verteilung der VDR-Polymorphismen Apal (p= 0,902), Taql (p= 1,000) und Bgl1
(p= 1,000) in der Basalzellkarzinomgruppe unterschied sich nicht signifikant innerhalb der

beiden Altersgruppen (Tabellen nicht dargestellt).

Tabelle 41: Haufigkeiten von VDR-Polymorphismus Apal bei Patienten < versus >/= 60 Jahre mit
Basalzellkarzinomen

Apai
AA Aa aa Gesamt
Altersgruppe bis 60 Jahre Anzahl 3 5 2 10
% von
30,0% 50,0% 20,0% 100,0%
Altersgruppe
% von Apai 17,6% 13,2% 12,5% 14,1%
Uber 60 Jahre Anzahl 14 33 14 61
% von
23,0% 54,1% 23,0% 100,0%
Altersgruppe
% von Apai 82,4% 86,8% 87.,5% 85,9%
Gesamt Anzanhl 17 38 16 71
% von
23,9% 53,5% 22,5% 100,0%
Altersgruppe
% von Apai 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung von Haufigkeiten der Apal-Genotypen in den Altersgruppen < 60 Jahre und >60 Jahren bei
Basalzellkarzinomen; p= 0,902
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Tabelle 39: VDR-Polymorphismen (Apal, Taq1, Bgl1) und Geschlecht bei Basalzellkarzinomen

OR 95,0% K
Unterer Wert Oberer Wert

Geschlecht (mannlich) 4,663 2,035 10,685
Apal (aa, Referenzkategorie)
Apal (AA) ,455 ,011 18,352
Apal (Aa) .450 ,016 12,973
Taq1 (i, Referenzkategorie)
Taqgl (TT) ,338 ,045 2,530
Taqgl (Tt) ,660 ,142 3,060
Bgl1 (bb, Referenzkategorie)
Bgl1 (BB) 1,508 ,050 45,669
Bgl1 (Bb) 2,790 ,109 71,431

OR= Odds Ratio; KI: Konfidenzintervall

Tabelle 40: VDR-Polymorphismen (Apal, Taq1, Bgl1) und Geschlecht bei Plattenepithelkarzinomen

OR 95,0% Ki
Unterer Wert Oberer Wert

Geschlecht (mannlich) 4,429 1,931 10,155
Apal (aa, Referenzkategorie)
Apat (AA) 1,373 ,073 25,924
Apat (Aa) 1,152 ,059 22,620
Taqi (it, Referenzkategorie)
Taq1 (TT) ,261 ,032 2,129
Taql (Tt) 275 ,052 1,462
Bgl1 (bb, Referenzkategorie)
Bgl1 (BB) ,230 ,023 2,310
Bgl1 (Bb) 1,059 ,078 14,380

OR= Odds Ratio; KI: Konfidenzintervall
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Tabelle 38: Haufigkeiten von VDR-Polymorphismus Bgl1 bei méannlichen versus weiblichen Individuen mit
epithelialen Hauttumoren

Bgl1
Gruppe BB Bb bb Gesamt
BCC Geschlecht mannlich  Anzahl 14 30 14 58
% von Geschlecht | 24,1% 51,7% 241% 100,0%
weiblich Anzahl 6 11 1 18
% von Geschlecht | 33,3% 61,1% 5,6% 100,0%
Gesamt Anzahl 20 41 15 76
% von Geschlecht | 26,3% 53,9% 19,7% 100,0%
PECA Geschlecht mannlich  Anzahl 16 33 15 64
% von Geschlecht | 25,0% 51,6% 23,4% 100,0%
weiblich Anzahl 2 8 7 17
% von Geschlecht | 11,8% 47,1% 41,2% 100,0%
Gesamt Anzahl 18 41 22 81
% von Geschlecht | 22,2% 50,6% 27,2% 100,0%
Kontrollgruppe Geschlecht ménnlich  Anzahl 6 9 8 23
% von Geschlecht | 26,1% 39,1% 34,8% 100,0%
weiblich Anzahl 9 13 6 28
% von Geschlecht | 32,1% 46,4% 21,4% 100,0%
Gesamt Anzahl 15 22 14 51
% von Geschlecht | 29,4% 43,1% 27,5% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen H&ufigkeiten von Genotypen des Bgl1-
Polymorphismus bei M&nnern und Frauen mit Basalzellkarzinomen, Plattenepithelkarzinomen und bei der
Kontrollgruppe; p= 0,633

4.8.3. VDR-Polymorphismen (Apal, Taql, Bgll) und Geschlecht bei epithelialen

Hauttumoren

In der logistischen Regression war sowohl in der Basalzellkarzinomgruppe als auch in der
Plattenepithelkarzinomgruppe allein der Parameter ,,Geschlecht* signifikant (sieche Tabellen
39-40). Das Odds Ratio betrug fiir die Basalzellkarzinomgruppe 4,66 (95%-KI: [2,0; 10,6])
und fiir die Plattenepithelkarzinomgruppe 4,43 (95%-KI: [1,93; 10,16]). Das bedeutet, dass
das Risiko der Minner 4,6mal bzw. 4,4mal groBer ist als das Risiko der Frauen, ein Karzinom
zu bekommen. Die VDR-Polymorphismen Apal, Taql und Bgll hatten keinen statistisch
signifikanten ~ Einfluss auf die Entwicklung von  Basalzellkarzinomen und
Plattenepithelkarzinomen, da die zugehorigen Konfidenzintervalle den Wert 1 enthalten

(siehe Tabellen 39-40).
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Tabelle 37: Haufigkeiten von VDR-Polymorphismus Taq1 bei méannlichen versus weiblichen Individuen
mit epithelialen Hauttumoren

Taq1
Gruppe TT Tt tt Gesamt
BCC Geschlecht mannlich 18 18 34 6 58
31,0% 31,0 58,6% 10,3% 100,0%
weiblich 2 2 11 4 17
11,8% 11,8% 64,7% 23,5% 100,0%
Gesamt Anzahl 20 45 10 75
% von Geschlecht | 26,7% 60,0% 13,3% 100,0%
PECA Geschlecht mannlich 19 19 30 15 64
29,7% 29,7% 46,9% 23,4% 100,0%
weiblich 9 9 6 2 17
52,9% 52,9% 35,3% 11,8% 100,0%
Gesamt Anzahl 28 36 17 81
% von Geschlecht | 34,6% 44,4% 21,0% 100,0%
Kontrollgruppe Geschlecht ménnlich 10 10 10 3 23
43,5% 43,5% 43,5% 13,0% 100,0%
weiblich 9 9 14 4 27
33,3% 33,3% 51,9% 14,8% 100,0%
Gesamt Anzahl 19 24 7 50
% von Geschlecht | 38,0% 48,0% 14,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Genotypen des Taq1-Polymorphismus bei
Ménnern und Frauen mit Basalzellkarzinomen, Plattenepithelkarzinomen und bei der Kontrollgruppe; p= 0,798
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In der Kontrollgruppe war die Verteilung der einzelnen Genotypen fiir das ménnliche versus
weibliche Geschlecht homogen (siehe Tabelle 36-38). Der heterozygote VDR-Genotyp kam
in der Kontrollgruppe bei allen untersuchten Polymorphismen am héufigsten vor (Apal Aa
Minner: 39,1%, Frauen: 50,0%; Taql: Minner:43,5%; Frauen:41,9%; Bgl1: Ménner: 39,9%;
Frauen: 46,4%) (siche Tabelle 36-38).

Es bestand generell kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem Geschlecht
und den VDR-Polymorphismen (Apal: p= 0,592; Taql: p= 0,798; Bgll: p= 0,633) in der
Kontrollgruppe (Tabellen nicht dargestellt).

Tabelle 36: Haufigkeiten von VDR-Polymorphismus Apal bei méannlichen versus weiblichen Individuen
mit epithelialen Hauttumoren

Apal
Gruppe AA Aa aa Gesamt
BCC Geschlecht  mannlich  Anzahl 13 28 15 56
% von Geschlecht | 23,2% 50,0% 26,8% 100,0%
weiblich Anzahl 5 10 1 16
% von Geschlecht | 31,3% 62,5% 6,3% 100,0%
Gesamt Anzahl 18 18 16 72
% von Geschlecht | 25,0% 25,0% 22,2% 100,0%
PECA Geschlecht  mannlich  Anzahl 18 31 11 60
% von Geschlecht | 30,0% 51,7% 18,3% 100,0%
weiblich Anzahl 2 7 6 15
% von Geschlecht | 13,3% 46,7% 40% 100,0%
Gesamt Anzahl 20 20 17 75
% von Geschlecht | 26,7% 26,7% 22,7% 100,0%
Kontroll ~ Geschlecht  mannlich  Anzahl 6 9 8 23
gruppe % von Geschlecht | 26,1% 39,1% 34,8% 100,0%
weiblich Anzahl 8 14 6 28
% von Geschlecht | 28,6% 50,0% 21,4% 100,0%
Gesamt Anzahl 14 14 14 51
% von Geschlecht | 27,5% 27,5% 27,5% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Genotypen des Apai-Polymorphismus bei
Mannern und Frauen mit Basalzellkarzinomen, Plattenepithelkarzinomen und bei der Kontrollgruppe; p=0,592
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heterozygote Taql Tt-Genotyp war in beiden Geschlechtern mit 58,6 % bei den ménnlichen
Patienten und 64,7 % bei den weiblichen Patienten hédufiger vertreten als die beiden anderen
Genotypen. Auffillig war der niedrige Anteil des Taql TT-Genotyps unter den Patienten
weiblichen Geschlechts (11,8%) (siehe Tabelle 37). Es bestand kein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und dem VDR Taql-Polymorphismus (p= 0,180)
bei Basalzellkarzinomen (Tabelle nicht dargestellt). Der VDR Bgl1-Genotyp konnte innerhalb
der Basalzellkarzinomgruppe bei 58 Minnern und 18 Frauen untersucht werden (siehe
Tabelle 38). Der heterozygote VDR Bgll Bb-Genotyp war mit 51,7 % und 61,1%
(ménnliches versus weibliches Geschlecht) der vorherrschende Genotyp in beiden
Geschlechtergruppen. Der VDR Bgll bb-Genotyp war in der Basalzellkarzinomgruppe unter
den weiblichen Patienten (5,6 %) am seltensten vertreten (siche Tabelle 38). Es bestand kein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und dem VDR Bgll-
Polymorphismus bei Basalzellkarzinomen (p= 0,261) (Tabelle nicht dargestellt).

Die Plattenepithelkarzinomgruppe enthielt 60 minnliche und 15 weibliche Patienten bei
denen der VDR Apal-Polymorphismus untersucht wurde und je 64 minnliche und 17
weibliche Patienten bei denen die VDR-Polymorphismen Taql und Bgll untersucht wurden
(siehe Tabelle 36-38).

Die heterozygoten Genotypen Apal Aa (ménnliches Geschlecht: 51,7%; weibliches
Geschlecht: 46,7%) und Bgll Bb (minnliches Geschlecht:51,6% weibliches Geschlecht:
47,1%) waren in beiden Geschlechtern am hiufigsten vertreten (siehe Tabelle 36, 38).
Minnliche Patienten der Plattenepithelkarzinomgruppe hatten zu 30% den Apal-AA-
Genotyp, weibliche Patienten zu 40% den Apal aa-Genotyp (siche Tabelle 36). Insgesamt
bestand kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und dem
VDR Apal-Polymorphismus (p= 0,182) bei Plattenepithelkarzinomen.

Der VDR Taql TT-Genotyp war bei Frauen mit Plattenepithelkarzinomen (52,9 %) deutlich
hdufiger vorhanden als bei Minnern dieser Gruppe (29,7%). Der homozygote Genotyp Taql
tt war in beiden Geschlechtern selten vertreten (Minner: 23,4%, Frauen: 11,8%) (siehe
Tabelle 37) Es bestand kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Geschlecht und dem VDR Taql-Polymorphismus (p= 0,177) bei Plattenepithelkarzinomen.
Weibliche Patienten der Plattenepithelkarzinomgruppe wiesen haufig den VDR Bgll BB-
Genotyp auf (41,2%) (siehe Tabelle 38) wobei insgesamt kein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und dem VDR Bgll-Polymorphismus bei
Plattenepithelkarzinomen (p=0,268) vorlag (Tabelle nicht dargestellt).
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Tabelle 34: Haufigkeiten von Basalzellkarzinomen bei weiblichem versus méannlichem Geschlecht

Gruppe
BCC Kontrollgruppe | Gesamt
Geschlecht méannlich Anzahl 58 23 81
% von Geschlecht 71,6% 28,4% 100,0%
% von Gruppe 76,3% 45,1% 63,8%
weiblich Anzahl 18 28 46
% von Geschlecht 39,1% 60,9% 100,0%
% von Gruppe 23,7% 54,9% 36,2%
Gesamt Anzahl 76 51 127
% von Geschlecht 59,8% 40,2% 100,0%
% von Gruppe 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Basalzellkarzinomen bei Mannern und Frauen;
p= 0,000

Tabelle 35: Haufigkeiten von Plattenepithelkarzinomen bei weiblichem versus méannlichem Geschlecht

Gruppe Gesamt
PECA Kontrollgruppe | PECA
Geschlecht mannlich Anzahl 64 23 87
% von Geschlecht 73,6% 26,4% 100,0%
% von Gruppe 79,0% 45,1% 65,9%
weiblich Anzahl 17 28 45
% von Geschlecht 37,8% 62,2% 100,0%
% von Gruppe 21,0% 54,9% 34,1%
Gesamt Anzahl 81 51 132
% von Geschlecht 61,4% 38,6% 100,0%
% von Gruppe 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Plattenepithelkarzinomen bei Mannern und
Frauen; p= 0,000

4.8.2. Haufigkeiten von VDR-Polymorphismen (Apal, Taql, Bgll) bei minnlichen

versus weiblichen Individuen mit epithelialen Hauttumoren

Die Basalzellkarzinomgruppe enthielt 56 méinnliche und 16 weibliche Patienten bei denen der
VDR Apal-Polymorphismus untersucht wurde. Der heterozygote VDR Apal Aa-Genotyp
war sowohl bei Minnern (50%) als auch bei Frauen (62,5%) der hiufigste Genotyp. Der
homozygote Genotyp Apal aa war unter den Frauen am seltensten vertreten (6,3%) (siehe
Tabelle 34). Es bestand kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Geschlecht und dem VDR Apal-Polymorphismus (p= 0,245) bei Basalzellkarzinomen (siehe
Tabelle 34). Unter den Patienten der Basalzellkarzinomgruppe, bei denen der VDR Taql-

Polymorphismus untersucht wurde, waren 58 Méanner und 17 Frauen (siehe Tabelle 37). Der




Tabelle 33: Haufigkeit des Bgl1 VDR-Polymorphismus bei Plattenepithelkarzinomen in chronisch

sonnenexponierter versus nicht sonnenexponierter Haut

Bgl1
BB Bb bb Gesamt
Lokalisation Anzahl 18 35 19 72
Sonnenexponiert % von Lokalisation 25,0% 48,6% 26,4% 100,0%
% von Bgl1 100,0% 92,1% 86,4% 92,3%
Nicht chronisch ~ Anzahl 0 3 3 6
Sonnenexponiert % von Lokalisation ,0% 50,0% 50,0% 100,0%
% von Bgl1 ,0% 7,9% 13,6% 7,7%
Gesamt Anzahl 18 38 22 78
% von Lokalisation 23,1% 48,7% 28,2% 100,0%
% von Bgl1 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Genotypen des VDR-Bgl1-Polymorphismus in
chronisch sonnenexponierter und nicht chronisch exponierter Haut bei Plattenepithelkarzinomen; p= 0,356

4.8. Haufigkeiten von VDR-Polymorphismen (Apal, Taql, Bgll) bei

minnlichen versus weiblichen Individuen mit epithelialen Hauttumoren

4.8.1. Haufigkeiten von epithelialen Hauttumoren bei minnlichen versus weiblichen

Individuen

In der Basalzellkarzinomgruppe waren die meisten Patienten ménnlichen Geschlechts
(76,3%), wihrend nur 23,7 % der Patienten das weibliche Geschlecht hatten. 79% der
Individuen mit Plattenepithelkarzinomen hatten das ménnliche Geschlecht. Die Anzahl der
weiblichen Individuen mit Plattenepithelkarzinomen betrug nur 21,0% (siehe Tabelle 35). In
der Kontrollgruppe war die Geschlechterverteilung mit 45,1% Ménnern und 54,9% Frauen
gleichmifig verteilt (siehe Tabelle 34-35). Es bestand ein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Risikofaktor Geschlecht und dem Auftreten von Basalzellkarzinomen (p=

0,000) und Plattenepithelkarzinomen (p= 0,000) (Tabelle nicht dargestellt).
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Die VDR-Genotypen Bgll bb (homozygot fiir den Bgl1-Polymorphismus: 25,0%) und Bgl1
BB (Abwesenheit der Schnittstelle fiir das Bgll-Restriktionsenzym: 26,4%) kamen in
dquivalenten Anteilen in chronisch sonnenexponierter Haut vor (sieche Tabelle 33). Bei
Plattenepithelkarzinomen auf nicht chronisch sonnenexponierter Haut kam der homozygote
Genotyp Bgll bb nicht vor. Der heterozygote Genotyp Bgll Bb und der Genotyp Bgll BB
(Abwesenheit der Schnittstelle fiir das Bgl1-Restriktionsenzym) kamen zu je 50% vor (siehe
Tabelle 33). Es bestand kein Zusammenhang zwischen dem Bgl1-Polymorphismus und der

Lokalisation (p= 0,356)

Tabelle 31: Haufigkeit des Apal VDR-Polymorphismus bei Plattenepithelkarzinomen in chronisch
sonnenexponierter versus nicht sonnenexponierter Haut

Apai
AA Aa aa Gesamt
Lokalisation Chronisch Anzahl 19 32 16 67
Sonnenexponiert % von Lokalisation 28,4% 47,8% 23,9% 100,0%
% von Apai 95,0% 91,4% 94,1% 93,1%
Nicht chronisch ~ Anzahl 1 3 1 5
Sonnenexponiert % von Lokalisation 20,0% 60,0% 20,0% 100,0%
% von Apai 5,0% 8,6% 5,9% 6,9%
Gesamt Anzahl 20 35 17 72
% von Lokalisation 27,8% 48,6% 23,6% 100,0%
% von Apai 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Genotypen des VDR-Apa1-Polymorphismus in
chronisch sonnenexponierter und nicht chronisch exponierter Haut bei Plattenepithelkarzinomen; p= 1,000

Tabelle 32: Haufigkeit des Taq1 VDR-Polymorphismus bei Plattenepithelkarzinomen in chronisch
sonnenexponierter versus nicht sonnenexponierter Haut

Taqg1
TT Tt tt Gesamt
Lokalisation Chronisch Anzahl 25 31 16 72
Sonnenexponiert % von Lokalisation 34,7% 43,1% 22,2% 100,0%
% von Taq1 92,6% 91,2% 94,1% 92,3%
Nicht chronisch ~ Anzahl 2 3 1 6
Sonnenexponiert % von Lokalisation 33,3% 50,0% 16,7% 100,0%
% von Taq1 7,4% 8,8% 5,9% 7,7%
Gesamt Anzahl 27 34 17 78
% von Lokalisation 34,6% 43,6% 21,8% 100,0%
% von Taq1 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Genotypen des VDR Taq1-Polymorphismus in
chronisch sonnenexponierter und nicht chronisch exponierter Haut bei Plattenepithelkarzinomen; p= 1,000




Tabelle 30:

des Bgl1-VDR-Polymorphismus bei

sonnenexponierter versus nicht sonnenexponierter Haut

Basalzellkarzinomen

in chronisch

Bgl1
BB Bb bb Gesamt
Lokalisation Anzahl 19 34 12 65
sonnenexponiert % von Lokalisation 29,2% 52,3% 18,5% 100,0%
% von Bgl1 95,0% 82,9% 80,0% 85,5%
Nicht chronisch ~ Anzahl 1 7 3 11
sonnenexponiert % von Lokalisation 9,1% 63,6% 27,3% 100,0%
% von Bgl1 5,0% 17,1% 20,0% 14,5%
Gesamt Anzahl 20 41 15 76
% von Lokalisation 26,3% 53,9% 19,7% 100,0%
% von Bgl1 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Genotypen des VDR-Bgl1-Polymorphismus in
chronisch sonnenexponierter und nicht chronisch exponierter Haut bei Basalzellkarzinomen; p= 0,415

4.7.2. Haufigkeiten von VDR-Polymorphismen bei Plattenepithelkarzinomen in

chronisch sonnenexponierter versus nicht sonnenexponierter Haut

Der Gesamtanteil an Plattenepithelkarzinomen auf chronisch sonnenexponierter Haut war bei
den untersuchten Individuen unabhéngig von den untersuchten VDR-Polymorphismen mit
Anteilen >90% deutlich hoher als auf nicht chronisch sonnenexponierter Haut (siehe Tabelle
31-33). Unabhingig von der Lokalisation war der heterozygote Genotyp sowohl in
Plattenepithelkarzinomen auf chronisch sonnenexponierter (Apal Aa: 47,8%; TaqlTt: 43,1%;
Bgll Bb: 48,6%) als auch auf nicht chronisch sonnenexponierter Haut (Apal Aa: 60%; Taql
Tt: 50%; Bgll Bb: 50%) am héufigsten vertreten (siehe Tabelle 31-33). Die Verteilung der
Apal-Genotypen aa und AA war in beiden Lokalisationen homogen. In
Plattenepithelkarzinomen auf chronisch sonnenexponierter Haut war der Apal AA-Genotyp
(Abwesenheit der Schnittstelle fiir das Apal-Restriktionsenzym) geringfiigig hoher (28,4%)
als auf nicht chronisch sonnenexponierter Haut (20,0%) (siehe Tabelle 31). Es bestand kein
Zusammenhang zwischen dem Apal-Polymorphismus und der Lokalisation (p= 1,000).

