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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Mammakarzinom
1.1.1. Epidemiologie

Das Mammakarzinom stellt mit fast 60000 Neuerkraigian und 17000 Todesfallen pro Jahr
nach wie vor die haufigste bésartige ErkrankungHrauen dar und hat damit einen Anteil
von 27,8% aller Malignomneuerkrankungen in Deutsat! Jede 8. bis 10. Frau erkrankt im
Laufe ihres Lebens an dieser Tumorentitat. Das hdwtmittliche Risiko einer Frau liegt
somit bei ca. 12%, wobei das durchschnittliche &rkungsalter bei etwa 62 Jahren lidtg.
wird geschatzt, dass etwa 57230 neue Mammakarziilengro Jahr auftreten. Sehr selten
(<1%) kann das Mammakarzinom auch bei Mannerneteftr

Bezuglich der Sterblichkeit an Malignomen bei Fraliegt das Mammakarzinom mit 17,8%
an erster Stelle, gefolgt von den kolorektalen ded Bronchialkarzinomen. Bei Frauen im
Alter zwischen 35 und 60 Jahren war jeder zweitdeBéall im Jahr 2005 krebsbedingt und
27% aller Krebstodesfalle bei Frauen in diesem rAkend auf das Mammakarzinom
zuriickzufiihren. Die 5-Jahres-Uberlebensrate nachgridise liegt dank verbesserter
Therapieverfahren aktuell bei etwa 83 % (Kreienp2a§8).

1.1.2. Atiologie

Bei der Entstehung eines Mammakarzinoms wird einltifaktorielles Geschehen

angenommen. Es ist eine Reihe von Faktoren bekdimtdas Risiko erhdhen, an einem
Mammakarzinom zu erkranken. Als Wichtigste sindrlbe¢ zunehmendes Lebensalter,
benigne Brusterkrankungen, die Exposition gegené&bedobgenen und exogenen weiblichen
Hormonen, diatetische Faktoren, und belastende Uifaki®ren zu nennen.

Es wird vermutet, dass bestimmte genetische Prdslisgnen fur etwa 5-10% der

Mammakarzinome verantwortlich sind. Zu den am Igsién vererbten Genen gehoéren
BRCAL, dem etwa in 20-40% der hereditiren Mammakanze zu Grunde liegen und

BRCA2, was in etwa 10-30% zu finden ist. Vor alldai jungen Patientinnen spielen
genetische Faktoren héaufig eine entscheidende .RBl#spielsweise haben Frauen mit

Keimbahnmutationen in einem der pradisponierendeameGBRCAL1 oder BRCA2 ein

-1 -
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Lebenszeitrisiko von 50-80%, an einem Mammakarzinmn 60% an einem kontralateralen
Mammakarzinom und 15-25% an einem Ovarialkarzinam ezkranken (Goldberg und

Borgen, 2006).

Besonders der Einfluss der Ostrogene spielt sowehbler Entwicklung der Brustdriise als
auch bei der Entstehung und des Wachstums des Mieanrimaoms eine wichtige Rolle. Eine

vermehrte Ostrogenexposition, sowohl exogen al$ antlogen, ist einer der wichtigsten
Risikofaktoren fur die Entstehung eines Mammakanzis. Eine vermehrte oder verlangerte
Exposition durch endogene Ostrogene entsteht zuispige durch eine frih eintretende

Menarche, spate Menopause, Nullipara oder spate 8chwangerschatft, nicht Stillen oder
Adipositas. Exogene Ostrogene spielen hauptsachticiRahmen der postmenopausalen
Hormonersatztherapie und in Form von Ovulationshemneine Rolle (Henderson et al,

1988; Key, 1999; Colditz et al, 1990). Hierbei isti erwdhnen, dass das erhohte
Karzinomrisiko nur fir die Zeit der aktuellen Osgjemsubstitution besteht und nach
Beendigung der Hormonersatztherapie wieder absiDés. Brustkrebsrisiko steigt dabei um
etwa 4% pro Jahr wahrend der Ostrogenersatzbelandimd liegt nach 10-jahriger

Einnahme bei etwa 46%. Funf Jahre nach Beendigueig Hbrmontherapie ist das

Mammakarzinomrisiko aber als nicht mehr erhoht aahen (Gapstur et al, 1999). Das
Risiko bei Einnahme von Ovulationshemmern wirdeh@in kontrovers diskutiert.

Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber die wichtigsRisikofaktoren des Mammakarzinoms.

Tabelle 1: Aufzéhlung der wichtigsten Risikofaktoren fur die Entstehung des Mammakarzinoms (Haag P.
et al, 2006;Stauber M. and Weyerstahl T., 2005)

- Fortgeschrittenes Alter

- Familiengeschichte, vermehrtes KrebsvorkommaeteinFamilie

- Genetische Vorbelastung (z. B. BRCA-1, BRCA-2)

- Ostrogenvorkommen

- Frilhe Menarche, spate Menopause, Nullipara, damier Ostrogeneinfluss

- Exogenes Ostrogen (orale Kontrazeptiva, Hormostitutionstherapie)

- Hoheres Alter bei erster Schwangerschaft (>30e)ah

- Gutartige Brusterkrankungen (Mastopathie)

- Vorangegangener Brustkrebs oder kontralateralsiMakarzinom

- Therapeutische Bestrahlung des Brustraumes

- Fleisch- und fettreiche Ernahrung

- Adipositas, besonders postmenopausal

- Vermehrter Alkoholkonsum

- Zigarettenrauchen
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1.1.3. Klassifikation des Mammakarzinoms

Histologisch lassen sich die Mammakarzinome zurtéichswasive und in situ-Karzinome
einteilen. Zu den in situ Karzinomen zahlen dastalek Carcinoma in situ (DCIS), das
lobulédre Carcinoma in situ (LCIS) und das gemisahteaduktale und lobulére Carcinoma in
situ.

Bei den invasiven Mammakarzinomen ist das invadivdale Karzinom mit 40—-75% der bei
weitem haufigste Tumortyp. Die invasiven lobulénéarzinome machen ca. 5-15% der
invasiven Mammakarzinome aus. Zu den seltenereziik@nen gehdren die medullaren,
muzindsen, papillaren, tubularen, undifferenziettad Paget-Karzinome.

Die klinische Stadieneinteilung des Mammakarzinarfslgt nach der FIGO-Hgdération
Internationale de Gynécologie et d'Obstétrigbe)v. TNM-Klassifikation. Diese Einteilung
orientiert sich an den klinischen Befunden und kistopathologischen Untersuchung der
entnommenen Proben und Lymphknoten des Operatiépem@tes. , T steht hierbei fur den
Tumorstatus, also die GroRenausdehnung des Tuphdr$iir den Nodalstatus, die Anzahl
positiver Lymphknotenmetastasen. ,M“ beschreibt \desteilung von Metastasen aulR3erhalb
der Lymphbahnen und ,V* eine Invasion in Venen. BieAuflage der TNM-Klassifikation
sowie die Stadiengruppierung des Mammakarzinoms A C (Union internationale
contre le cancer)bzw. AJCC (American Joint Committee on CanceHriterien sind in
Tabelle 2 und 3 im Anhang dargestellt (Singletang Greene, 2003).

Weiterhin wird zur exakten Einteilung des Risikasr dMammakarzinome die St.Gallener-
Risikoeinteilung verwendet, welche die Karzinomediei Risikokategorien (niedrig, mittel
und hoch) einteilt (Tabelle 4).