In chronisch sonnenexponierter (34,7%) und nicht chronisch sonnenexponierter Haut (33,3%)
kam der Taql TT-Genotyp (Abwesenheit der Schnittstelle fiir das Taql-Restriktionsenzym)
hdufiger vor als der homozygote Taql tt-Genotyp (siche Tabelle 32). Der homozygote
Genotyp Taql tt kam (22,2%) haufiger bei Plattenepithelkarzinomen auf chronisch
sonnenexponierter Haut vor (siehe Tabelle 32). Es bestand kein Zusammenhang zwischen

dem Taql-Polymorphismus und der Lokalisation (p= 1,000).
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wihrend nur 9,1% der Basalzellkarzinome auf nicht chronisch sonnenexponierter Haut diesen
Genotyp aufwiesen (siehe Tabelle 30).

Zusammenfassend bestand kein statistisch signifikanter Unterschied in der Hiufigkeit des
Auftretens der VDR-Polymorphismen Apal, Taql und Bgll (Apal: p= 0,431; Taql: p=
0,730; Bgll: p= 0,415) in sonnenexponierter Haut im Vergleich zu nicht sonnenexponierter

Haut.

Tabelle 28: Haufigkeit des Apai1-VDR-Polymorphismus bei Basalzellkarzinomen in chronisch
sonnenexponierter versus nicht sonnenexponierter Haut

Apai
AA Aa aa Gesamt
Lokalisation Anzahl 17 31 13 61
sonnenexponiert % von Lokalisation 27,9% 50,8% 21,3% 100,0%
% von Apai 94,4% 81,6% 81,3% 84,7%
Nicht chronisch  Anzahl 1 7 3 11
sonnenexponiert % von Lokalisation 9,1% 63,6% 27,3% 100,0%
% von Apai 5,6% 18,4% 18,8% 15,3%
Gesamt Anzahl 18 38 16 72
% von Lokalisation 25,0% 52,8% 22,2% 100,0%
% von Apai 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Genotypen des VDR-Apa1l-Polymorphismus in

chronisch sonnenexponierter und nicht chronisch exponierter Haut bei Basalzellkarzinomen; p= 0,431

Tabelle 29:

des Taq1-VDR-Polymorphismus bei

sonnenexponierter versus nicht sonnenexponierter Haut

Basalzellkarzinomen

in chronisch

Taq1
TT Tt tt Gesamt
Lokalisation Anzahl 16 39 9 64
sonnenexponiert % von Lokalisation 25,0% 60,9% 14,1% 100,0%
% von Taq 80,0% 86,7% 90,0% 85,3%
Nicht chronisch ~ Anzahl 4 6 1 11
sonnenexponiert % von Lokalisation 36,4% 54,5% 9,1% 100,0%
% von Taq 20,0% 13,3% 10,0% 14,7%
Gesamt Anzahl 20 45 10 75
% von Lokalisation 26,7% 60,0% 13,3% 100,0%
% von Taq 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Genotypen des VDR-Taqg1-Polymorphismus in

chronisch sonnenexponierter und nicht chronisch exponierter Haut bei Basalzellkarzinomen; p= 0,730
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Tabelle 27: Haufigkeiten der VDR-Genotypen Apal, Taq1 und Bgl1 bei epithelialen Hauttumoren versus
Kontrollgruppe

Genotyp Gesamt
aaTTbb | aaTTBB | AaTtbb | AaTtBb | AaTtBB | AaTTBb | AAttbb | AAttBB | AATtBB | AATTBB | aaTTbb
Gruppe BCC  Anzahl | 15 0 0 33 1 6 0 10 8 0 73
% von
20,5% | ,0% ,0% 452% | 1,4% 8,2% ,0% 13,7% | 11,0% | ,0% 100,0%
Gruppe
PECA Anzahl | 14 3 1 29 2 7 5 11 3 0 75
% von
18,7% | 4,0% 1,3% 38,7% | 2,7% 9,3% 6,7% | 14,7% | 4,0% ,0% 100,0%
Gruppe
Blut Anzahl | 4 10 1 19 0 2 0 7 5 2 50
% von
8,0% 20,0% | 2,0% 38,0% |,0% 4,0% ,0% 14,0% | 10,0% | 4,0% 100,0%
Gruppe
Gesamt Anzahl | 33 13 2 81 3 15 5 28 16 2 198
% von
16,7% | 6,6% 1,0% 40,9% | 1,5% 7,6% 25% |141% |8,1% 1,0% 100,0%
Gruppe

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten der VDR-Genotypen welche die Polymorphismen
Apai, Tag1 und Bgl1 enthalten in Basalzellkarzinomen, Plattenepithelkarzinomen und der Kontrollgruppe.

4.7. Haufigkeiten von VDR-Polymorphismen bei epithelialen Hauttumoren

in chronisch sonnenexponierter versus nicht sonnenexponierter Haut

4.7.1. Haufigkeiten von VDR-Polymorphismen bei Basalzellkarzinomen in chronisch

sonnenexponierter versus nicht sonnenexponierter Haut

Der Gesamtanteil der Basalzellkarzinome auf chronisch sonnenexponierter Haut war bei den
untersuchten Individuen unabhingig von den VDR Apal-, Taql- und Bgl1-Polymorphismen
(Apal: 84,7%; Taql: 85,3%; Bgll: 85,5%) deutlich hoher als auf nicht chronisch
sonnenexponierter Haut, wo der prozentuale Anteil bei ca. 15% lag. Sowohl in
Basalzellkarzinomen auf chronisch sonnenexponierter Haut (Apal: 50,8%; Taql: 60,9%;
Bgll: 52,3%) als auch auf nicht chronisch sonnenexponierter Haut (Apal Aa: 63,6%; Taql
Tt: 54,5%; Bgll Bb: 63,6%) waren die heterozygoten Genotypen prozentual am haufigsten
vertreten (sieche Tabellen 28-30). Auffillig war der niedrige Anteil des Apal-AA-Genotyps
(Abwesenheit der Schnittstelle fiir das Apal-Restriktionsenzyms) (9,1%) sowie des Taql-tt-
Genotyps (9,1%) in Basalzellkarzinomen auf nicht chronisch sonnenexponierter Haut (siehe
Tabelle 28-29). 29,2% der Basalzellkarzinome auf chronisch sonnenexponierter Haut hatten

den Bgll-BB-Genotyp (Abwesenheit der Schnittstelle fiir das Bgll-Restriktionsenzym),
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Tabelle 26: Haufigkeiten von VDR-Genotypen, die Schnittstellen des Restriktionsenzyms Bgl1 (Bgii:
bb+Bb) aufweisen und VDR- Genotypen, die keine Schnittstellen des Restriktionsenzyms Bgl1 (Bgl1 BB)
aufweisen bei Plattenepithelkarzinomen im Vergleich zur Kontrollgruppe

Bgl1
bb+Bb BB Gesamt
Gruppe PECA Anzahl 63 19 82
% von Gruppe 76,8% 23,2% 100,0%
% von Bgl1 63,6% 55,9% 61,7%
Kontrollgruppe Anzahl 36 15 51
% von Gruppe 70,6% 29,4% 100,0%
% von Bgl1 36,4% 44 1% 38,3%
Gesamt Anzahl 99 34 133
% von Gruppe 74,4% 25,6% 100,0%
% von Bgl1 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Genotypen, die die Schnittstelle fir das Bgl1-
Restriktionsenzym aufweisen (Bgl1 bb+Bb) und dem BB-Genotyp, bei dem die Schnittstelle fir das Bgl1-Restriktionsenzym
nicht vorhanden ist in Plattenepithelkarzinomen versus Kontrollgruppe; Plattenepithelkarzinomgruppe versus Kontrolle: p= 0,540

4.6. Haufigkeiten der untersuchten VDR-Genotyp bei epithelialen

Hauttumoren versus Kontrollgruppe

Der am hiufigsten vorkommende Genotyp in den Tumorgruppen sowie in der Kontrollgruppe
war der Genotyp AaTtBb (Apal Aa, Taql Tt, Bgll Bb) mit einem Gesamtanteil von 40,9%
(BCC: 45,2%, PECA 38,7%, Kontrollgruppe:38%). Der zweithidufigste Genotyp mit einem
geringeren Gesamtanteil (16,7%) war der Genotyp aaTTbb (Apal aa, Taql TT, Bgll bb). Der
Anteil des Genotypes aaTTbb (Apal aa, Tagl TT, Bgll bb) wich in seiner Verteilung
innerhalb der Tumorgruppen (BCC: 20,5%; PECA 18,7%) und der Kontrollgruppe (8%)
deutlich ab. Ein weiterer relativ hdufig auftretender Genotyp war mit einem Gesamtanteil von
14,1% der Genotyp AAttBB (Apal AA, Taql tt, Bgll BB). Bei diesem Genotyp bestanden
keine Unterschiede in der Verteilung zwischen den Tumorgruppen (BCC: 13,7%; PECA:
14,7%) und der Kontrollgruppe (14,0%).

Der Genotyp aaTTBB war mit 20 % stark in der Kontrollgruppe vertreten, fehlte jedoch fast
vollstidndig in den Tumorgruppen (BCC: 0%, PECA 4%) (siehe Tabelle 27).
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Tabelle 24: Haufigkeiten von VDR-Genotypen, die Schnittstellen des Restriktionsenzyms Apal (Apat
aa+Aa) aufweisen und VDR- Genotypen, die keine Schnittstellen des Restriktionsenzyms Apa1 (Apal AA)
aufweisen bei Plattenepithelkarzinomen im Vergleich zur Kontrollgruppe

Apai
aa+Aa AA Gesamt
Gruppe Anzahl 55 20 75
% von Gruppe 73,3% 26,7% 100,0%
% von Apat 59,8% 58,8% 59,5%
Kontrollgruppe Anzahl 37 14 51
% von Gruppe 72,5% 27,5% 100,0%
% von Apai 40,2% 41,2% 40,5%
Gesamt Anzahl 92 34 126
% von Gruppe 73,0% 27,0% 100,0%
% von Apai 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Genotypen, die die Schnittstelle fir das Apai-
Restriktionsenzym aufweisen (Apal AA+aa) und dem AA-Genotyp, bei dem die Schnittstelle fir das Apa1-Restriktionsenzym
nicht vorhanden ist in Plattenepithelkarzinomen versus Kontrollgruppe. Basalzellkarzinomgruppe versus Kontrolle: p= 1,000

Tabelle 25: Haufigkeiten von VDR-Genotypen, die Schnittstellen des Restriktionsenzyms Taq1l (Taq1
tt+Tt) aufweisen und VDR- Genotypen, die keine Schnittstellen des Restriktionsenzyms Taq1 (Taql TT)

aufweisen) bei Plattenepithelkarzinomen im Vergleich zur Kontroligruppe

Taqgi
tt+Tt TT Gesamt
Gruppe Anzahl 54 28 82
% von Gruppe 65,9% 34,1% 100,0%
% von Taq1 63,5% 59,6% 62,1%
Kontrollgruppe Anzahl 31 19 50
% von Gruppe 62,0% 38,0% 100,0%
% von Taq1 36,5% 40,4% 37,9%
Gesamt Anzahl 85 47 132
% von Gruppe 64,4% 35,6% 100,0%
% von Taq1 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Genotypen, die die Schnittstelle fiir das Taq1-
Restriktionsenzym aufweisen (Taq1 tt+Tt) und dem TT-Genotyp, bei dem die Schnittstelle fir das Taq1-Restriktionsenzym nicht
vorhanden ist in Plattenepithelkarzinomen versus Kontrollgruppe. Plattenepithelkarzinomgruppe versus Kontrolle: p= 0,710
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Tabelle 23: Haufigkeiten von VDR-Genotypen, die Schnittstellen des Restriktionsenzyms Bgl1 (Bgl1
bb+Bb) aufweisen und VDR- Genotypen, die keine Schnittstellen des Restriktionsenzyms Bgl1 (Bgl1 BB)
aufweisen bei Basalzellkarzinomen im Vergleich zur Kontroligruppe

Bgl1
bb+Bb BB Gesamt
Gruppe BCC Anzahl 57 20 77
% von Gruppe 74,0% 26,0% 100,0%
% von Bgl1 61,3% 57,1% 60,2%
Kontrollgruppe Anzahl 36 15 51
% von Gruppe 70,6% 29,4% 100,0%
% von Bgl1 38,7% 42,9% 39,8%
Gesamt Anzahl 93 35 128
% von Gruppe 72,7% 27,3% 100,0%
% von Bgl1 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Genotypen, die die Schnittstelle fir das Bgl1-
Restriktionsenzym aufweisen (Bgl1 bb+Bb) und dem BB-Genotyp, bei dem die Schnittstelle fir das Bgl1-Restriktionsenzym
nicht vorhanden ist in Basalzellkarzinomen versus Kontrollgruppe. Basalzellkarzinomgruppe versus Kontrolle: p= 0,690

4.5.3. Haufigkeiten von VDR- Genotypen, die Schnittstellen der Restriktionsenzyme
Apal, Taql und Bgll (Apal aa+Aa, Taql tt+Tt Bgll bb+Bb) aufweisen und Genotypen,
die keine Schnittstellen der Restriktionsenzyme Apal, Taql und Bgll aufweisen (Apal
AA, Taql TT, Bgll BB) bei Plattenepithelkarzinomen im Vergleich zur Kontrollgruppe

Die Genotypen, die die Schnittstelle fiir das Apal-Restriktionsenzym enthalten (aa+Aa)
waren sowohl in der Plattenepithelkarzinomgruppe (73,3%) als auch in der Kontrollgruppe
(72,5%) zu fast gleichen Anteilen vorhanden (siehe Tabelle 24) und wiesen keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen der Plattenepithelkarzinomgruppe (65,9%) und der
Kontrollgruppe auf (p=1,000).

Die Genotypen, die die Schnittstelle fiir das Taql-Restriktionsenzym enthalten (tt+Tt) waren
in der Plattenepithelkarzinomgruppe (65,9%) geringfiigig hdufiger als in der Kontrollgruppe
(62,0%) (siehe Tabelle 25). Dieser Unterschied war statistisch nicht signifikant (p= 0,710).
Der Anteil der Genotypen, die die Schnittstelle fiir das Bgll-Restriktionsenzym enthalten
(bb+Bb), war in der Plattenepithelkarzinomgruppe (76,8 %) malig hoher als in der
Kontrollgruppe (70,6%) (siehe Tabelle 26). Die Verteilung der Bgl1-Genotypen unterschied
sich nicht statistisch signifikant in der Plattenepithelkarzinomgruppe im Vergleich zur

Kontrollgruppe (p= 0,540).
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4.5.2. Hiufigkeiten von VDR- Genotypen, die Schnittstellen der Restriktionsenzyme
Apal, Taql und Bgll (Apal aa+Aa, Taql tt+Tt Bgll bb+Bb) aufweisen und Genotypen,
die keine Schnittstellen der Restriktionsenzyme Apal, Taql und Bgll aufweisen (Apal
AA, Taql TT, Bgll BB) bei Basalzellkarzinomen im Vergleich zur Kontrollgruppe

Tabelle 21: Haufigkeiten von VDR-Genotypen, die Schnittstellen des Restriktionsenzyms Apail (Apai
aa+Aa) aufweisen und VDR- Genotypen, die keine Schnittstellen des Restriktionsenzyms Apa1 (Apal AA)
aufweisen bei Basalzellkarzinomen im Vergleich zur Kontrollgruppe

Apai
aa+Aa AA Gesamt
Gruppe BCC Anzahl 55 18 73
% von Gruppe 75,3% 24,7% 100,0%
% von Apai 59,8% 56,3% 58,9%
Kontrollgruppe Anzahl 37 14 51
% von Gruppe 72,5% 27,5% 100,0%
% von Apai 40,2% 43,8% 41,1%
Gesamt Anzahl 92 32 124
% von Gruppe 74.,2% 25,8% 100,0%
% von Apai 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Genotypen, die die Schnittstelle fir das Apai-
Restriktionsenzym aufweisen (Apal AA+aa) und dem AA-Genotyp, bei dem die Schnittstelle fir das Apa1-Restriktionsenzym
nicht vorhanden ist in Basalzellkarzinomen versus Kontrollgruppe. Basalzellkarzinomgruppe versus Kontrolle: p= 0,835

Tabelle 22: Haufigkeiten von VDR-Genotypen, die Schnitistellen des Restriktionsenzyms Taql (Taql
tt+Tt) aufweisen und VDR- Genotypen, die keine Schnittstellen des Restriktionsenzyms Taq1 (Taq1 TT)
aufweisen) bei Basalzellkarzinomen im Vergleich zur Kontrollgruppe