Tabelle 4: Einteilung der Risikokategorien von Mamnakarzinomen (Goldhirsch et al, 2007).

pN-Status Niedrig Mittel Hoch
NO alles erfullt: mind. 1 erfullt:
pT<2cm pT >2cm
und G1 oder G2-3
und VO oder V1
undER+ oder PR+ oder ER- und PR-
und HER-2- oder HER-2+
und= 35 Jahre oder Alter < 35 Jahre
N+ (1-3 LK) ER+ und/oder PR+ und HER-2- ER- undRPg
oder HER-2+
N+(>4 LK) Immer
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Zu den klinischen Prognosefaktoren zahlen Tumomgréfymphknotenbefall und Alter der
Patientinnen. Neben der Tumorgro3e wird auch noels ¢rading, der Grad der
Tumordifferenzierung nach Ellston und Ellis untetsiu Die Differenzierung des invasiven
Karzinoms (Gl=gut differenziert, G2=maRig differemz G3=schlecht differenziert,
G4=undifferenziert) beruht auf drei Kriterien (diges Differenzierung, Kernpleomorphie,
Mitoserate). Je hoher das Grading, desto aggres@vedas Verhalten der Tumorzellen
(Elston und Ellis, 2002).

Weiterhin ist im Rahmen der Priméardiagnostik vonniiaakarzinomen die Bestimmung des
Steroidhormonrezeptorstatus obligat, da gemafl} de@aln-Konsens von 2005 zwischen
hormonsensitiven und nicht-hormonsensitiven Mammmkamen unterschieden wird
(Goldhirsch et al, 2005). Die Wirkung von Steroidhonen, wie Ostrogene und Progesteron,
wird primar durch die Ostrogenrezeptoren (ER)ndp sowie dem Progesteronrezeptor (PR)
vermittelt. Bislang dient aber nur ERals prognostischer Marker fur das Mammakarzinom.
Im Abschnitt 1.5. werden die ER genauer beschrieben

Der Hormonrezeptorstatus von Mammakarzinomen gibgmostische Informationen und ist
ein wichtiger Vorhersagefaktor fir das Ansprechea @lumors auf eine endokrine Therapie
(Murphy und Watson, 2006). So ist zum Beispiel Hiéhe der ER-Expression direkt
proportional zu einem Ansprechen auf eine endokrimerapie (Rastelli und Crispino, 2008).
Auch der PR-Status ist, unabhangig von der Expassies ER, mit einer besseren
Uberlebensrate assoziiert. So haben Patienten iméme ER-positiven/PR-positiven
Karzinom eine bessere Prognose als Patienten migmei ER-positiven/PR-negativen
Karzinom und diese wiederum eine bessere Progndse ER-negative/PR-negative
Karzinome (Bardou et al, 2003).

Etwa 70% von Mammakarzinomen sind sowohloEd®s auch PR positiv. Die Abwesenheit
des ER und PR spricht fir ein hoheres Rezidivrisiko urideekiirzere Uberlebenszeit,
wahrend ein Nachweis der Rezeptoren die Wahrsctiglkelit fur das Ansprechen einer
endokrinen Therapie erhdht und mit einer gering&tblichkeit einhergeht (Dunnwald et
al, 2007).

Die Angabe des Prozentsatzes immunhistochemisativpasgefarbter Tumorzellkerne wird
durch den international akzeptierten Allred-Scordargey et al, 1999) oder den
immunreaktiven Score (IRS) nach Remmele und SteRemmele und Stegner, 1987)

angegeben. Einen Uberblick zu diesen Scores gitw|Tea5.
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Tabelle 5: Immunhistochemische Scores zur Hormonreptor-Bewertung bei Mammakarzinomen

Prozentsatz positiver Zellkerne Farbeintensitat r&co
Immunreaktiver Score nach Remmele et al. 1987

Keine positiven Kerne 0 Punkte keine Farbreaktion Pu@ikte 0-12 Punkte
< 10 % positive Kerne 1 Punkt schwache Farbereaktio 1 Punkt

10-50 % positive Kerne 2 Punkte massige Farbemakti 2 Punkte

51-80 % positive Kerne 3 Punkte starke Farbereaktio 3 Punkte

> 80 % positive Kerne 4 Punkte

Allred-Score nach Harvey et al. 1999

Keine positiven Kerne 0 Punkte keine Farbreaktion Pu@ikte 0-8 Punkte
< 1 % positive Kerne 1 Punkt schwache Farbereaktion 1 Punkt

1-10 % positive Kerne 2 Punkte massige Farbemakti 2 Punkte

11-33 % positive Kerne 3 Punkte starke Farbereaktio 3 Punkte

34-66 % positive Kerne 4 Punkte

> 66 % positive Kerne 5 Punkte

Um einen internationalen Standard zu erreichend yadoch mittlerweile der Allred-Score
empfohlen (Payne et al, 2008). So wurde bishediérPositivitat als Grenzwert ein Score
von groRRer als 2 angegeben (Gown, 2008).