Taq1
tt+Tt TT Gesamt
Gruppe BCC Anzahl 55 21 76
% von Gruppe 72,4% 27,6% 100,0%
% von Taq1 64,0% 52,5% 60,3%
Kontrollgruppe Anzahl 31 19 50
% von Gruppe 62,0% 38,0% 100,0%
% von Taq1 36,0% 47,5% 39,7%
Gesamt Anzahl 86 40 126
% von Gruppe 68,3% 31,7% 100,0%
% von Taq1 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Genotypen, die die Schnittstelle fir das Taq1-
Restriktionsenzym aufweisen (Taq1 tt+Tt) und dem TT-Genotyp, bei dem die Schnittstelle fiir das Taq1-Restriktionsenzym nicht
vorhanden ist in Basalzellkarzinomen versus Kontrollgruppe. Basalzellkarzinomgruppe versus Kontrolle : p= 0,245
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Tabelle 20: Haufigkeiten der homozygoten Bgl1-Genotypen (bb+BB) und des heterozygoten Bgl1-
Genotyps (Bb) bei Plattenepithelkarzinomen im Vergleich zur Kontroligruppe

Bgl1
BB+bb Bb Gesamt
Gruppe PECA Anzahl 41 41 82
% von Gruppe 50,0% 50,0% 100,0%
% von Bgl1 58,6% 65,1% 61,7%
Kontrollgruppe Anzahl 29 22 51
% von Gruppe 56,9% 43,1% 100,0%
% von Bgl1 41,4% 34,9% 38,3%
Gesamt Anzahl 70 63 133
% von Gruppe 52,6% 47.4% 100,0%
% von Bgl1 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von homozygoten (Bgl1 bb+BB) und heterozygoten
Genotypen (Bgl1 Bb-Genotyp) des VDR-Bgl1-Polymorphismus in Plattenepithelkarzinomen versus Kontrollgruppe.
Plattenepithelkarzinomgruppe versus Kontrolle: p= 0,479

4.5. Haufigkeiten von VDR- Genotypen, die Schnittstellen der
Restriktionsenzyme Apal, Taql und Bgll (Apal aa+Aa, Taql tt+Tt Bgll
bb+Bb) aufweisen und Genotypen, die keine Schnittstellen der
Restriktionsenzyme Apal, Taql und Bgll aufweisen (Apal AA, Taql TT,
Bgll BB) bei epithelialen Hauttumoren im Vergleich zur Kontrollgruppe

4.5.1. Hiufigkeiten von VDR- Genotypen, die Schnittstellen der Restriktionsenzyme
Apal, Taql und Bgll (Apal aa+Aa, Taql tt+Tt Bgll bb+Bb) aufweisen und Genotypen,
die keine Schnittstellen der Restriktionsenzyme Apal, Taql und Bgll aufweisen (Apal
AA, Taql TT, Bgll BB) bei Basalzellkarzinomen im Vergleich zur Kontrollgruppe

Die Genotypen, die die Schnittstelle fiir das Apal-Restriktionsenzym enthalten waren sowohl
in der Basalzellkarzinomgruppe (75,3%) als auch in der Kontrollgruppe (72,5%) stark
vertreten (siche Tabelle 21) und zeigten in ihrer Hiufigkeit keinen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen der Basalzellkarzinom- und der Kontrollgruppe (p= 0,835).

Der Anteil der Genotypen, die die Schnittstelle fiir das Taql-Restriktionsenzym enthalten (tt+
Tt) war in der Basalzellkarzinomgruppe (72,4%) tendenziell, jedoch nicht signifikant haufiger
vertreten als in der Kontrollgruppe (62,0%) (siehe Tabelle 22) (p= 0,245).

In der Basalzellkarzinomgruppe (74%) kamen die Genotypen, die die Schnittstelle fiir das
Bgl1-Restriktionsenzym (bb+Bb) enthalten geringfiigig hiaufiger vor als in der Kontrollgruppe
(70,6%) (siehe Tabelle 23). Dieser Unterschied war statistisch nicht signifikant (p= 0,690).




Tabelle 18: Haufigkeiten der homozygoten Apai-Genotypen (aa+AA) und des heterozygoten Apai-

Genotyps (Aa) bei Plattenepithelkarzinomen im Vergleich zur Kontrollgruppe

Apal
AA+aa Aa Gesamt
Gruppe Anzahl 37 38 75
% von Gruppe 49,3% 50,7% 100,0%
% von Apaf 56,9% 62,3% 59,5%
Kontrollgruppe Anzahl 28 23 51
% von Gruppe 54,9% 45,1% 100,0%
% von Apat 43,1% 37,7% 40,5%
Gesamt Anzahl 65 61 126
% von Gruppe 51,6% 48,4% 100,0%
% von Apaf 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von homozygoten (Apal AA+aa) und heterozygoten
Genotypen (Apal Aa-Genotyp) des VDR-Apai-Polymorphismus in Plattenepithelkarzinomen und der Kontrollgruppe.
Plattenepithelkarzinomgruppe versus Kontrolle: p= 0,589

Tabelle 19: Haufigkeiten der homozygoten Taq1-Genotypen (tt+TT) und des heterozygoten Taq1-

Genotyps (Tt) bei Plattenepithelkarzinomen im Vergleich zur Kontrollgruppe

Taqg1
TT+tt Tt Gesamt
Gruppe Anzahl 46 36 82
% von Gruppe 56,1% 43,9% 100,0%
% von Taq1 63,9% 60,0% 62,1%
Kontrollgruppe Anzahl 26 24 50
% von Gruppe 52,0% 48,0% 100,0%
% von Taq1 36,1% 40,0% 37,9%
Gesamt Anzahl 72 60 132
% von Gruppe 54.5% 45,5% 100,0%
% von Taq1 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von homozygoten (Taq1 tt+TT) und heterozygoten
Genotypen
Plattenepithelkarzinomgruppe versus Kontrolle: p= 0,720

des VDR-Taq1-Polymorphismus

in Plattenepithelkarzinomen versus Kontrollgruppe.
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Tabelle 17: Haufigkeiten der homozygoten Bgl1-Genotypen (bb+BB) und des heterozygoten Bgl1-
Genotyps (Bb) bei Basalzellkarzinomen im Vergleich zur Kontroligruppe

Bgl1
BB+bb Bb Gesamt
Gruppe BCC Anzahl 35 42 77
% von Gruppe 45,5% 54,5% 100,0%
% von Bgl1 54,7% 65,6% 60,2%
Kontrollgruppe Anzahl 29 22 51
% von Gruppe 56,9% 43,1% 100,0%
% von Bgl1 45,3% 34,4% 39,8%
Gesamt Anzahl 64 64 128
% von Gruppe 50,0% 50,0% 100,0%
% von Bgl1 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von homozygoten (Bgl1 bb+BB) und heterozygoten
Genotypen  (Bgl1-Bb-Genotyp) des VDR-Bgl1-Polymorphismus in Basalzellkarzinomen, versus Kontrollgruppe.
Basalzellkarzinomgruppe versus Kontrolle: p= 0,279

4.4.2. Haufigkeiten der homozygoten (Apal aa+AA; Taql TT+tt, Bgll bb+BB) und
heterozygoten = VDR-Genotypen (Apal Aa, Taql Tt, Bgll Bb) Dbei

Plattenepithelkarzinomen und Kontrollgruppe

In der Plattenepithelkarzinomgruppe war der heterozygote Genotyp Apal Aa (50,7%) in der
gleichen Haufigkeit vertreten wie der zusammengesetzte Genotyp Apal aa+AA (49,3%). In
der Kontrollgruppe war das Verteilungsgleichgewicht zugunsten des zusammengesetzten
Genotyps Apal aa+AA verschoben (aa+AA: 54,9%; AA: 45,1%) (siehe Tabelle 18). Es
bestand kein signifikanter Unterschied zwischen der Hiufigkeiten der Apal-Genotypen in der
Basalzellkarzinom- und Kontrollgruppe (p= 0,589). Die homozygoten Taql-Genotypen
(TT+tt) kamen sowohl in der Plattenepithelkarzinomgruppe als auch in der
Basalzellkarzinomgruppe héufig vor, wobei dies in der Plattenepithelkarzinomgruppe
deutlicher ausgeprigt war (56,1% vs. 52,0%) (siehe Tabelle 19). Die Verteilung der Taql-
Polymorphismen unterschied sich in der Plattenepithelkarzinomgruppe nicht statistisch
signifikant von der Kontrollgruppe (p= 0,720). Der heterozygote Genotyp Bgl1 Bb (50%) und
die homozygoten Genotypen Bgll bb+BB (50%) waren in der Plattenepithelkarzinomgruppe
gleich héufig vorhanden. In der Kontrollgruppe kam der zusammengesetzte Genotyp Bgll
bb+BB (56,9%) um >13% héaufiger vor (siehe Tabelle 20). Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Bgl1-Genotypenhéufigkeiten in der Plattenepithelkarzinomgruppe

und der Kontrollgruppe (p= 0,479).
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Tabelle 15: Haufigkeiten der homozygoten Apail-Genotypen (aa+AA) und des heterozygoten Apai-
Genotyps (Aa) bei Basalzellkarzinomen im Vergleich zur Kontrollgruppe

Apal
AA+aa Aa Gesamt
Gruppe Anzahl 34 39 73
% von Gruppe 46,6% 53,4% 100,0%
% von Apat 54,8% 62,9% 58,9%
Kontrollgruppe Anzahl 28 23 51
% von Gruppe 54,9% 45,1% 100,0%
% von Apat 45,2% 37,1% 41,1%
Gesamt Anzahl 62 62 124
% von Gruppe 50,0% 50,0% 100,0%
% von Apaf 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von homozygoten (Apal AA+aa) und heterozygoten
Genotypen  (Apal-Aa-Genotyp) des VDR-Apal-Polymorphismus in Basalzellkarzinomen versus Kontrollgruppe.
Basalzellkarzinomgruppe versus Kontrolle: p= 0,466

Tabelle 16: Haufigkeiten der homozygoten Taq1-Genotypen (tt+TT) und des heterozygoten Taq1-
Genotyps (Tt) bei Basalzellkarzinomen im Vergleich zur Kontroligruppe

Taqgi
TT+tt Tt Gesamt
Gruppe Anzahl 31 45 76
% von Gruppe 40,8% 59,2% 100,0%
% von Taq1 54,4% 65,2% 60,3%
Kontrollgruppe Anzahl 26 24 50
% von Gruppe 52,0% 48,0% 100,0%
% von Taq1 45,6% 34,8% 39,7%
Gesamt Anzahl 57 69 126
% von Gruppe 45,2% 54,8% 100,0%
% von Taq1 100,0% 100,0% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von homozygoten (Taq1 tt+TT) und heterozygoten
Genotypen  (Tag1-Tt-Genotyp) des VDR-Taqi-Polymorphismus in Basalzellkarzinomen versus Kontrollgruppe.
Basalzellkarzinomgruppe versus Kontrolle: p= 0,273
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4.4. Haufigkeiten der homozygoten (Apal aa+AA; Taql TT+tt, Bgll
bb+BB) und heterozygoten VDR-Genotypen (Apal Aa, Taql Tt, Bgll Bb)

bei epithelialen Hauttumoren im Vergleich zur Kontrollgruppe

4.4.1. Haufigkeiten der homozygoten (Apal aa+AA; Taql TT+tt, Bgll bb+BB) und
heterozygoten VDR-Genotypen (Apal Aa, Taql Tt, Bgll Bb) bei Basalzellkarzinomen

im Vergleich zur Kontrollgruppe

In der Basalzellkarzinomgruppe war der heterozygote Genotyp (Apal Aa: 53,4%) tendenziell
hiufiger vertreten als die zusammengefassten homozygoten Genotypen (Apal AA+aa
46,6%) wihrend in der Kontrollgruppe die homozygoten Genotypen (Apal AA+aa: 54,9%)
hiufiger vorkamen (siehe Tabelle 15). Die Verteilung der Apal-Polymorphismen unterschied
sich in der Basalzellkarzinomgruppe nicht statistisch signifikant von der Kontrollgruppe (p=
0,466).

Der heterozygote Genotyp Taql Tt (59,2%) war in der Basalzellkarzinomgruppe deutlich,
jedoch nicht signifikant (p= 0,273) haufiger vertreten als die homozygoten Genotypen Taql
tt+TT (40,8%). In der Kontrollgruppe war die Verteilung der Genotypen relativ homogen,
wobei der zusammengesetzte Genotyp Taql tt+TT tendenziell hdufiger vorkam (52,0 vs.
48,0%) (siehe Tabelle 16). (p=0,273)

Der heterozygote Genotyp (Bgll Bb: 54,5%) war in der Basalzellkarzinomgruppe héufiger
vertreten als der zusammengefasste Genotyp (Bgll bb+BB: 45,5%) wihrend in der
Kontrollgruppe der zusammengefasste Genotyp (Bgll bb+BB: 56,9 %) deutlich hédufiger
vorkam (siehe Tabelle 17). Die Verteilung der Bgl1-Polymorphismen unterschied sich in der

Basalzellkarzinomgruppe nicht statistisch signifikant von der Kontrollgruppe (p= 0,279).
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in der Kontrollgruppe 49,0 % (b-Allel) und 51,0 % (B-Allel) (sieche Tabelle 14). Die
Verteilung der Bgll-Allele unterschied sich in der Plattenepithelkarzinomgruppe nicht
statistisch signifikant von der Kontrollgruppe (p= 0,706).

Tabelle 12: Allelhdufigkeiten des Apa1-VDR-Polymorphismus bei Plattenepithelkarzinomen im Vergleich

zur Kontrollgruppe

Apal

a A Gesamt

Gruppe PECA Anzahl 72 78 150
% von Gruppe 48,0% 52,0% 100,0%

Kontrollgruppe Anzahl 51 51 102
% von Gruppe 50,0% 50,0% 100,0%

Gesamt Anzahl 123 129 252
% von Gruppe 48,8% 51,2% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Apa1-
der Kontrollgruppe. Plattenepithelkarzinomgruppe versus Kontrolle :p= 0,798

Allelen in Plattenepithelkarzinomen und

Tabelle 13: Allelhaufigkeiten des Taq1-VDR-Polymorphismus bei Plattenepithelkarzinomen im Vergleich

zur Kontrollgruppe

Taq1

t T Gesamt

Gruppe PECA Anzahl 72 92 164
% von Gruppe 43,9% 56,1% 100,0%

Kontrollgruppe Anzahl 38 62 100
% von Gruppe 38,0% 62,0% 100,0%

Gesamt Anzahl 110 154 264
% von Gruppe 41,7% 58,3% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Taqg1-Allelen in Plattenepithelkarzinomen und
der Kontrollgruppe. Plattenepithelkarzinomgruppe versus Kontrolle: p= 0,370

Tabelle 14: Allelhdufigkeiten des Bgl1-VDR-Polymorphismus bei Plattenepithelkarzinomen im Vergleich

zur Kontrollgruppe

Bgl1

b B Gesamt

Gruppe PECA Anzahl 85 79 164
% von Gruppe 51,8% 48,2% 100,0%

Kontrollgruppe Anzahl 50 52 102
% von Gruppe 49,0% 51,0% 100,0%

Gesamt Anzahl 135 131 266
% von Gruppe 50,8% 49,2% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Bgl1-Allelen in Plattenepithelkarzinomen und der

Kontrollgruppe. Plattenepithelkarzinomgruppe versus Kontrolle: p= 0,706
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Tabelle 11: Allelhdufigkeiten des Bgl1-VDR-Polymorphismus bei Basalzellkarzinomen im Vergleich zur
Kontrollgruppe

Bgl1

b B Gesamt

Gruppe BCC Anzahl 72 82 154
% von Gruppe 46,8% 53,2% 100,0%

Kontrollgruppe Anzahl 50 52 102
% von Gruppe 49,0% 51,0% 100,0%

Gesamt Anzahl 122 134 256
% von Gruppe 47,7% 52,3% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Bgl1-Allelen in Basalzellkarzinomen und der
Kontrollgruppe. Basalzellkarzinomgruppe versus Kontrolle: p= 0,798

4.3.2. Allelhiufigkeiten verschiedener VDR- Polymorphismen (Apal, Taql, Bgll) bei

Plattenepithelkarzinomen im Vergleich zur Kontrollgruppe

Die Apal-Allele a (Anwesenheit der Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym Apal) und A
(Abwesenheit der Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym Apal) waren in der
Plattenepithelkarzinomgruppe und der Kontrollgruppe relativ gleichméfig verteilt. In der
Basalzellkarzinomgruppe betrug der Anteil des Apal a-Allels 48,0% und des Apal A-Allels
52,0%. In der Kontrollgruppe waren beide Apal-Allele mit einem iibereinstimmenden
prozentualen Anteil von 50% vortreten (siehe Tabelle 12). Die Verteilung der Apal-Allele
unterschied sich in der Plattenepithelkarzinomgruppe nicht statistisch signifikant von der
Kontrollgruppe (p= 0,798).

Die Allelverteilung des Taql-Polymorphismus erschien insgesamt ungleichformiger als die
der untersuchten VDR-Polymorphismen Apal und Bgll. Das t-Allel (Anwesenheit der
Schnittstelle fiir das Taql-Restriktionsenzym) war sowohl in der
Plattenepithelkarzinomgruppe (43,9%) als auch in der Kontrollgruppe (38%) seltener
vorhanden als das T-Allel (Abwesenheit der Schnittstelle fiir das Taql-Restriktionsenzym).
Dieser Unterschied war in der Plattenepithelkarzinomgruppe (43,9% vs. 56,1%) geringer als
in der Kontrollgruppe (38,0 % vs. 62,0%) (siehe Tabelle 13). Die Verteilung der Taql-Allele
unterschied sich in der Plattenepithelkarzinomgruppe nicht statistisch signifikant von der
Kontrollgruppe (p= 0,370).

Die Allele Bgll b (Anwesenheit der Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym Bgll) und B
(Abwesenheit der Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym Bgll) erschienen sowohl in der
Plattenepithelkarzinomgruppe als auch in der Kontrollgruppe relativ einheitlich verteilt. In der

Plattenepithelkarzinomgruppe betrug der Anteil des b-Allels 51,8% und des B-Allels 48,2%,
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signifikant (p= 0,513) geringer ausgepridgt als in der Kontrollgruppe (38,0 % vs. 62,0%)
(siehe Tabelle 10).

Die Allele Bgll b (Anwesenheit der Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym Bgll) und B
(Abwesenheit der Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym Bgll) waren in beiden Gruppen
homogen verteilt und unterschieden sich nicht signifikant in der Basalzellkarzinomgruppe und
Kontrollgrupe (p= 0,798). In der Basalzellkarzinomgruppe betrug der Anteil des b-Allels
46,8% und des B-Allels 53,2%, in der Kontrollgruppe 49,0 % (b-Allel) und 51,0 % (B-Allel)
(siehe Tabelle 11).