Im aktuellen St. Gallen-Konsens von 2009 wurde Mhlessen, dass jegliche positive
Anfarbung eines Ostrogen- und ProgesteronrezeptorBumorzellkernen eine endokrine
Therapie rechtfertigt (Goldhirsch et al, 2009).

Als zusatzlicher Prognoseparameter dient die Besting des HER-2-Proteins (human
epidermal growth factor receptor 2, HER-2/neu, B&)c-erbB2). Der HER-2 Status zahlt im
Rahmen der Prognoseabschatzung bei Mammakarzinemigst zu den wichtigsten
Parametern. In etwa 25% der invasiven Mammakarzinéindet sich eine Uberexpression
des HER-2/neu-Onkoproteins. Der HER-2/neu-Statusd vdurch immunhistochemische
Farbungen, FISH (fluorescence in situ hybridisgtioder CISH (chromogenetic in situ
hybridisation) bestimmt (Goldhirsch et al, 2008jne Uberexpression von Her-2/neu zeigt
eine mogliche hohere Rezidiv- und Metastasierungarad somit eine schlechtere Prognose
mit hoherer Letalitdt an.n Studien konnte gezeigt werden, dass eine Heax2/n
Uberexpression mit einer geringeren Ansprechrate einer kiirzeren Ansprechdauer einer
Hormontherapie eines Mammakarzinoms einhergeht gtdouet al, 1999; Rastelli und
Crispino, 2008).

Andererseits dient das Onkogenprodukt (HER-2-Rexepls Ziel fir eine spezifische
Antikorpertherapie mit dem humanisierten Antikorppeastuzumab.

Weitere etablierte Faktoren mit ungunstiger Progrims Mammakarzinomen sind der
Urokinase-Plasminogenaktivator (uPA) und der Piasgenaktivator-Inhibitor Typ 1 (PAI-

1) (Annecke et al, 2008).
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1.2. Duktales Carcinoma in situ (DCIS)

Das DCIS ist als intraduktale neoplastische Lasdw®finiert, welche durch folgende
Eigenschaften charakterisiert wird: erhdhte epigtel Proliferation, subtile bis starke
zellulare Atypien sowie eine inh&rente aber niafttedingt obligate Tendenz der Progression
zu einem invasivem Karzinom (WHO World Health Ongation Classification of Tumours.,
2003). Es handelt sich beim DCIS um dysplastischiéed, die aber die Basalmembran des
Milchgangs noch nicht durchbrochen habengjtu). Retrospektive Langzeitbeobachtungen
haben gezeigt, dass es sich bei einem DCIS um Rui@lkeanzerose handelt (Burstein et al,
2004). Das Risiko einer Entartung eines nicht bdakden DCIS liegt bei 30-50% (Lagios,
1995; Lebeau, 2006). Seit der Einfuhrung des Manmapigescreenings in Deutschland wird
die Diagnose DCIS immer haufiger gestellt. So lidigt DCIS-Rate bei neu diagnostizierten
Mammakarzinomen bei etwa 30-40%.

Da das DCIS keine homogene Entitat ist, kbnnen,bgieden invasiven Karzinomen, anhand
der Tumorzellen Merkmale wie Differenzierungsgr&tgding) und Hormonrezeptorstatus
festlegt werden. Hinsichtlich des Rezidivrisikosnkat der operativen Entfernung mit
ausreichendem Sicherheitsabstand des DCIS zu gasuGagwebe die grol3te Bedeutung zu.
An zweiter Stelle steht das Grading, dessen Grgedladerzeit sowohl das
Graduierungsschema nach WHO (WHO 2003) als auchvdieNuys-Klassifikation sein
kann (Tabelle 6) (Silverstein, 2003). Eine Festiegu auf eines der beiden
Graduierungssysteme lasst sich derzeit nicht aased durch Daten belegen (Kreienberg,
2008).