Tabelle 9: Allelhdufigkeiten des Apa1-VDR-Polymorphismus bei Basalzellkarzinomen im Vergleich zur
Kontrollgruppe

Apai

a A Gesamt

Gruppe Anzahl 71 75 146
% von Gruppe 48,6% 51,4% 100,0%

Kontrollgruppe Anzahl 51 51 102
% von Gruppe 50,0% 50,0% 100,0%

Gesamt Anzahl 122 126 248
% von Gruppe 49,2% 50,8% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Apa1-Allelen in Basalzellkarzinomen und der

Kontrollgruppe; Basalzellkarzinomgruppe versus Kontrolle: p= 0,879

Tabelle 10: Allelhdufigkeiten des Taq1-VDR-Polymorphismus bei Basalzellkarzinomen im Vergleich zur

Kontrollgruppe

Taqgi

t T Gesamt

Gruppe Anzahl 65 87 152
% von Gruppe 42,8% 57,2% 100,0%

Kontrollgruppe Anzahl 38 62 100
% von Gruppe 38,0% 62,0% 100,0%

Gesamt Anzahl 103 149 252
% von Gruppe 40,9% 59,1% 100,0%

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von

Kontrollgruppe. Basalzellkarzinomgruppe versus Kontrolle: p= 0,513

Taqg1-Allelen in Basaliomen und der




50

Tabelle 8: Haufigkeiten von Genotypen des VDR- Polymorphismus Bgl1 bei epithelialen Hauttumoren
(Basalzellkarzinome, Plattenepithelkarzinome) im Vergleich zur Kontroligruppe

Bgl1
BB Bb bb Gesamt
Gruppe BCC Anzahl 20 42 15 77
% von Gruppe 26,0% 54,5% 19,5% 100,0%
PECA Anzahl 19 41 22 82
% von Gruppe 23,2% 50,0% 26,8% 100,0%
Kontrollgruppe Anzahl 15 22 14 51
% von Gruppe
29,4% 43,1% 27,5% 100,0%
Gesamt Anzahl 54 105 51 210
% von Gruppe 25,7% 50,0% 24,3% 100,0%

BCC= Basalzellkarzinom; PECA= Plattenepithelkarzinom,

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Genotypen des VDR-Bgl1-Polymorphismus in
Basalzellkarzinomen, Plattenepithelkarzinomen und der Kontrollgruppe.

Basalzellkarzinomgruppe versus Kontrolle: p= 0,418; Plattenepithelkarzinomgruppe versus Kontrolle: p= 0,662

4.3. Allelhiiufigkeiten verschiedener VDR- Polymorphismen (Apal, Taql,
Bgl1) bei epithelialen Hauttumoren in Vergleich zur Kontrollgruppe

4.3.1. Allelhiufigkeiten verschiedener VDR- Polymorphismen (Apal, Taql, Bgll) bei

Basalzellkarzinomen im Vergleich zur Kontrollgruppe

Die Apal-Allele a (Anwesenheit der Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym Apal) und A
(Abwesenheit der Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym Apal) waren in der
Basalzellkarzinomgruppe und der Kontrollgruppe homogen verteilt. In  der
Basalzellkarzinomgruppe betrug der Anteil des a-Allels 48,6% und des A-Allels 51,4%. In
der Kontrollgruppe waren beide Allele mit einem identischen prozentualen Anteil von 50%
vorhanden (siehe Tabelle 9). Die Verteilung der Apal-Allele unterschied sich in der
Basalzellkarzinomgruppe nicht statistisch signifikant von der Kontrollgruppe (p= 0,879).

Die Taql-Allele zeigten in der Basalzellkarzinom- und Kontrollgruppe ein tendenziell
abweichendes Verteilungsmuster im Vergleich zu den Apal- und Bgll-Allelen. Das Taql t-
Allel (Anwesenheit der Schnittstelle fiir das Taql-Restriktionsenzym) war sowohl in der
Basalzellkarzinomgruppe (42,8%) als auch in der Kontrollgruppe (38%) seltener vorhanden
als das Taql T-Allel (Abwesenheit der Schnittstelle fiir das Taql-Restriktionsenzym). Dieser

Unterschied war in der Basalzellkarzinomgruppe (42,8% vs. 57,2%) statistisch nicht
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Tabelle 6: Haufigkeiten von Genotypen des VDR- Polymorphismus Apa1l bei epithelialen Hauttumoren
(Basalzellkarzinome, Plattenepithelkarzinome) im Vergleich zur Kontroligruppe

Apai
AA Aa aa Gesamt
Gruppe BCC Anzahl 18 39 16 73
% von Gruppe 24,7% 53,4% 21,9% 100,0%
PECA Anzahl 20 38 17 75
% von Gruppe 26,7% 50,7% 22,7% 100,0%
Kontrollgruppe Anzahl 14 23 14 51
% von Gruppe 27,5% 451% 27,5% 100,0%
Gesamt Anzahl 52 52 47 199
% von Gruppe 26,1% 26,1% 23,6 100,0%

BCC= Basalzellkarzinom; PECA= Plattenepithelkarzinom;

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Genotypen des VDR-Apa1l-Polymorphismus in
Basalzellkarzinomen, Plattenepithelkarzinomen und der Kontrollgruppe.

Basalzellkarzinomgruppe versus Kontrolle: p= 0,662; Plattenepithelkarzinomgruppe versus Kontrolle: p= 0,796

Tabelle 7: Haufigkeiten von Genotypen des VDR- Polymorphismus Taq1 bei epithelialen Hauttumoren
(Basalzellkarzinome, Plattenepithelkarzinome) im Vergleich zur Kontroligruppe

Taq1
TT Tt it Gesamt
Gruppe BCC Anzahl 21 45 10 76
% von Gruppe 27,6% 59,2% 13,2% 100,0%
PECA Anzahl 28 36 18 82
% von Gruppe 34,1% 43,9% 22,0% 100,0%
Kontrollgruppe Anzahl 19 24 7 50
% von Gruppe 38,0% 48,0% 14,0% 100,0%
Gesamt Anzahl 68 105 35 208
% von Gruppe 32,7% 50,5% 16,8% 100,0%

BCC= Basalzellkarzinom; PECA= Plattenepithelkarzinom,

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Genotypen des VDR-Taq1-Polymorphismus in
Basalzellkarzinomen, Plattenepithelkarzinomen und der Kontrollgruppe.

Basalzellkarzinomgruppe versus Kontrolle :p= 0,429; Plattenepithelkarzinomgruppe versus Kontrolle: p= 0,563
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4.2.2. Haufigkeiten von Genotypen verschiedener VDR-Polymorphismen (Apal; Taql,
Bgl1) bei Plattenepithelkarzinomen im Vergleich zur Kontrollgruppe

Es wurden Gewebeproben von 82 Patienten mit Plattenepithelkarzinomen untersucht.

In der Plattenepithelkarzinomgruppe war der heterozygote Genotyp aller untersuchten
Polymorphismen mit Apal Aa 50,7 %, Taql Tt 43,9% und Bgll Bb 50,0% der am héufigsten
vorhandene Genotyp. Auffallend war, dass der Anteil des heterozygoten Genotyps Taql Tt
(43,9%) niedriger war als in der Kontrollgruppe (Taql Tt: 48%) wihrend die heterozygoten
Genotypen Apal Aa (50,7%) und Bgll Bb (50,0%) in der Plattenepithelkarziomgruppe
hdufiger auftraten als in der Kontrollgruppe (Apal Aa: 45,1%, Bgll Bb 43,1%). Die
Verteilung der homozygoten Tridger des Apal-Polymorphismus (Apal aa) sowie der
Individuen mit dem Apal-AA-Genotyp (Abwesenheit der Schnittstelle fiir das Apal-
Restriktionsenzym) war mit Prozentsédtzen von 22,7%-27,5% gleichmifig auf beide Gruppen
verteilt. Der homozygote Genotyp Taql tt trat in der Plattenepithelkarzinomgruppe deutlich
hédufiger auf als in der Kontrollgruppe (22% vs. 14%), kam jedoch insgesamt im Vergleich zu
den beiden Genotypen Taql Tt und TT in der Plattenepithelkarzinomgruppe und der
Kontrollgruppe eher selten vor. Der prozentuale Anteil der homozygoten Genotypen Bgll bb
und der BB-Genotypen (Abwesenheit der Schnittsstelle fiir das Bgl1-Restriktionsenzym) war
in beiden Gruppen mit Anteilen von 23,9% bis 29,4% gleichmiBig verteilt (sieche Tabellen 6-
8). Insgesamt unterschieden sich die Haufigkeiten der untersuchten VDR-Polymorphismen in
der Plattenepithelkarzinomgruppe nicht statistisch signifikant von der Kontrollgruppe (Apal:
p=0,796; Taql: p=0,563; Bgll: p=0,662).

In allen Gruppen lag der Gesamtanteil der Heterozygoten fiir jeden der drei untersuchten

Polymorphismen bei ca. 50% (49,9%).
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Haufigkeit Prozent Gltige Prozente
Giltig bb 14 27,5 27,5
Bb 22 43,1 43,1
BB 15 29,4 29,4
Gesamt 51 100,0 100,0

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Genotypen des VDR-Apa1l-Polymorphismus in

der Kontrollgruppe

4.2. Hiufigkeiten von Genotypen verschiedener VDR-Polymorphismen
(Apal, Taql, Bgll) bei epithelialen Hauttumoren (Basalzellkarzinome,

Plattenepithelkarzinome) im Vergleich zur Kontrollgruppe

4.2.1. Haufigkeiten von Genotypen verschiedener VDR-Polymorphismen (Apal, Taql,

Bgl1) bei Basalzellkarzinomen im Vergleich zur Kontrollgruppe

Es wurden Gewebeproben von 78 Patienten mit Basalzellkarzinom untersucht. In dieser
Basalzellkarzinom-Gruppe war die Haufigkeit der heterozygoten Genotypen fiir alle drei
untersuchten VDR-Polymorphismen mit Werten > 50 % (Apal Aa: 53,4%; Taql Tt: 59,2%;
Bgll Bb: 54,5%) um ca. 10% hoher als in der Kontrollgruppe. Der Anteil an homozygoten
Genotypen fiir alle drei untersuchten Polymorphismen war in der Basalzellkarzinom-Gruppe
niedriger als in der Kontrollgruppe, wobei der VDR-Taql-tt-Genotyp mit 13,2% den
niedrigsten Anteil hatte. Die Anteile des homozygoten Genotyps Apal aa (21,9%) und des
homozygoten Genotyps Bgll bb (19,5%) waren in der Basalzellkarzinom-Gruppe hoher als in
der Kontrollgruppe (siehe Tabelle 6-8).

Die Haufigkeiten der untersuchten VDR-Polymorphismen unterschieden sich zwischen der
Basalzellkarzinomgruppe und der Kontrollgruppe nicht signifikant (Apal: p= 0,662; Taql: p=
0,429; Bgll: p=0,418).
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4. Ergebnisse

4.1. VDR-Polymorphismen (Apal, Taql, Bgll) in der Kontrollgruppe

Um einen Uberblick iiber die Hzufigkeit der zu untersuchenden VDR-Polymorphismen in der
allgemeinen Bevdlkerung zu erlangen, wurde eine Kontrollgruppe untersucht. Die
Kontrollgruppe bestand aus 51 gesunden Probanden im Alter von 20 bis 40 Jahren.
Untersucht wurden die VDR-Polymorphismen Apal, Taql, und Bgll, welche durch die
Anwesenheit oder Abwesenheit von Schnittstellen fiir diese Restriktionsenzyme definiert
werden. Der am hiufigsten vorkommende Genotyp war fiir jeden der drei untersuchten
Polymorphismen der heterozygote Genotyp mit Apal Aa: 45,1%, Taql Tt: 48% und Bgl1 Bb:
43,1%. Die Verteilung der anderen beiden Genotypen — homozygot fiir Anwesenheit und
Abwesenheit der Schnittstelle des entsprechenden Restriktionsenzyms — war in der
Kontrollgruppe fiir die VDR-Polymorphismen Apal und Bgll relativ gleichméBig verteilt mit
Prozentsitzen von 27,5 % - 29,4% (siehe Tabellen 3 und 5). Auffallend war der sehr niedrige
Anteil (13,7%) des homozygoten tt-Genotyps (Taql-VDR-Polymorphismus) in der
Kontrollgruppe (siche Tabelle 4).

Tabelle 3: Haufigkeiten der Genotypen des Apal-Polymorphismus in der Kontrollgruppe

Haufigkeit Prozent Gultige Prozente
Giiltig aa 14 27,5 27,5
Aa 23 45,1 45,1
AA 14 27,5 27,5
Gesamt 51 100,0 100,0

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Genotypen des VDR-Apa1-Polymorphismus in
der Kontrollgruppe

Tabelle 4: Haufigkeiten der Genotypen des Taq1-Polymorphismus in der Kontrollgruppe

Haufigkeit Prozent Giltige Prozente
Gultig tt 7 13,7 14,0
Tt 24 47 1 48,0
TT 19 37,3 38,0
Gesamt 50 98,0 100,0
Fehlend 1 2,0
Gesamt 51 100,0

Kreuztabelle zur Darstellung der absoluten und prozentualen Haufigkeiten von Genotypen des VDR-Taq1-Polymorphismus in

der Kontrollgruppe
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Plattenepithelkarzinomproben, 0 von 4 Basalzellkarzinomproben, 1 Basalzellkarzinomprobe
nicht auswertbar) der Wiederholerproben mit den Originalproben verdeutlichte den groBen
Qualitdtsverlust einiger Proben durch die zum Teil 3-jahrige Lagerung. Die
Wiederholerproben enthielten ausschlieflich Proben bei denen das Ergebnis der ersten

Sequenzierung nicht eindeutig war.

3.6.9. Interpretation der Daten

Die Sequenzanalyse erfolgte durch eine Kombination der Programme Sequence Analysis 5.2.
und CodonCodeAligner. Die Daten wurden dabei direkt automatisch vom Sequenzer in das

Analyseprogramm importiert.

3.7. Auswertung der Daten

Der Vergleich innerhalb der Kontingenztafeln (Kreuztabellen) erfolgte mit dem Chi-Quadrat-
Test beziehungsweise dem exakten Fischer Test. Das Signifikanzniveau wurde auf p </= 0,05
(Exakte Signifikanz 2-seitig) festgelegt. Aulerdem wurde mit einer logistischen Regression
gepriift, welche Polymorphismen einen Einfluss auf die Entstehung eines Basalioms bzw

Plattennepithelkarzinoms haben.
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3.6.7. Sephadex-Aufreinigung

Fiir die Aufreinigung der Sequenzierreaktionen wurde eine Methode der Gelfiltration iiber
Sephadex-Sdulen verwendet. Volumina von 10ul werden hierbei durch eine vorbereitete
Saulenmatrix zentrifugiert und hierbei niedermolekulare Bestandteile der Reaktion von den
hoher-molekularen Terminationsprodukten der Sequenzierreaktion getrennt. Um die
beschriebenen Sdulen zu generieren wurde die vorgefertigte Sephadex-Platte (Millipore) bei
2240 rpm fiir 5 Minuten abzentrifugiert. AnschlieBend wurden die Sephadexsdulen mit
jeweils 150ul einer ImM EDTA-L6sung beschichtet und bei 2240 Umdrehungen/Minute fiir
5 Minuten abzentrifugiert.

Jeweils 10ul einer Formamidlosung wurden in eine Thermo Fast 96 Detection Plate, einer
PCR Platte, vorgelegt und mit der gebrauchsfertigen Sephadex-Platte zusammengesetzt.
Anschliefend wurden je 10ul der Sequenzierreaktion auf die Sephadex-Platte pipettiert und
bei 2240 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert. AnschlieBend konnte die Sephadex-Platte entfernt
und die PCR-Platte mit den aufgereinigten Terminationsprodukten durch eine
Septenabdeckplatte verschlossen werden. Die fertigen Sequenzierplatten wurden nun fiir 2
Minuten bei 90°C denaturiert und im Anschluss daran fiir 1 Minute abgekiihlt. Als letzter
Schritt wurden die Platte in den Sequenzer (3730) gestellt und fiir die Auftrennung der
Sequenzierprodukte das Sequenzierer Programm MHC-I (Module zur Auftrennung von

Klasse I Seq-RX) gewihlt.

3.6.8. Wiederholerproben

Die Sequenzierung der zu untersuchenden DNA-Proben wurde zum Teil durch einen
Qualitédtsverlust der DNA erschwert, der durch die bis zu 3- jahrigen Einbettung in Paraffin
bedingt war. Es wurden 13 Proben wiederholt, darunter 5 Basalzellkarzinomproben und 8
Plattenepithelkarzinomproben. Unter den Basalzellkarzinomproben waren 3 VDR-Apal-
Polymorphismus-Proben, die jedoch bis auf 1 Probe, die nicht auswertbar war, mit dem
Ergebnis der ersten Sequenzierung iibereinstimmten; 1 VDR-Bgll-Polymorphismus-Probe
und 1 VDR-Taql-Polymorphismus-Probe, die beide mit der ersten Sequenzierung
tibereinstimmten. Unter den Plattenepithelkarzinomproben waren 7 VDR-Bgll-
Polymorphismus-Proben, wobei 6 der 7 Proben nicht mit den Ergebnissen der ersten
Sequenzierung iibereinstimmten, und 1 VDR-Apal-Polymorphismus-Probe, die mit der ersten

Sequenzierung iibereinstimmte. Der hohe Prozentsatz an Nichtiibereinstimmungen (6 von 8
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artifiziellen ddNTPs, die zu sequenzierende DNA, sowie einen entsprechenden Primer. Die
DNA-Polymerase baut nun in statistischer Verteilung ein ddNTP ein, wodurch die
Polymerisation abbricht und einzelstringige Terminations-Produkte unterschiedlicher Linge
entstehen, die jedoch immer mit dem gleichen ddNTP enden. Diese Reaktion wird mit allen 4
ddNTPs durchgefiihrt und die 4 Ansidtze in einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese
nebeneinander aufgetragen, aus deren Muster man die Basenabfolge ablesen kann. Seit
Anfang der 90er-Jahre werden vor allem mit Fluoreszenz-Farbstoffen markierte
Didesoxyribonukleosid-Triphosphate eingesetzt, wodurch die Zugabe aller ddNTPs in ein
Reaktionsgefidl ermoglicht wird. Die entstehenden Kettenabbauprodukte werden mittels
Kapillarelektrophorese aufgetrennt und mit Hilfe eines Lasers zur Fluoreszenz angeregt.
Durch die Abfolge der Farbsignale, die durch einen Detektor erkannt werden, ergibt sich
direkt die Basenfolge des sequenzierten DNA-Stranges.

Der Ansatz der Reaktionslosung fiir die Sequenzierung beinhaltete 1,6ul Sfach-konzentrierten
Sequenzierpuffer (Applied Biosystems), 0,8ul Big Dye V3.1 (Masteransatz mit dNTP;
Applied Biosystems), 0,6 ul Sequenzierprimer (10uM), 4ul Aquadest. Auf dieses
Gesamtvolumen von 7ul wurden noch je 2ul des Exo-CIAP behandelten Amplifikats
pipettiert. Fiir die Cycle-Sequencing-Reaktion wurde das Geriat GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems) verwendet. Die Einstellungen wurden wie folgt gewihlt (Cycseq-

Programm):

1. 96°C 10sec

i)

2. 96°C 7Tsec
!

3. 50°C 10sec
i)

4. 60°C 2min
!

5. 10°C o«

Die Schritte 2-4 wurden 30x wiederholt.
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Als Amplifikationskontrolle wurde eine analytische Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt.
Dabei wurden jeweils Sul des Amplifikats zusammen mit 2ul Ladepuffer auf ein 2%iges
Agarosegel aufgetragen und durch Anlegen eines Gleichstromes (100 Volt; 20 min, 4-5
V/cm) separiert und mittels UV-Licht sichtbar gemacht. Dabei wird der interkalierenden
Farbstoffs Ethidiumbromid bereits bei der Herstellung des Gels hinzugefiigt.

Der Ladepuffer dient dazu, eine hohere Dichte des Probenvolumens zu erreichen und

hierdurch das Beladen der Geltaschen zu erméglichen.

3.6.5. Exo-CIAP-Behandlung

Um zu verhindern, dass bei der nachfolgenden Sequenzierungsreaktion die im Uberschuss
vorhandenen Primer und Desoxynukleotidtriphosphate zu Hintergrundreaktionen fiihren,
wurden die restlichen 10ul des Amplifikats mit einer Exo-Ciap Behandlung aufgearbeitet.
Dabei werden iiberschiissige Primer durch das Enzym Exonuclease 1 abgebaut; iiberschiissige
Desoxynukleotidtriphosphate (AINTP) werden durch die CIAP (Calf intestinale Alkalische
Phosphatase) in Desoxynukleotiddiphosphate (ANDP) und Desoxynukleotidmonophosphate
(dANMP) umgewandelt.

Der Exo-CIAP-Ansatz enthélt 66ul CIAP (1 Unit/ pl), 13,4ul Exonuklease I (20 Units/ul) und
580ul Aquadest. Auf 10ul Amplifikat wurden 4ul Exo-CIAP pipettiert. Fiir die Inkubation in
einem Thermocycler (PCR System 9700; Applied Biosystems) wurde folgendes Cycler-
Programm gewihlt:

1. 37°C: 15 min

2. 85°C: 15 min

3.6.6. DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung ist ein Verfahren, bei dem die Basensequenz in einem DNA
Molekiil bestimmt wird. Es existieren mehrere Verfahren zur Analyse- Ablesung der
Sequenzinformation von einem DNA-Molekiil, wobei hauptsidchlich Weiterentwicklungen der
Didesoxymethode nach Sanger (1975) Verwendung finden. Dabei handelt es sich um eine
enzymatische Methode, die durch FEinbau von artifiziellen DNA-Bausteinen, den
Didesoxyribonukleosid-Triphosphaten (ddNTP) zum Abbruch der Polymerisationsreaktion

fiihren. Ein Sequenzier-Ansatz nach Sanger enthilt die 4 natiirlichen dNTPs, eines der 4
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0 0,2ul dNTP (10mM)

0 0,15ul bovines Serum Albumin (BSA; 20ng/ul)

0 0,12ul Platinum-Taq (5Units/ pl)

0 1,5ul des dazugehorigen 10fach konzentrierten PCR-Puffer

0 4,2ul Aquadest.
Das Gesamtvolumen des Mastermix betrug 15,2ul fiir 1 DNA-Probe. Fiir die eigendliche PCR
wurden 15,2ul des Mastermix sowie je 1ul der auf 50ng/ul verdiinnten DNA auf die Thermo-
Fast-PCR-Platte (ABgene) pipettiert. Fiir die Amplifikation der jeweiligen Zielregion wurde
ein GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) und das folgende PCR Profil

verwendet:

1. 94°:  2min

!

2. 95°C: 10sec
i)

3. 60°C : 30sec
!

4. 72°C: 30sec
i)

5. 72°C: Smin
!

6. 8°C

Die Schritte 2-4 wurden dabei 32x wiederholt.

3.6.4. Agarosegelelektrophorese

Die Agarelektrophorese ist ein molekularbiologisches Verfahren, anhand dessen man PCR-
Produkte aufgrund ihrer GréBe identifizieren kann. Man verwendet ein elektrisches Feld um
die negativ geladenen Nukleinsdure-Molekiile durch eine Gelmatrix zu ziehen, wobei sich
kleinere Molekiile schneller durch das Gel bewegen konnen und somit eine Auftrennung der
Stringe nach ihrer Grofle ermdglichen. Das Gel kann anschliefend unter einer UV-Lampe
betrachtet werden, wobei durch Einlagerung des interkalierenden Farbstoffs Ethidiumbromid

in die DNA diese sichtbar gemacht wird.
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Tabelle 2: Testungsschema zur Bestimmung der optimalen Konzentrationsverhéltnisse bei der
Amplifikation und Sequenzierung

Forward | 1pl 1wl 25ul (25w (25 | Sl Sul Sul

primer

Reverse |2.5ul |5ul 1ul 25ul [ S5ul 1l 25ul |5l

primer

PCR 2ul 2l 2ul 2l 2l 2l 2ul 2l

Enhancer

Aquadest |44.5pul |42 1l | 445l |43l | 405w |42ul 40500 |38 ul

Primerkreuz: Testungsschema, das als Vorgabe dient, um im Vorfeld der eigentlichen Sequenzierung bei Testdurchlaufen die
optimalen Konzentrationsverhéltnisse der benétigten Reagenzien zu bestimmen. Der jeweilig spezifische Primermix wurde in
dem Konzentrationsverhéltnis angesetzt, das demjenigen der optimalsten Testprobe entsprach. Das vorliegende
Testungsschema wurde von Dr. Rolf Klein der Firma Seq-It GmbH & Co.KG, Kaiserslautern entwickelt und ,,Primerkreuz” genannt.

Zur Bestimmung der optimalen Konzentrationsverhiltnisse wurde mit allen Proben eine PCR
durchgefiihrt und anschlieBend sequenziert. Fiir die weiteren Untersuchungen wurde das
Konzentrationsverhéltnis des spezifischen Primermixes genutzt, welcher im Test die besten
Sequenzierergebnisse lieferte.

Dies war fiir alle Blutproben je 2.5ul des forward Primers (10pmol/ul) und je 1ul des reverse
Primers (10pmol/ul). Fiir die Gewebeproben mussten in Abhingigkeit des jeweiligen SNPs
unterschiedliche Konzentrationsverhéltnisse eingesetzt werden. Sie betrugen fiir die Analyse
der Taql-Schnittstelle fiir den forward sowie den reverse Primer je 2,5 ul, fiir die Bgll-
Schnittstelle fiir beide Primer je 5ul, sowie fiir die Apal-Schnittstelle forward 2,5 ul und
reverse 5 ul.

Diese Primermengen wurden im entsprechenden Konzentrationsverhiltnis mit dem PCR

Enhancer und Aquadest auf ein Gesamtvolumen von 50ul gemischt.

3.6.3. Herstellung des Mastermixes

Der Mastermix bezeichnet die vollstindige Reaktionslosung, in die die DNA fiir die PCR
pipettiert wird. Die Volumenangaben der verwendeten Reagenzien beziehen sich dabei auf
das Grundrezept fiir jeweils 1 Reaktion.
Der Mastermix setzt sich wie folgt zusammen:
0 7,5ul des spezifischen Primermix (die Mengenangabe in mol wird je nach
Verdiinnung mit der Anfangskonzentration der Primers errechnet)

0 0,54ul Magnesiumchlorid (MgCl,. 50mM)
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3.6.1. Primer zur Bestimmung der zu untersuchenden VDR-Polymorphismen

Jeweils 1ul (50ng/ul), der unter Kapitel 3.4 gewonnenen DNA jeder Probe wurde fiir die

PCR-Reaktion genutzt. Die spezifischen Primer sind Tabelle 1 zu entnehmen.

Tabelle 1: spezifische Primer zur PCR der VDR-Polymorphismen Apal, Taq1 und Bgl1 aus Blut und

Gewebe
Isolierte | Polymorphismen | Name des | Richtung | Sequenz
DNA Primer
DNA Apal + Taql VDRIi8_ex9.1M | forward 5’GTAAAACGACGGCCAGTGTGGTATCACCGGTCAAGCAGTC3”’
aus Blut
VDRIi8_ex 9.4 reverse 5’CACTCAGGCTGGAAGGAGAGG3’
Bgll VDRi8_ex9.3M | forward 5’GTAAAACGACGGCCAGTGCCTATCCACCCAGCCCATTCT3’
VDRIi8_ex9.2 reverse 5’TCTCTGTCCCTGAGGAATGGA3’
DNA Apal VDRIi8_ex forward 5" CAGGACGATCTGTGGGCAC3’
aus 9.1A
Gewebe VDRi8_ex reverse 5’GTAAAACGACGGCCAGTGCAGGACGATCTGTGGGCAC 3’
9.4AM
Taql VDRIi8_ex9.3A | forward 5"TGAGAGCTCCTGTGCCTTCTT3’
VDRIi8_ex9.2A | reverse 5’TGTTGGACAGGCGGTCCS5’
Bgll VDRIi8_ex.9.5 forward 5’GGCCTTGCCCAGAGATGCC3’
VDRi8_ex9.2 reverse 5’TCTCTGTCCCTGAGGAATGGA3Z’

Tabelle zur Darstellung der verwendeten Primer zur Sequenzierung der VDR-Genabschnitte mit den Polymorphismen Apai,
Tag1 und Bgl1 aus DNA, die aus Blut und Gewebe isoliert wurde.

3.6.2. Herstellung des Primermixes

Fiir jede PCR-Reaktion wurde ein spezifischer Primermix hergestellt. Die jeweiligen Primer
konnen der Tabelle 1 entnommen werden. Um die optimale Primerkonzentration zu
bestimmen, wurde ein Primerkreuz als Testverfahren durchgefiihrt. Dabei wurden die
Primerkonzentrate durch Verwenden von AE Puffer (10mM TRIS/ 1mM EDTA pH 8.0)
(QIAamp DNA Blood Mini Kit von Qiagen) auf 10pmol/ul (entspr. 10uM) verdiinnt und
anschlieBend in unterschiedlichen Konzentrationsverhéltnissen in einer PCR eingesetzt. Das
Testmaterial bestand dabei aus DNA, die aus Testblut isoliert wurde. Das Testungsschema ist

Tabelle 2 zu entnehmen.
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3.5. Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Photometrische Konzentrationsbestimmung erlaubt den qualitativen und quantitativen
Nachweis ebenso wie die Verfolgung der Dynamik chemischer Prozesse von
strahlungsabsorbierenden chemischen Verbindungen. Das Absorbtionsmaximum reiner DNA
liegt bei einer Wellenldnge von 260nm.

Die Konzentration der DNA-Proben wurde bei einer Wellenlinge von 260nm gegen
Elutionspuffer als Referenzwert photometrisch gemessen. Dadurch wurde die DNA-
Konzentration in der Probenlosung bestimmt. Zusidtzlich wurden die Proben bei einer
Wellenldnge von 280 nm photometrisch gemessen. Der Quotient aus 260/280 wurde zur
Bestimmung der Reinheit der DNA-Préiparation berechnet, wobei 100% reine DNA einen
Quotienten von 1,8 aufweist. Die Auswahlkriterien zur weiteren Verarbeitung der Proben mit
dem PCR- und Sequenzierungsverfahren waren folgende:

0 Menge der vorhanden DNA

0 Reinheit der gemessenen Nukleinsdureproben

3.6. Polymerase- Kettenreaktion (PCR)

Die PCR und Sequenzierung der aus Blut, Tumor- sowie Kontrollgewebe isolierten DNA

erfolgte im Labor Seq-It GmbH & Co. KG, Kaiserslautern.

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode, die eine in vitro Vervielfdltigung von
Nukleinsduren ermoglicht. Man bedient sich hierbei thermostabiler DNA-Polymerasen, die
mit Hilfe eines Primers einen DNA-Einzelstrang zu einem DNA-Doppelstrang zu
synthetisieren vermogen. Der PCR-Prozess besteht aus einer Anzahl von 25-50 Zyklen wobei
jeder Zyklus aus folgenden Inkubationsschritten besteht: Denaturierung der doppelstringigen
DNA in Einzelstringe bei 94°C, Anlagerung der synthetisch hergestellten Primer an die
Einzelstringe (Annealing), Elongation der DNA durch Auffiillen der fehlenden Stringe mit
freien Nukleotiden durch die DNA-Polymerase (Extension).



37

zuriickbleibenden DNA- Pellets einige Minuten bei 40°C im Heizblock getrocknet um ein
Abdampfen des noch vorhandenen Losungsmittels zu erzielen. Im Anschluss daran wurde das

Pellet in 25ul Aqua purificata gelost. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

3.4.5. DNA-Isolierung aus Blut

Fiir die DNA-Isolierung aus Blut wurden Blutproben in EDTA Rohrchen verwendet. Das Blut
wurde entweder direkt aufgearbeitet oder, in Ausnahmefillen, max. 24 Stunden vor der
Aufarbeitung bei 4°C gelagert. Fiir die DNA-Isolierung wurde ebenfalls der ,,High Pure PCR
Template Preparation Kit* der Firma Roche verwendet. Der Vorgang der Isolierung erfolgte

streng nach Protokoll.

3.4.5.1. Lymphozyten-Trennung

Bei einigen Blutproben wurde zur Erhohung der DNA Konzentration vor der DNA-Isolierung
eine Lymphozytentrennung vorgenommen.

Zu Beginn des Lymphozytentrennvorgangs wurden in einen 15ml Falkon 3ml
Lymphozytentrennmedium vorgelegt. Im Anschluss daran wurde iiber das Trennmedium
vorsichtig 3ml Blut pipettiert, wobei darauf geachtet wurde, dass sich das Blut nicht mit dem
Trennmedium vermischt. AnschlieBend wurde das 2-Phasen-Gemisch ungebremst mit 1200
rpm fiir zwanzig Minuten zentrifugiert. Die sich nach dem Zentrifugieren in der milchig
erscheinenden Interphase angesammelten Lymphozyten wurden vorsichtig entnommen und
anschlieBend zweimal mit 2 ml PBS gewaschen. Ein Waschschritt bestand aus zehnminiitiger
Zentrifugation bei 1200 rpm, wobei jeweils der Uberstand abpippetiert wurde. Beim letzten
Waschschritt wurde das Lymphozytenpellet in 200ul PBS aufgenommen. AnschlieBend
wurde das Gemisch in ein Eppendorftube pipettiert. Zur Vorbereitung der DNA Isolation
erfolgte zu den Lymphozyten die Zugabe von 200ul Binding Buffer und 40ul Proteinase K.
Dieses Gemisch wurde fiir 10 min bei 70°C inkubiert. Die darauf folgende DNA-Isolierung

entspricht der DNA-Isolierung der Gewebeproben und der normalen Blutproben.
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3.4.4.2. Vorgang der Isolierung

Am nichsten Tag wurde erneut jeweils 20ul Proteinase K zugefiigt und nach sorgfiltigem
Mischen bei 55°C fiir 2 Stunden inkubiert. Anschlieend wurde jeweils 200ul Bindepuffer in
die Eppendorftubes pipettiert und nach gutem Durchmischen weitere 10 min bei 70°C
inkubiert. Im Anschluss daran wurde jedem Eppendorftube 100ul Isopropanol zugefiigt und
erneut gut durchmischt. Fiir die anschlieBende Zentrifugation wurden Filtertubes vorbereitet
und in die dafiir vorgesehenen Collectiontubes gesetzt. Die Filtertubes wurden mit den
entsprechenden Daten der Proben beschriftet.

Die Proben wurden nun in die entsprechenden Filtertubes umpipettiert und bei 10.000 rpm 1
Minute lang zentrifugiert. AnschlieBend wurden je 500ul Inhibitor Removal Buffer den
Filtertubes zugesetzt um ein Auswaschen der DNA in den folgenden Waschschritten zu
vermeiden. Die Proben wurden erneut bei 10.000 rpm 1 Minute lang zentrifugiert.
Anschlieend folgten 2 Waschschritte bei denen jeweils 500ul Wasch-Puffer den Filtertubes
zugefiigt wurde, wodurch bei dem anschlieBendem Zentrifugieren (1min, 10.000 rpm) die
DNA von Losungsmittelresten befreit wurde. Um zusitzlich Reste des Wasch-Puffers aus den
Filtertubes zu entfernen, wurden diese nochmals 10 Sekunden lang bei 13.000 rpm trocken
abzentrifugiert. AnschlieBend wurden neue Eppendorftubes bereitgestellt und mit den Daten
der Proben beschriftet. Die Filtertubes wurden in die jeweils entsprechend beschrifteten,
unbenutzten Eppendorftubes gesetzt und nach Zugabe von jeweils 100ul, auf 70°C
vorgewdrmten Elutionspuffer nochmals eine Minute mit 10.000 rpm zentrifugiert. Zur
Erzielung quantitativ besserer Ergebnisse wurde der vorhergehende Arbeitsschritt wiederholt.

Die sich nun in dem Elutionbuffer eluierte DNA wurde bei 4°C gelagert.

3.4.4.3. Fillung der Proben

Um eine bessere Qualitit und Aufkonzentrierung der DNA-Proben zu erzielen wurden alle
Gewebeproben sowie einige Blutproben gefillt. Die Fillung der Proben erfolgte streng nach
Protokoll. Zu Beginn wurde den DNA Proben, die jeweils in 100ul Elutionspuffer gelost
waren, jeweils 10ul 3 molare Natrium Acetat-Losung zugegeben. AnschlieBend wurde jeder
Probe 250ul eiskaltes Ethanol hinzugefiigt. Die dabei entstandene LoOsung wurde gut
durchmischt und 30 Minuten bei -70°C gelagert. Nach Ablauf der 30 Minuten wurden die
Proben in der auf 4°C heruntergekiihlten Zentrifuge zwanzig Minuten lang mit 13.000 rpm

zentrifugiert. Der dabei entstandene Uberstand wurde vorsichtig abgekippt und die
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Die Objekttrager wurden in Objekttrigerhalter eingeordnet und jeweils mindestens 5 Minuten

in die Behilter mit dem jeweiligen Losungsmittel getaucht.

3.4.3. Farbung der Schnitte

Zur Fiarbung der Schnitte wurden die Objekttriger fiir eine Sekunde in Hédmalaunblau
getaucht. Die Fiarbung war notwendig, um unter dem Binokular das Tumorgewebe von dem
gesunden Kontrollgewebe unterscheiden zu konnen. Um schiddigende Einfliisse auf die
Struktur der DNA zu vermeiden, wurde auf eine vollstindige Hamalaun-Eosin-Kernfiarbung

verzichtet.

3.4.4. DNA-Isolierung aus Gewebe

Die DNA-Isolierung erfolgte mit Hilfe des ,,High Pure PCR Template Preparation Kit* der
Firma Roche. Die einzelnen Schritte der Isolierung erfolgten streng nach dem vorgegeben

Protokoll des verwendeten Kits.

3.4.4.1. Entnahme des Tumor- und Kontrollgewebes

Tumor- und Kontrollgewebe wurden getrennt entnommen, wobei das Kontrollgewebe aus
tumorfreiem Gewebe bestand, welches sich in der ndheren Umgebung des Tumors befand und
somit noch durch die Schnitte erfasst wurde. Die getrennte Entnahme des Tumor- und
Kontrollgewebes wurde mit 14um breiten Kaniilen vorgenommen, mit Hilfe derer unter Sicht
durch ein Binokular erst das Tumorgewebe und anschlieend das Kontrollgewebe unter
Einhalt eines Sicherheitsabstandes abgekratzt wurden. Das abgekratzte Gewebe wurde in 1.5
ml Eppendorftubes transferiert, in denen sich jeweils 200ul Gewebe-Lyse-Puffer (,,High Pure
PCR Template Preparation Kit*) befand. Die Beschriftung der Eppendorftubes erfolgte unter
Angabe der Gewebenummer und des Exzisionsjahres sowie des Datums der DNA-Isolierung.
Nach Zugabe von 40ul Proteinase K und sorgfiltigem Mischen der Losung wurde diese iiber

Nacht bei 37°C inkubiert.
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3.3.3. Konzentrationsbestimmung der DNA-Proben

0] NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer der Firma Peqlab, Erlangen

3.3.4. Polymerase Kettenreaktion

0] Thermocycler PCR System 9700 der Firma Applied Biosystems (Carlsbad,
California)

0] GeneAmp. PCR System 9700 der Firma Applied Biosystems (Carlsbad,
California)

o] Sephadex Platten: Multicreen-Platten der Firma Millipore (Wien.
Osterreich) die mit Sephadex G-50 Superfine-Pulver und EDTA (1 uM)
beladet wurden

0] Sequencer (3730) der Firma Applied Biosystems (Carlsbad, California)

3.4. DNA-Isolierung

3.4.1. Anfertigung der Schnitte

Aus den Paraffinblocken mit dem eingebetteten Tumorgewebe wurden mit Hilfe des
Mikrotoms je zehn 10 um breite Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden auf Objekttrager

aufgetragen und jeweils iiber Nacht bei 37°C getrocknet.

3.4.2. Entparaffinierung der Schnitte

Zur Entparaffinierung der Schnitte wurde folgende, im prozentualen Alkoholgehalt

absteigende Alkoholreihe verwendet:

100% Xylol
100% Ethanol
80% Ethanol
60% Ethanol
40% Ethanol
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unit/ul), Aquadest.

Reaktionslosung fiir die Sequenzierung S-fach konzentrierter Sequenzierpuffer der
Firma Applied Biosystems, BigDye V 3.1
(Masteransatz mit ANTP der Firma Applied
Biosystems); Sequenzierprimer (10 uM),
Aquadest

Agarosegel Sg Agarose, 250ml TAE Puffer, S5ul
Ethiumbromid

3.3. Verwendete Materialien und Geriite

3.3.1. Anfertigung der Schnitte

0 Mikrotom 2030 der Firma Reichert Jung (Heidelberg, Deutschland)

3.3.2. DNA-Isolierung

0 Binokular der Firma Wild Heerbrugg (Gais, Schweiz)
0 Zentrifugen:
0 Biofuge fresco der Firma Heraeus Instruments (Hanau, Deutschland)
0 Sigma 2K15 der Firma B-Braun (Maria Enzersdorf, Niederosterreich)
0 Megafuge 1.0R der Firma Heraeus Instruments
0 B Hermle GmBH ZK364 (Gosheim, Deutschland)
Heizblock 1102 Thermoleader der Firma UniEquip (Freital, Deutschland)
Wasserbad Julabo U3 der Firma Labora (Mannheim, Deutschland)
Tiefkiihltruhe der Firma Sanyo Ultra low (-70°C) (Miinchen, Deutschland)
Pipetten der Firma Abimed und Eppendorf (Langenfeld, Deutschland)
Eppendorftubes der Firma Sarstedt ( Rheinsbach, Deutschland)

o O O O O o

High Pure Filter Tubes: Polypropylen Tubes mit 2schichtiger Glas-Fiber-

Fleece Einlage (700ul) der Firma Roche (Mannheim, Deutschland)

0 Collection Tubes aus Polypropylen ( 2ml) der Firma Roche (Mannheim,
Deutschland)

0 15ml Falkons der Firma Cellstar
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Ethanol; pH 7.5

Elutionspuffer 10mM Tris-HCI, pH 8.5

3.2.2. Firben der Schnitte

0 Mayers Hidmalaunlosung fiir die Mikroskopie der Firma Merck KGaA (enthilt
Ethandiol) (Nr: 1.09249)

3.2.3. Fallung der Blutproben

0 Natrium-Acetat 3M pH 5
0 100% Ethanol

3.2.4. Lymphozyten-Trennung

0 Isopropylalkohol (2-Propanol)

0 Lymphozytentrennmedium LSM 1077 Lymphocyte der Firma PAA Laboratories
GmbH

0 Phosphat Buffer Salyne (PBS); pH 7,6 (hergestellt im Labor der Klinik fiir
Dermatologie, Venerologie und Allergologie, Universitidtsklinikum des Saarlandes,
Homburg/ Saar; Deutschland)

0 Xylol Pharm. Helv.IV (Firma Hedinger, 70327 Stuttgart)

0 Gereinigtes Wasser (Aqua purificata)

3.2.5. Polymerase-Kettenreaktion

Lade-Puffer 25mg Bromphenolblau (Roth), 3ml Glycerol
(Roth), 7ml Aquadest (Sigma)

AE-Puffer 10mM TRIS /1 mM EDTA pH 8.0 (QIAamp
DNA Blood Mini Kit von Qiagen)

Exo-CIAP-Ansatz Enzym Exonuclease I (20 Units/ ul), CIAP

(Calf intestinale alkalische Phosphatase) (1
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Altersgruppe 40-50 Jahre an. 53% der Probanten waren weiblich (27), 47% hatten das
maéannliche Geschlecht (24).

Fiir die DNA-Isolierung wurde den Probanden Blut entnommen und in EDTA Ro&hrchen
gefiillt. Die Blutproben wurden bereits am gleichen Tag oder in Ausnahmenfillen am
folgenden Tag verarbeitet.

Die Verarbeitung der Blutproben erfolgte auf z.T. unterschiedliche Weise, da stets versucht
wurde die Qualitdt und Quantitdt der isolierten DNA zu optimieren. Daher wurden die
Blutproben zum Teil mittels Lymphozytentrennung aufbearbeitet, zum Teil gefillt oder in
Elution Buffer eluiert.

Von den 50 Blutproben waren zum Zeitpunkt der PCR:

27 Proben mittels Lymphozytentrennung aufbearbeitet

4 Proben in 25ul Elution-Buffer eluiert

3 Proben gefillt

o O O o

16 Proben in 100ul Elution Buffer eluiert.

3.2. Verwendete Losungen

3.2.1. DNA-Isolierung

Die DNA-Isolierung erfolgte mit dem ,,High Pure PCR Template Preparation Kit* (Version
2007) der Firma Roche.

Lyse-Puffer fiir Gewebe 4AM urea, 200mM Tris-Salzsdure, 20mM,
NaCl, 200mM, EDTA, pH 7.4

Binde-Puffer 6M Guanidin-HCI, 10mM Harnstoff, 10 mM
Tris-HCI, 20% Triton X-100 (v/v), pH 4.4

Proteinase K Zur Lyse der Proben und Inaktivierung
endogener DNAse
Inhibitior Removal Buffer SM  Guanidin-HCI, 20mM  Tris-HCI,

absoluter Ethanol; pH 6.6
Wasch-Puffer 20mM NaCl, 2mM Tris-HCI, absoluter
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3. MATERIAL UND METHODIK

3.1. Verwendete Gewebe

3.1.1. Basalzellkarzinom- und Plattenepithelkarzinomgewebe

Fiir die DNA-Isolierung wurde Basaliom- und Plattenepithelkarzinomgewebe von Patienten
verwendet, bei denen in den Jahren 2005-2008 an der Universitéits-Hautklinik Homburg/Saar
die entsprechende Diagnose gestellt und der Tumor exzidiert wurde.
Die Gruppe der Patienten mit Basalzellkarzinom umfasste 78 Patienten, darunter 23% Frauen
(18) und 77% Minner (60). Die Gruppe der Patienten mit Plattenepithelkarzinom umfasste 83
Patienten, darunter 20% Frauen (17) und 80% Minner (66). Innerhalb der
Basalzellkarzinomgruppe waren 13% der Patienten < 60 Jahre (10) und 87% >/= 60Jahre.
Innerhalb der Plattenepithelgruppe waren 5% der Patienten < 60Jahre (4) und 95% > 60Jahre
(79). Zur Abstammung der Patienten wurden keine Daten erhoben.
Das Tumorgewebe wurde mit Formalin fixiert, anschlieBend in Paraffinblocke eingebettet und
im Labor der Klinik fiir Dermatologie, Venerologie und Allergologie gelagert.
Die Auswahl der Gewebe wurde anhand folgender Kriterien getroffen:

0 GroBe des Tumors (lichtmikroskopische Betrachtung der zugehdrigen histologischen

Schnitte)
0 Abwesenheit anderer Diagnosen
0 Zeit der Lagerung (max. Lagerungszeiten von 3 Jahren, wobei bevorzugt

Parafinblocke mit Lagerungszeiten von ca 1 Jahr verwendet wurden)

3.1.2. Blut gesunder Probanden

Als Kontrollgruppe wurde eine Gruppe gesunder Probanden ausgewihlt, die sich freiwillig
und durch Unterschreiben einer Einverstdndniserkldarung bereit erkldrt haben an dem Projekt
teilzunehmen. Die Kontrollgruppe umfasste Studenten der Universitidt des Saarlandes sowie
einige Mitarbeiter des Labors der Klinik fiir Dermatologie, Venerologie und Allergologie der
Universitdt des Saarlandes. Der Grof3teil der Kontrollgruppe (88%; 45) war europiischer
Abstammung, 8% (4) waren arabischer und 4% (2) afrikanischer Abstammung. 90% (46)
gehorten der Altersgruppe 20-30 Jahre an, 8% (4) der Altergruppe 30-40 Jahre und 2% (1) der
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Risiko fiir das Auftreten von Malignen Melanomen. Epitheliale Tumoren zeigten die gleiche

Tendenz, jedoch waren die Unterschiede statistisch nicht signifikant.
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Melanoms (human CMM-derived Xenografts) und verglich den Einfluss von 1,25(OH),;D3 an
diesen Zellen mit VDR-negativen Malignen Melanom Zelllinien. 1,25(OH),Ds fiihrte nur an
den VDR-positiven Zellen zu einer Hemmung der Proliferation (Evans et al., 1996;
Danielsson et al., 1998).

Die Expression des VDR wurde ebenfalls in normalen  Keratinozyten,
Basalzellkarzinomzellen und Plattenepithelkarzinomzellen nachgewiesen (Ratnam et al.,
1996; Kamradt et al., 2003; Reichrath et al., 2004). Friihere Studien berichteten sowohl bei
normalen Keratinozyten als auch bei entarteten Keratinozyten iiber die gleiche 1a-OHase
Aktivitit zur lokalen Synthese von 1,25(OH),Ds (Bikle et al., 1991; Sebag et al., 1992; Xie et
al., 1998). Aktuellere Studien wiesen in epithelialen Tumoren (Basalzellkarzinome,
Plattenepithelkarzinome) eine verstidrkte Expression von VDR sowie erhohte Spiegel an
mRNA von la-OHase, 24-OHase, 25-OHase und hohere 1a-OHase Aktivitiat nach (Kamradt
et al., 2003; Reichrath et al., 2004 ; Mitschele et al., 2004). Die Autoren schlossen daraus,
dass die Modulation der VDR-Expression und die lokale Synthese von 1,25(OH);D; in
Keratinozyten eine wichtige Rolle in der Wachtumsregulation von Plattenepithelkarzinomen
spielen konnte.

Auffilligerweise fiihrte 1,25(OH),D; bei Plattenepithelkarzinomzellen nicht zu einer
verstiarkten Differenzierung der Zellen (Bikle et al., 2004). Als Ursache wurde jedoch ein
Verlust an VDR oder eine veridnderte Bindungsaffinitit von 1,25(OH),D3; an den VDR
ausgeschlossen (Ratnam et al., 1996; Bikle et al., 1991; Sebag et al., 1992). Derzeit deuten
Studien auf eine Fehlregulation in der Signaltransduktion des VDR nach Aktivierung durch
1,25(0OH),D5 aus, die durch eine Uberexpression von dem DRIP-Koaktivator-Komplex in den
entarteten Zellen bedingt zu sein scheint (Bikle et al., 2003).

VDR-Polymorphismen wurden ebenfalls in Zusammenhang mit dem Auftreten und der
Prognose des Malignen Melanoms gebracht (Hutchinson et al., 2002; Gandini et al., 2008).
Han et al., 2007 fand einen Zusammenhang zwischen VDR-Polymorphismen und Vitamin D-
Einnahme bei Plattenepithelkarzinomen. Frauen mit den VDR-Genotypen Fok1 ff und Bsm1
BB, die iiber eine haufige Vitamin D-Einnahme berichteten, hatten ein statistisch signifikant
erhohtes Risiko fiir das Auftreten von Plattenepithalkarzinomen (Bsm1 BB-Genotyp: OR=
2.38, KI [1.22, 4,62]; Fokl ff-Genotyp: OR= 2.46, KI [1.23-4.90]). In einer aktuellen Meta-
Analyse (Gandini et al., 2008) war das VDR Fok1 f-Allel signifikant mit einem erhohten
Risiko fiir Hauttumoren einschlieflich dem Malignen Melanom und epithelialen Hautumoren

assoziiert. Das VDR Bsm1 B-Allel korrelierte statistisch signifikant mit einem erniedrigten
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2.4.9. Bedeutung von Vitamin D und VDR-Polymorphismen fiir die Entstehung von
Hautkrebs

Hautkrebs ist die hiufigste Neoplasie in der kaukasischen Bevolkerung. Der am haufigsten
vorkommende Hautkrebs ist das Basalzellkarzinom gefolgt vom Plattenepithelkarzinom und
Malignen Melanom. Ultraviolette Strahlung (UVR) hat auf die Haut einen karzinogenen
Einfluss und wird als wichtiger Risikofaktor fiir die Entstehung von epithelialen Hauttumoren
(English et al., 1997; Ravanat et al., 2001) und dem Malignen Melanom (Gandini et al., 2005;
Boscoe et al., 2006) angesehen. Einige Studien belegen, dass eine gemaBigte
Sonnenexposition und die dadurch bedingten hohen 25(OH)D; -Serumspiegel beim Malignen
Melanom mit einem geringeren Risiko fiir dessen Auftreten, einer relativ giinstigen Prognose
und hoheren Uberlebensraten einhergeht (Rosso et al., 2008; Boniol et al., 2006; Berwick et
al., 2005).

Diese widerspriichlichen Aussagen verdeutlichen das delikate Gleichgewicht zwischen
protektivem und schiddigendem Einfluss von UV-Licht (Berwick et al., 2005).

Trotz der schidigenden Wirkung der UVR, gilt der schiitzende Einfluss von Vitamin D vor
Hautkrebs als erwiesen. Sonnenstrahlung fiihrt zwar zu DNA-Schiden in der Haut, induziert
jedoch auch die Bildung von Vitamin D in der Haut, dessen Metabolit 1,25(OH),D3; sowohl in
gesunden Hautzellen als auch in Hautkrebszellen die Zelldifferenzierung fordert und einer
unkontrollierten Proliferation der Zellen entgegenwirkt.

Mehrere Studien erbrachten den Nachweis, dass der VDR sowohl in normalen Melanozyten
als auch in malignen Melanozyten exprimiert wird, und dass sowohl das Wachstum der
gesunden als auch der entarteten Melanozyten in vitro durch Zugabe von 1,25(OH),;D3
gehemmt werden kann (Ranson et al., 1988; Milde et al., 1991; Seifert et al., 2004; Nagpal et
al., 2005; Oberyszyn et al., 2008). Des Weiteren induzierte 1,25(OH),Ds die Apoptose von
malignen Melanozyten in vitro und hemmte die Metastasierung von maligenen Melanozyten
(Evans et al., 1996; Danielsson et al., 1998).

Untersuchungen an Patienten mit Malignem Melanom bestitigten, dass diese Patientengruppe
auffillig niedrige 1,25(OH),D; Serumspiegel aufwiesen und dies mit einer verstirkten
Tumorprogression einhergehen konnte (Niirnberg et al., 2008; Newton et al., 2006). Andere
Forschergruppen fanden einen Zusammenhang zwischen VDR-Polymorphismen und dem
Breslow Index (Hutchinson et al., 2000; Santonocito et al., 2007). Um die Bedeutung des
VDR am Wirkmechanismus des 1,25(OH);D; hervorzuheben, implantierte man

immunsupprimierten Maiusen VDR-exprimierende menschliche Zellen eines Malignen
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abwesend, wohingegen sich bei dem BAt-Allel die Schnittstellenverteilung genau
gegensitzlich verhdlt. Des Weiteren wurde liber eine zusitzliche genetische Verbindung
zwischen dem oben genannten Haplotyp baT dem langen poly(A) Arm (L-Allel) berichtet.
Der Haplotyp BAt steht in Verbindung mit dem kurzen Poly(A) Arm (S-Allel) des VDR-Gens
(Morrison et al., 1994; Durrin et al., 1999; Uitterlinden et al., 1996).

Weitere ~ Autoren  filhren eine  starke  Verbindung zwischen dem  Taql-
Einzelnukleotidpolymorphismus und dem Poly(A)-Polymorphismus an (Kiebel et al., 1998;
Blazer et al., 2000), wobei Kaukasier nachweislich ein stirkeres LD aufweisen als

dunkelhdutige Menschen (Blazer et al., 2000; p> 0,0001).

2.4.8. Hiufigkeiten der VDR-Polymorphismen in verschiedenen Bevilkerungsgruppen

Mehrere grofle Studien berichten iiber Abweichungen in der VDR-Polymorphismusverteilung
in verschiedenen Bevolkerungsgruppen (Zmuda et al., 2000; Uitterlinden et al., 2004; Fang et
al., 2003).

Das Nichtvorhandensein der Schnittstelle fiir das Apal-Restriktionsenzyms (A-Allel) wurde
in der asiatischen Bevolkerung mit 74% als héaufig auftretend beschrieben, wohingegen der
Anteil in der kaukasischen Bevolkerung bei 41% und in der afrikanischen Bevolkerung bei
31% lag. Der Anteil fir das Nichtvorhandensein der Schnittstelle fiir das Taql-
Restriktionsenzyms lag in der kaukasischen Bevolkerung bei 43%, in der asiatischen
Bevolkerung bei 8% und in der afrikanischen Bevolkerung bei 31%. Uber den vor Kurzem
erstmals beschriebenen VDR-Polymorphismus Bgll, der ebenfalls in die vorliegende
Dissertation eingeht, liegen derzeit noch keine Daten zu seiner Vorkommenshéufigkeit in den
verschiedenen Bevolkerungen vor (John et al., 2007).

In der kaukasischen Bevolkerung wurde ein gehiduftes Vorkommen des Haplotypen 2 (BAt),
in der asiatischen Bevolkerung des Haplotypen 1 (baT) festgestellt.

Trotz der unterschiedlichen  Verteilung der VDR-Polymorphismen in den
Bevolkerungsgruppen geht man davon aus, dass ein bestimmter Polymorphismus in jedem
Individuum dieselbe Funktion erfiillt. Diese Annahme liegt vor allem in der Tatsache
begriindet, dass das endokrine Vitamin-D-System in allen Bevolkerungsgruppen die gleiche

Funktion erfiillt.
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Erschwerend fiir die Analyse der tatsdchlichen Auswirkung des untersuchten Polymorphismus
auf die Inzidenz und den Verlauf einer bestimmten Neoplasie ist die Tatsachte, dass
zahlreiche Studien von einen Zusammenhang nur im Beisein anderer Risikofaktoren wie UV-
Bestrahlung (John et al., 2007; John et al, 2005), oraler Vitamin D- und Kalziumeinnahme
(McCullogh et al., 2007) und dem 25(OH)D3; Serumspiegel (Lowe et al., 2005) berichten.

2.4.7. Linkage disequilibrium

Ein weiterer wichtiger Begriff im Zusammenhang mit VDR-Polymorphismen ist der des
,Linkage disequilibriums® (LD). Das LD beschreibt die gemeinsame Vererbung von nah
aneinander liegenden Polymorphismen auf demselben Allel (Wall and Pritchard, 2003).

Dies ermoglicht bei Anwesenheit eines bestimmten Polymorphismus eine Vorhersage iiber
die Prisenz eines anderen, mit diesem verbundenen Polymorphismus, da in der Evolution nur
eine sehr geringgradige Rekombination zwischen diesen beiden Polymorphismen aufgetreten
ist. Eine hohe Anzahl von LDs in einem Genlocus geht somit mit einer nur begrenzten Anzahl
von Haplotypen einher.

Ein Haplotyp kann in diesem Fall definiert werden als Nukleotidsequenzbereich mit
aneinander grenzenden Polymorphismen, die als gemeinsamer Block weitervererbt werden
(Gabriel et al., 2002; Uitterlinden et al., 2004).

Die GroBe dieses Blocks kann zwischen 5 und > 50 kb wvariieren, wobei die
Durchschnittsgroe bei 10-20 kb liegt (Gabriel et al., 2002; Wall and Pritchard, 2003;
Uitterlinden et al., 2004; The International HapMap Consortium, 2003).

Die Haplotyp-Struktur des VDR-Gens ist ein wichtiger Parameter in der Untersuchung des
Ausmales, in dem ein Polymorphismus Einfluss auf die Entstehung und den Verlauf einer
Krankheit, beispielsweise einer Krebserkrankung, ausiibt. Folglich wére es moglich, aufgrund
eines bestehenden LD eine nachgewiesene Assoziation zwischen einem bestimmten
Polymorphismus und einem erhohten Krebsrisiko ebenso einem anderem, benachbarten
Polymorphismus zuzuschreiben.

Auf dem VDR-Gen wurde ein starkes LD auf dem 3’er-Ende des Gens zwischen den
Einzelnukleotidpolymorphismen Bsm1, Apal und Taql beschrieben (Morisson et al., 1992;
Morisson et al., 1994; Ingles et al, 1997; Durrin et al, 1999).

Die Haplotypen 1 (baT 48%) und 2 (BAt 40%) wurden als die beiden hdufigsten Haplotypen
beschrieben (Uitterlinden et al., 1996). In dem baT-Allel sind die Schnittstellen der
Restriktionsenzyme Bsm1 und Apal vorhanden, die Schnittstelle fiir das Taql-Enzym jedoch
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2.4.6. Polymorphismen des Vitamin-D-Rezeptors

Als Polymorphismen bezeichnet man Genvarianten, die mit einer Hiaufigkeit von mindestens
einem Prozent in einer Population auftreten und funktionelle Auswirkungen haben konnen.
Genvarianten, die mit weniger als einem Prozent in der Bevolkerung vertreten sind, werden
dagegen als Mutation bezeichnet.

Bisher wurden mehr als 196 Polymorphismen in der Promoter-Region, in und um die Exons
2-9 und in der 3-UTR’-Region des VDR nachgewiesen (Uitterlinden et al., 2004; Fang et al.,
2005; http://egp.gs.washington.edu/data/vdr/vdrxx.csnps.txt), wobei einige davon einen
Einfluss auf die Aktvitit von 1,25(0OH),D5; zu haben scheinen (Haussler et al., 1997). Derzeit
sind erst wenige dieser Polymorphismen genauer untersucht, wobei es sich groftenteils um
Einzelnukleotidpolymorphismen (SNP = single nukleotid Polymorphismen; RFLPs=
restriction fragment length polymorphisms) mit noch unbekannter Funktion handelt. Des
Weiteren kann man bisher nicht ausschlieBen, dass eine mogliche Erkldrung fiir einige
beobachtete Phinomene, wie beispielsweise der Tatsache, dass ein GroBteil der entdeckten
VDR Polymorphismen in ,regulatory areas“ und nicht in kodierenden Exons entdeckt
wurden, darin liegen konnte, dass der untersuchte Polymorphismus selbst funktionslos ist,
jedoch mit anderen Polymorphismen auf dem VDR-Gen oder einem nahe gelegenen anderen
Gen in Verbindung steht (Uitterlinden et al., 2004). Erste publizierte Studien iiber VDR-
Polymorphismen deckten mogliche Zusammenhidnge mit dem Knochenstoffwechsel, vor
allem der Osteoporose auf (Gross et al., 1996; Minamitani et al., 1996; Uitterlinden et al.,
2004). Neuere Publikationen berichten iiber einen warscheinlichen Einfluss bestimmter VDR-
Polymorphismen auf die Inzidenz und den Verlauf bestimmter Autoimmunerkrankungen
(Goldberg et al., 1986; Miiller et al., 1996; Catorna et al., 2000; Adorini et al., 2002) sowie
Krebserkrankungen (Haussler et al., 1998).

Niher betrachtet liegt die Mehrzahl der identifizierten Polymorphismen des VDR-Gens in
regulatorisch wirksamen Abschnitten des Gens wie beispielsweise dem 5’-Promotor-Bereich
und der 3’-UTR-Region (Fang et al., 2005).

Zu den hidufig untersuchten Allelvarianten gehoren ein das Startcodon verdndernder
Polymorphismus in Exon 2 (Fok1) (Gross et al., 1996; Sturzenbecker et al., 1994; Bernd et
al., 2006), Polymorphismen im Intron 8, die die Schnittstelle fiir das Bsml-und Apal-
Restriktionsenzym bilden (Faraco et al., 1989; Morrison et al., 1992), ein @hnlicher
Polymorphismus im Exon 9 (Codon 352), welches die Schnittstelle fiir das Taql-

Restriktionsenzym bildet und eine PolyA-Region in dem 3’-Umgehungsbereich.
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2.4.4. Bedeutung des Vitamin D fiir die Haut

Einige Studien belegten, dass in der Niere gebildetes 1,25-Dihydroxycholecalciferol im
Serum in einer zu geringen Konzentration vorliegt um {iiber den, durch die Keratinozyten
exprimierten Vitamin D-Rezeptor wirken zu kénnen (Matsumoto et al., 1991; Prystowsky et
al., 1996). Man hat gezeigt, dass in Kultur gehaltene Keratinozyten zugefiigtes 25(OH)Ds zu
1,25(0OH),;D3; metabolisieren konnen (Bikle et al., 1986) und somit Keratinozyten einen
eigenen Vitamin D3-Stoffwechsel besitzen (Lehmann et al., 2001; Lehmann et al., 2003).
Dabei wird 25(OH)Ds in die Keratinozyten aufgenommen und steht somit als Substrat fiir die
CYP27B1 zur Verfiigung.

Zahlreiche, sowohl in vitro als auch in vivo durchgefiihrte Studien wiesen eine Dosis-
abhédngige Wirkung von Vitamin D-Analoga auf die Proliferation und Differenzierung von
Zellen nach. In niedrigen Konzentrationen forderte 1,25(OH),D; die Proliferation von
Keratinozyten in vitro (Bollag et al., 1995; Itin et al., 1994; Gniadecki et al., 1996); hohe
Dosierungen fiihrten zu einer kompletten Hemmung der Proliferation (Bikle et al., 1991;
Sebag et al., 1992; Gniadecki et al., 1996). Obwohl die genauen Mechanismen, die diesem
biphasischen Effekt zugrunde liegen, bisher nicht vollstindig geklart sind geht man davon

aus, dass der Vitamin D-Rezeptor dabei eine essentielle Rolle spielt (Holick et al., 1999).

2.4.5. Der Vitamin D-Rezeptor

Der Vitamin D-Rezeptor (VDR) zéhlt zur Superfamilie der nukledren Rezeptoren (NR 111;
nuclear receptor subfamily 1, group I, member 1) (Moore et al., 2006). Es handelt sich um
einen fiir 1,25(0OH);D3; hochaffinen Steroidrezeptor, der als Liganden-aktivierter
Transkriptionsfaktor die Transkription bestimmter Zielgene aktiviert oder hemmt. Das aktive
Vitamin D (1,25(OH),D3) wird hundertmal stirker an VDR gebunden als 25 (OH)D3; oder
24,25 (OH),D;.

Der VDR wird durch ein iiber 100 Kilobasen langes Gen kodiert, das auf dem Chromosom
12q12-14 lokalisiert ist (Baker et al., 1988). Es besitzt eine grole Promoter Region, die es
ermoglicht verschiedene gewebespezifische Proteine herzustellen (Crofts et al., 1998).

Der VDR wurde in vielen Geweben nachgewiesen, darunter auch in gesunder Haut und
epithelialen Hauttumoren (Stumpf et al., 1979; Smith et al., 1986; Baker et al., 1988; Milde et
al., 1991, Reichrath et al., 2004).
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2.4.3. Bedeutung von Vitamin D in der Krebsprivention

Eine grole Anzahl an weltweiten Studien befasst sich mit der Rolle von Vitamin D in der
Pravention von Krebserkrankungen. Schon 1941 beobachtete Aperly, dass Menschen, die in
sonnigeren Klimazonen leben, ein geringeres Krebsrisiko haben als Menschen in weniger
sonnigen Klimazonen (Aperly et al., 1941). Es zeigte sich, dass Frauen, die im sonnigen
Stidwesten der USA leben, ein um fiinfzig Prozent erniedrigtes Risiko haben Brustkrebs zu
entwickeln als Frauen im weniger sonnigen Nordosten (Garland et al., 1990). Auch weitere
Autoren bestitigten, dass Sonnenexposition und Vitamin-D-reiche Erndhrung das
Brustkrebsrisiko signifikant senken (John et al., 1999). Nachweislich steht die Hohe des
Risikos an Prostata-Krebs zu erkranken in direktem Zusammenhang mit der
Sonnenexposition. Eine geringere Sonnenexposition resultiert in einem erhohtem Prostata-
Krebs-Risiko (OR= 3.3, KI: 1.59-5.78) und einem friiherem Auftreten der Neoplasie
(mittleres Lebensalter 67 Jahre vgl. mit 72 Jahren, p= 0.006) (Luscombe et al., 2001).

Des Weiteren wurde beschrieben, dass durch eine lingere Sonnenexposition das Brust- und
Darmkrebsrisiko um 1/3 verringert werden kann (Ainsleight HG, 1993). Das gleiche Ergebnis
wurde bei einem 25(OH)D3s Serumspiegel von > 20ug/l erzielt, was den Zusammenhang mit
Vitamin D bestitigte (Garland et al., 1989).

Eine Metaanalyse iiber den Zusammenhang zwischen Vitamin D und Darmkrebs fand heraus,
dass ein hoher Vitamin-D-Serumspiegel mit einem signifikant erniedrigten Darmkrebsrisiko
einhergeht (Gorham ED et al., 2007) wobei Studien, die allein mit der Nahrung
aufgenommenes Vitamin D beriicksichtigten, zum Teil widerspriichliche Ergebnisse lieferten
(Grant et al.,, 2004). Aktuelle Studien bestdtigen, dass hohe Vitamin- D- Serumspiegel
aufgrund einer Hemmung der Zellproliferation und Forderung der Zelldifferenzierung durch
aktives Vitamin D protektiv gegen Krebserkrankungen wirken (Deep et al., 2007).

Weitere Studien betonten die Bedeutung des Sonnenlichts in der Krebsvorsorge, indem sie in
sonnenreichen Gegenden eine Risikosenkung fiir Brust-, Eierstock-, Darm-, Prostata-, Blasen,
Gebarmutter-, Speiserohren-, Rektum-, Pankreas- und Magenkrebs sowie Non-Hodgkin

Lymphom nachwiesen (Grant WB et al., 2002; Grant WB et al., 2003).
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2.4.2. Bedeutung von Vitamin D in der Entstehung und Privention von multiplen

Erkrankungen

Vitamin D-Mangel fiihrt zu einer gestorten Mineralisation der Knochen und duBert sich bei
Kindern durch Knochenerweichung, Wachstumsstorungen mit Deformititen,
Muskelschwiche und Tetanie. Im Erwachsenenalter fithrt Vitamin D-Mangel zur
Osteomalzie, einer Erweichung der Knochen, die oft mit pathologischen Frakturen einhergeht.
Die Symptome des Vitamin D-Mangels wurden in der Geschichte erstmals durch den
englischen Arzt Daniel Whistler im Jahre 1645 unter dem Krankheitsbild der Rachitis
zusammengefasst (Hess et al., 1929). Die Suche nach einem Heilmittel fiir Rachitis fiihrte zur
Entdeckung des Vitamin D (Rajakumar et al., 2003).

In den frithen achtziger Jahren entdeckte der japanische Forscher Tatsuo Suda, dass sich
unreife krebsartige Leukdmiezellen nach Gabe des Hormons differenzierten, reiften und
aufhorten zu wachsen (Suda et al., 1984). Zusitzlich fand eine Gruppe von Forschern unter
der Leitung von S.C. Manolagas heraus, dass Vitamin D einen entscheidenden Einfluss auf
das Immunsystems zu haben scheint (Manolagas et al., 1987). Diese Erkenntnis wurde 1993
durch S. Yang und andere Forscher in DelLucas Laboratorium bestitigt, indem sie eine
immunsupressive Wirkung von Vitamin D bei Ratten nachwiesen (Yang et al., 2003). In den
90er-Jahren wurde anhand einer Studie an Prostata-Zellen gezeigt, dass die aktive Form des
Vitamin D auch extrarenal gebildet wird und viele Korperzellen ihren eigenen
Enzymmechanismus besitzen, um 25(OH)D3 in aktives Vitamin D (1,25(0OH),;Ds3) zu
konvertieren (Schwartz et al., 1998).

In vielen verschiedenen Geweben iibt das aktive, lokal gebildete Vitamin D autokrine
Funktionen aus. Diese umfassen die Zelldifferenzierung, die Hemmung der Zellproliferation,
die Apoptose, die Immunmodulation sowie die Kontrolle anderer hormonaler Systeme
(Colston et al., 2002; Banerjee et al., 2003; Ordonez-Moran et al., 2005). Nach bisherigen
Untersuchungen ist eine Unterversorgung mit Vitamin D ein Risikofaktor fiir viele
verschiedene Krankheiten. Dazu zdhlen Autoimmunerkrankungen wie zum Beispiel Multiple
Sklerose (Goldberg et al., 1986; Hayes et al., 1997), Diabetes mellitus Typ 1 (Hypponen et
al., 2001), Morbus Crohn, Systemischer Lupus erythematodes (Adorini et al, 2002;
Thomasset et al., 1994; Miiller et al., 1996) und rheumatoide Arthritis (Hein et al., 2000). Des
Weiteren wurde ein niedriger Vitamin D-Spiegel im Blut mit arterieller Hypertonie (Rostand
et al., 1979), Koronarer Herzerkrankung (Scragg et al., 1990; Zittennan et al., 2003) und

Infektionskrankheiten wie Tuberkulose in Verbindung gebracht.
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2.4. Struktur und Bedeutung von Vitamin D

2.4.1. Struktur

Vitamin D3 ist das physiologisch im Ko&rper vorkommende Vitamin D. Der historische
Begriff ,,Vitamin‘ ist dabei nicht vollstindig zutreffend. Definitionsgemil3 sind Vitamine
organische Verbindungen, die der Organismus nicht als Energietriger sondern fiir
lebenswichtige Funktionen benétigt. Diese konnen nicht vom Korper synthetisiert werden und
miissen deshalb mit der Nahrung, zum Teil als Vorstufe (Provitamin), aufgenommen werden.
Vitamin D ist der Oberbegriff fiir eine Gruppe lipophiler Verbindungen, die sich von
Cholesterin ableiten und ein konjugiertes Triensystem enthalten.

Die mit der Nahrung aufgenommenen, aber auch korpereigenen D Vitamine sind Vorstufen
der aktiven Form des Vitamin D, dem 1,25-Dihydroxycholecalciferols (1,25-
Dihydroxyvitamin D3, 1,25(OH);D3). Zu den Vorstufen gehéren Cholecalciferol (Calciol)
und 25-Hydroxycholocalciferol (Calcidiol).

In der Leber wird aus Cholesterin das 7-Dehydrocholesterol (Provitamin D3, 7-DHC)
synthetisiert, das anschlieend in der Haut durch Spaltung eines Kohlenwasserstoffrings zu
Cholecalciferol transformiert wird (Holick et al., 1980). Dieser Prozess ist eine UVB-
induzierte photochemische Reaktion mit einer maximalen Spektrumwirksamkeit bei 297 nm.
Das so entstandene Cholecalciferol wird im Blut nach Bindung an Carrierproteine, vor allem
an DBP (Vitamin D-binding protein), zur Leber transportiert, wo es durch Hydroxylierung an
Position C25 zu 25-Hydroxycholecalciferol umgewandelt wird. 25-Hydroxycholecalciferol
wird, an DBP gebunden, weiter zur Niere und anderen Geweben transportiert und dort an der
Cla.-Position zu dem physiologisch wirksamen 1,25-Dihydroxycholecalciferol (1la,
25(0OH),Ds; Calcitriol) hydroxyliert. Dieser letzte Schritt erfolgt durch die Aktivierung der
25-Hydroxyvitamin D-1a-Hydroxylase (CYP27B1) unter Einfluss von Parathormon (PTH).
Calcitriol wirkt zum Teil direkt an der Niere, wird jedoch auch, an DBP gebunden, zu
Geweben transportiert, die ebenfalls den Vitamin D-Rezeptor (VDR) besitzen. Zu diesen
Geweben zihlen vor allem die Knochen, der Gastrointestinaltrakt und die Nebenschilddriise.
Die intrazellulire Verstoffwechslung des Calcitriols beginnt mit der enzymkatalysierten

Hydroxylierung an Position C24 durch die Vitamin D-240Hase (CYP24A1).
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Der Differenzierungsgrad von Plattenepithelkarzinomen wird nach Broders (Broders et al.,
1920) in 4 Grade eingeteilt, wobei die Gradeinteilung von dem Anteil undifferenzierter
Tumorzellen abhéngt (Anteil undifferenzierter Tumorzellen bei Grad I <25%, bei Grad 11
<50%, bei Grad III < 75%, bei Grad IV > 75%). Der Differenzierungsgrad ist prognostisch
von Bedeutung. Ein hoher Differenzierungsgrad geht mit starker Verhornungsneigung einher,
wihrend histologisch undifferenzierte Tumorzellen gehduft Atypien, Hyperplasien und
Hyperchromasien sowie atypische Mitosen aufweisen. Desmoplasien stellen dabei einen hoch
signifikanten (p < 0,001) prognostischen Faktor fiir Plattenepithelkarzinome dar und gehen
mit einer erhohten Metastasierungs- und Rezidivrate einher (Breuninger et al., 1997).
Zusitzlich hidngt die Prognose wesentlich von der Tiefenausdehnung des Karzinoms ab, die
durch die Tumordicke in Millimeter angegeben wird, dem Einbrechen des Tumors in
lymphozytire und vaskuldre Strukturen, der Lokalisation, den vorrausgegangenen
Risikofaktoren und Behandlungsversuchen sowie einer bestehenden Immunsupression bei
dem Patienten (Rowe et al., 1992; Peter et al., 1999; Khanna et al., 2003).

Je undifferenzierter das histopathologische Bild des Tumors und je grofler die Eindringtiefe,
desto schlechter die Prognose (Khanna et al., 2003). Therapeutisch steht an erster Stelle die
radikale operative Entfernung des Tumors im Gesunden. Das Risiko, nach der OP ein
Lokalrezidiv zu entwickeln, ist dabei geringer als bei Basalzellkarzinomen. Des Weiteren
kommen Kryotherapie und im Falle der Inoperabilitit primére ionisierende Strahlentherapie
oder systemische Chemotherapie zur Anwendung (Braun-Falco et al., 2003).

In den letzten Jahren kam es zu einer deutlichen Zunahme der Bedeutung von Vitamin-D-
Metaboliten fiir die Therapie und Pridvention verschiedener Erkrankungen, einschlieBlich des
Plattenepithelkarzinoms. FEine in 2004 veroffentliche Studie (Reichrath et al., 2004)
untersuchte das Vitamin-D-System in Plattenepithelkarzinomen (n=15 SCC, n=5 Kontrollen)
mit der Hauptfragestellung nach einer moglichen Pridvention- und Therapieoption von
Plattenepithelkarzinomen durch Vitamin-D-Analoga. Dabei zeigte sich eine dosisabhiingige
Hemmung der Zellproliferation durch 1,25(OH),Ds3 in vitro. In einer fritheren Studie (Welsh
et al.,, 1994) wurde ein Zusammenhang zwischen 1,25(OH);D; und einer erhohten
Apoptoserate in Mamma-Ca Zellen beschrieben. Obwohl dieser Zusammenhang fiir
Plattenepithelkarzinomzellen nicht bestitigt werden konnte (Reichrath et al., 2004), werden.
Plattenepithelkarzinome als potentielle Zielstrukturen einer Therapie mit Vitamin-D-Analoga

angesehen.
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krankheitsinduzierte Immunsupression, Genodermatosen (Xeroderma pigmentosum,
Albinismus), humane Papillomaviren (Typ 5, 16 und 18), chronische Wunden,
langbestehende Narben und chronische Dermatosen wie beispielsweise Lupus erythematodes
und Lichen ruber. Plattenepithelkarzinome, die auf chronisch vorbestehenden Dermatosen
oder in vorbestehenden chronischen Wunden und Narben entstehen, zeigen deutlich
agressivere Verldufe mit erhohter Metastatsierungstendenz (Kerl et al., 2003). Die Entstehung
der Plattenepithelkarzinome beruht auf einer Multischrittkarzinogenese, wobei Mutationen im
Tumorsuppressorgen p53 UV-typische Verdnderungen sind und bei 60-75% der
Plattenepithelkarzinome nachweisbar sind. Mutationen im p53-Gen fiihren dazu, dass DNA
Schiden nicht mehr im ausreichenden Maf3e eliminiert werden konnen. Sie stellen eher frithe
Ereignisse in der Karzinogenese dar und sind alleine fiir eine maligne Transformation nicht
ausreichend. Weitere relevante Onkogene sind Onkogene der ras-Superfamilie, die auf
Proliferation, Differenzierung und Zellmetabolisierung Einfluss ausiiben und dadurch bei
Mutationen zu einem unkontrollierten Zellwachstum fithren konnen sowie das bcl2-Gen, das
als Apoptosehemmer dient (Kerl et al., 2003).

Klinisch entwickeln sich Plattenepithelkarzinome als wenig auffillige, fest und breit
aufsitzende, keratotische, wenig erhabene Plaques, die mit zunehmender Entziindungsreaktion
in der Umgebung in einen exo- und endophytisch wachsenden Tumor iibergehen. Die
Tumoren sind meist nicht schmerzhaft, jedoch leicht verletzlich und zum Teil knotig oder
ulzeriert. Spinaliome entstehen vor allem in Bereichen sonnenexponierter Haut (Gesicht,
Stirn) und im Bereich der Schleimhiute und Ubergangsschleimhiute (Lippen-, Zungen-,
Penis-, Vulva- und Analkarzinome) (Kricker et al., 1994). Histopathologisch sind
Spinaliomzellen grofe, plasmareiche, den Keratinozyten des Stratum spinosum &hnelnde
Zellen. Sie wachsen von den unteren Epidermisschichten aus in Tumorzapfen in die Dermis
vor, wobei sie die Basalmembranzone durchbrechen. Im Bereich des Tumors zeigen sich
konzentrisch angeordnete Keratinozyten mit einer parakeratotischen Keratinisationszone im
Zentrum, den sogenannten Hornperlen. Zusitzlich ist das Plattenepithelkarzinom meist von
einem lymphoidzelligem Infiltrat umgeben, das jedoch nicht den Tumor infiltriert und diesen
scharf abgegrenzt erscheinen ldsst. Die typische Schichtung der Keratinozyten ist nicht mehr
nachweisbar und je nach Differenzierungsgrad zeigen sich vermehrt Kern- und
Zellpleomorphien wobei Interzellularbriicken fehlen kénnen (Kane et al., 2004; Kerl et al.,
2003). Es sind mehrere Varianten von Plattenepithelkarzinomen bekannt, darunter das
akantolytische Plattenepithelkarzinom, das desmoplastische Plattenepithelkarzinom, der

Morbus Bowen und das Keratoakanthom (Johnson et al., 1992; Kane et al., 2004).
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Ansprechen der Tumorzellen auf Steroidhormone (Retinoide, Calcitriol) sich direkt
proportional zu der Zahl an zugehorigen Rezeptoren verhilt (Costa et al., 1987). In
Basalzellkarzinomen wurde eine starke VDR-Expression nachgewiesen, die gleichermal3en
bei verschiedenen untersuchten Basalzellkarzinomformen (noduldres Basaliom, superfiziell
spreitendes Basaliom) auftrat (Mitschele et al., 2004; Reichrath et al., 1999). Friihere Studien
zeigten eine Modifikation der VDR-Expression in Keratinozyten und anderen Zellen durch
Zytokine in vitro (Reichrath et al., 1991; Krishnan et al., 1995). Man vermutete, dass es in
Basaliomen durch freigesetzte Zytokine aus Entziindungszellen des umgebenden Stromas zu
einer Hochregulierung der VDR-Expression kommen konnte (Mitschele et al., 2004). Eine
2004 verdffentlich Studie wies in Basalzellkarzinomen eine Uberexpression von mRNA der
24-OHase nach (Mitschele et al., 2004), wobei bereits in Mamma-Ca Zellinien der 24-OHase
ein onkogenes Potential zugeschrieben wurde (Albertson et al., 2000). Forscher sehen in einer
pharmakologischen Hemmung der 24-OHase mit einer dadurch gesteigerten Sensitivitit
gegeniiber Vitamin D Analoga einen vielversprechender Therapieansatz (Mitschele et al.,

2004).

2.3. Das Plattenepithelkarzinom der Haut

Das Plattenepithelkarzinom (auch Spinaliom, Spinozellulidres Karzinom, Stachelzellkarzinom,
Epithelioma spinocellulare) ist neben dem Basalzellkarzinom der zweithdufigste maligne
Tumor der Haut mit einer Inzidenz in Europa von 25-30 Neuerkrankungen je 100.000
Einwohner pro Jahr (Kerl et al., 2003). Definitionsgemall handelt es sich um einen Tumor
epidermalen Ursprungs, der in seiner intraepithelialen Form einem Carcinoma in situ
entspricht und der, in einem sehr variablen Zeitraum von Wochen bis Jahren in die invasive
Form mit den Charakteristika eines malignen Tumors iibergeht (Broders et al., 1921). Er weist
ein lokal destruierendes Wachstum auf und kann durch lymphogene und hidmatogene
Metastasierung zu einem letalen Ausgang fiihren (Broders et al., 1921)

Plattenepithelkarzinome treten meist im hoheren Lebensalter, vor allem im siebten bis achten
Lebensjahrzehnt, auf und betreffen besonders wenig pigmentierte, hellhdutige Menschen
(Hauttypen I und II nach Fitzpatrick et al., 1988; De Gruijl et al., 1999). Ménner erkranken 2-
Smal hidufiger als Frauen, was groBtenteils auf eine erhohte Exposition gegeniiber
kanzerogenen Noxen (Teer, Mineralole, Polyzyklische Aromaten, Arsen,
Rontgenbestrahlung, UV-Licht, méiBige Hitzeexposition) zuriickzufiihren ist (De Gruijl et al.,

1999; Braun-Falco et al., 2003). Weitere priadisponierende Faktoren sind Zytostatika- oder
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sonnenlichtexponierten Arealen der Haut (Lichtterrassen). Es ist zu >80% in den oberen 2/3
des Gesichtes lokalisiert (Miller, 1991) und betrifft vor allem Menschen mit
sonnenempfindlicher Haut (Hauttypen I und II; Fitzpatrick et al., 1988). In seltenen Féllen
kann es auch im Rahmen genetischer Krankheiten wie dem Gorlin-Goltz-Syndroms
(Basalzellndvussyndroms; 1960; Mutation in PATCHED-Gen; Chromosom 9; autosomal
dominant vererbt) (Ingrid Moll, Duale Reihe, 2005), dem Basex Syndroms (follikulires
Atrophoderm; 1964; X-chromosomal dominant vererbt) (Yung and Newton-Bishop, 2005)
sowie der Xeroderma pigmentosum (Autosomal rezessiv vererbter Defekt des DNA-
Reparatursystems; Endonukleasemangel) (Altmeyer et al., 2003) auftreten.

Initial imponieren Basaliome als stecknadelkopfgrosse, hautfarbene, derbe Knotchen
(Basaliomperlen) oder als hautfarbene Induration mit perlartigem Randwall und
Teleangiektasien. Immunhistologisch findet man in diesem Stadium bereits eine
Zytokeratinausstattung, die Basaliomzellen von epidermalen Keratinozyten oder
Plattenepithelkarzinomzellen unterscheidet (Moll et al., 1982; Lavrijsen et al., 1989).

Die Wachstumstendenz der Basaliome ist sehr langsam, sowohl das horizontale als auch das
vertikale Wachstum betreffend. Kerr und Seargel (1972) bezeichneten das Wachstum der
Basaliome als ,,paradoxically slow growth rate*.

Eine mogliche Erkldrung fiir das langsame Wachstum von Basalzellkarzinomen kénnte darin
begriindet liegen, dass Basaliome im Vergleich zu Malignen Melanomen bei gleichem
Mitoseindex einen deutlich hoheren Apoptoseindex haben (Mooney et al., 1995). Dariiber
hinaus berichten Studien, dass das Ausmall der VDR-Expression ebenfalls das
Wachstumsverhalten der Basalzellkarzinome beeinflusst (Mitschele et al., 2004).

Klinisch unterscheidet man verschiedene Formen. Dazu zihlen das solide, das zystische, das
sklerodermiforme, das superfizielle, das pigmentierte und das multizentrische
Basalzellkarzinom. Hiufig finden sich innerhalb eines Basalioms Uberginge zwischen diesen
Wachstumsformen. Aus Transplantationsversuchen ging hervor, dass Basaliome nur bei
vorhandenem Stroma proliferationsfihig sind (Miller et al, 1991a). Dieser enge
Zusammenhang zwischen dem epithelialem Parenchym und ihrem tumorspezifischen Stroma
wird als mogliche Ursache der fehlenden Metastasierungsfiahigkeit des Basalioms diskutiert
(Miller et al., 1991b)

Therapeutisch stellt die Exzision im Gesunden mit histologischer Schnittrandkontrolle die
Therapie der ersten Wahl dar. In der Literatur wird eine erfolgreiche Behandlung von
Hauttumoren, einschlieBlich des Basalzellkarzinoms, durch eine Kombinationstherapie mit

1,25(OH)2D3 und Isotretinoin berichtet (Majewski et al., 1994). Es ist bekannt, dass das



15

2. EINLEITUNG

2.1. Fragestellung der Dissertation

Aus der Literatur ist eine Vielzahl von Studien bekannt, die signifikante Zusammenhinge
zwischen bestimmten VDR-Poymorphismen und der Entstethung von Tumoren nachweisen
konnten. Bisher wurde jedoch nur in sehr wenigen Studien der Einfluss der VDR-
Polymorphismen auf die Entstehung von Hauttumoren untersucht. Es ist keine Studie
bekannt, die die Kombination der VDR-Polymorphismen Apal, Taql und Bgll in Hinblick
auf Basalzellkarzinomen und Plattenepithelkarzinomen untersuchte. In dieser Arbeit sollten
erstmals folgende Fragen beantwortet werden:

1. Besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen den untersuchten VDR-
Polymorphismen (Apal, Taql, Bgll) und dem Auftreten von Basalzellkarzinomen
und Plattenepithelkarzinomen?

2. Korrelieren die untersuchten VDR-Polymorphismen (Apal, Taql, Bgll) mit weiteren
Risikofaktoren  (Alter, Geschlecht) in Bezug auf das Auftreten von
Basalzellkarzinomen und Plattenepithelkarzinomen?

3. Haben die untersuchten VDR-Polymorphismen (Apal, Taql, Bgll) einen

signifikanten Einfluss auf die Lokalisation der aufgetreten epithelialen Hauttumoren?

2.2. Das Basalzellkarzinom

Das von Krompecher 1900 erstmals beschriebene Basalzellkarzinom (auch: Basaliom,
Epithelioma basocellular) stellt den hdufigsten malignen Tumor der hellhdutigen Rasse dar
(Miller et al., 1991). Es handelt sich um einen, von den basalen Zellschichten der Epidermis
und der Follikel ausgehender Tumor, der invasiv und destruierend wéchst, jedoch fast nie
metastasiert (Miller et al., 1991). Er wird daher als semimaligner Tumor bezeichnet.

Das Basaliom ist vor allem ein Tumor des dlteren Menschen und hat einen Haufigkeitsgipfel
um das 65. Lebensjahr. Als wichtiger &dtiologischer Faktor fiir die Entstehung eines Basalioms
ist die aktinische Belastung in Form einer chronisch rezidivierenden UV Exposition
anzusehen (Ingrid Moll, Duale Reihe, 2005). Zusitzlich wird dem Hedgehog Signalweg eine
entscheidende Rolle in der Karzinogenese des Basalioms zugesprochen (Bale et al., 2001;

Lacour et al., 2002). Die bevorzugte Lokalisation des Basalioms befindet sich in chronisch
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1.2. Summary

Genetic variants of the vitamin D receptor (VDR) in cutaneous squamous

cell carcinomas (SCC) and basal cell carcinomas (BCC)

Vitamin D deficiency is associated with various types of cancer, and 1,25(OH),D3, the active
vitamin D metabolite, has been shown to have antiproliferative and pro-differentiative effects
in many cell populations including skin keratinoctes. Functional polymorphisms along the
105 kilobyte vitamin D receptor (VDR) may have important implications for successful
chemoprevention or response to therapy as the VDR mediates most actions of 1,25(OH),Ds.
Consequently, it has been shown that VDR polymorphisms are associated with various types
of cancer.

In the present dissertation, a gene sequencing approach was used to analyse the presence of
several VDR polymorphisms (Apal, Taql, Bgll) in basal cell carcinomas (BCC, n=73) and
cutaneous squamous cell carcinomas (SCC, n= 75) as compared to healthy controls (n=51).
Moreover, other factors such as tumour localisation, gender and age were examinated to test
the hypothesis that VDR polymorphisms were associated with skin cancer by interacting with
these factors. No statistically significant varieties were observed in the distribution of the
VDR polymorphisms in the tumour groups compared to the healthy controls although there
was an obvious trend for several VDR polymorphisms to be more frequent in basal cell
carcinomas or cutaneous squamous cell carcinomas with changes being in general more
pronounced in basal cell carcinomas as compared to cutaneous squamous cell carcinomas
(Apal Aa genotype: 53,4% in BCC, 50,7% in SCC, 45,1% in healthy controls; Taql Tt
genotype: 59,2% in BCC, 43,9% in SCC, 48,0% in healthy controls; Bgll Bb genotype:
54,5% in BCC, 50,0% in SCC, 43,1%). The male gender was significantly associated with
higher tumour risk. This association did not vary with VDR genotype. In conclusion, the
analysed VDR polymorphisms may be of importance in the development of basal cell
carcinomas and cutaneous squamous cell carcinomas but further exploration of these findings

and their implications is required.
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1. ZUSAMMENFASSUNG

1.1. Zusammenfassung

Vitamin-D-Mangel wird als Risikofaktor mit dem Auftreten verschiedener Krebsarten in
Verbindung gebracht. Es ist bekannt, dass der aktive Vitamin-D-Metabolit (1,25(0OH),D3)
antiproliferativ und fordernd auf die Zelldifferenzierung vieler Zellpopulationen, daruter
Keratinozyten wirkt. Die Stoffwechseleffekte des 1,25(OH),Ds; werden iiber den nukleédren
Vitamin-D-Rezeptor (VDR) vermittelt, dessen Gen 105 Kilobasen umfasst. Neben Vitamin-
D-Mangel wurden auch bestimmte VDR Polymorphismen mit einem gehéduften Auftreten von
Neoplasien in Verbindung gebracht. Ziel dieser Arbeit ist es die Bedeutung von genetischen
Varianten des Vitamin D Rezeptors fiir das Auftreten von kutanen Plattenepithelkarzinomen
und Basalzellkarzinomen zu untersuchen. Dazu wurden durch Gensequenzierung mehrere
VDR-Polymorphismen (Apal, Taql, Bgll) in Basalzellkarzinomen (BCC, n=73) und
Plattenepithelkarzinomen (SCC, n=75) analysiert und mit gesunden Kontrollen verglichen
(n=51). Dariiber hinaus wurden weitere Faktoren wie Tumorlokalisation, Geschlecht und
Alter der Tumorpatienten untersucht. Dabei zeichnete sich ein deutlicher, jedoch nicht
statistisch signifikanter Trend ab, dass bestimmte Haplotypen des VDR-Gens (BCC: Apal
Aa; Taql Tt; Bgll Bb; PECA: Apal Aa; Taql tt; Bgll Bb) hiufiger in Basalzellkarzinomen
oder Plattenepithelkarzinomen auftraten, wobei dieser Trend in Basalzellkarzinomen stérker
hervortrat (BCC vs Kontrolle: Apal Aa: 53,4% vs 45,1%; Taql Tt: 59,2% vs 48%; Bgl1 Bb:
54,5% vs 43,1%; PECA vs Kontrollgruppe: Apal Aa: 50,7% vs 45,1%; Taql tt: 22,0% vs
14,0%; Bgll Bb: 50,0% vs 43,1%)(sieche Tabellen 6-8). Dariiber hinaus hatten Minner
unabhingig vom VDR-Genotyp ein statistisch signifikant erhohtes Tumorrisiko im Vergleich
zu Frauen. Zusammenfassend weist das tendenziell gehdufte Vorkommen der oben genannten
VDR Polymorphismen auf einen Zusammenhang zwischen den untersuchten VDR
Polymorphismen und dem Auftreten von Basalzellkarzinomen und Plattenepithelkarzinomen

hin, wobei dieser Zusammenhang in der vorliegenden Studie statistisch nicht signifikant war.
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