Tabelle 6: Van-Nuys-Prognose-Index fiir DCIS nach 8ierstein 2003.Jeder prognostische Parameter (GroRe,

Rand, Grading) wird mit 1-3 Punkten eingestuft uddiert, so dass sich Indexwerte von mind. 3 bis.rBaergeben.

Scorewert 1 2 3

Grolze (mm) <15 16-40 >41

Abstand vom

Resektionsrand (mm) =10 1-9 <1
Pathomorphologische non-highgrade, ohne non-high grade mit high grade mit/ohne
Klassifikation Nekrosen Nekrosen Nekrose

Alter (Jahre) > 60 40-60 <40

VNPI = Scorewert (Gré3e + Resektionsrand + Patligthg Klassifikation + Alter)

VNPI (Summenscore) | Rezidivrisiko | Therapieempfehlung
4-6 Niedrig Exzision

7-9 Intermediar Exzision und Bestrahlung
10-12 Hoch Mastektomie
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1.3. Mastopathie

Unter dem Begriff Mastopathie werden verschiedemelifprativ-hyperplastische oder
regressivddmbauvorgéngeler Brustdriise zusammengefasst. Es finden sichnderéngen
ausgehend vom Drisenepithel (Adenose) oder dukitblperplasien sowie vermehrte
Sekretion durch Milchgangsektasien. Ursachlich $iadfig endokrine Dysregulationen die
besonders im Klimakterium auftreten oder genetidaispositionen. Sie kann sich aber auch
im Rahmen metabolischer Stérungen entwickeln, wien zBeispiel die diabetische
Mastopathie. Vermutlich handelt es sich vorrangig aine Verschiebung im Ostrogen-
Progesteron-Gleichgewicht. Die Mastopathie ist Héufigste gutartige Veranderung der
Brust, fast die Halfte aller Frauen sind davon dfé¢n. Ein Altersgipfel liegt im 40.-50.
Lebensjahr, was etwa dem Beginn des Klimakteriumtspeicht. Meist bilden sich die
mastopathischen Veranderungen nach dem Klimaktezuuninck.

Aus diagnostischen und prognostischen Grinden kordrei Formen der Mastopathie

eingeteilt werden (nach Prechtel 1972):

Grad I Einfache Mastopathie ohne Epithelprolifer@en (70% der Mastopathien)
Grad I Mastopathie mit Epithelproliferationemes ohne Zellatypien (20%)
Grad Il Mastopathie mit atypischer Epitheldyspa(=Prakanzerose), aber ohne die als

Carcinoma in situ definierten Kriterien (ca. 10%)
Das Entartungsrisiko einer Mastopathie Grad lligegentber der einfachen Mastopathie 3
bis 4- fach erhoht (Prechtel, 1991).

1.4. Fibroadenom

Die Fibroadenome sind mit etwa 75% die haufigstenignen Tumoren der Mamma. Sie
treten vorwiegend als juvenile Fibroadenome beg@mFrauen auf und kdnnen sich schon
wahrend der Pubertat entwickeln. Es gibt zwei Aljgsfel, einer liegt zwischen dem 20. und
dem 24. Lebensjahr, ein zweiter zwischen dem 40.dem 44. Lebensjahr.

Das Wachstum wird durch Ostrogene und Progestetonulgert sowie wahrend der
Schwangerschaft und Stillzeit. Postmenopausal ngert sich die Inzidenz oder es zeigen
sich regressive Veranderungen in Form von Verkajkan Meist treten Fibroadenome als

solitar tastbare, 1-3cm grof3e, nicht schmerzhafiet&h in der Brust auf. In 10% der Falle
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treten sie multipel auf und in 5-10% sind beide Maae betroffen. Sie liegen peri-oder
interkanalikul@r in einer Bindegewebskapsel.

Unter Einnahme oraler Kontrazeption werden Fibroadee bei Frauen weniger beobachtet,
wahrend postmenopausale Frauen unter Ostrogertstibsstherapie ein erhohtes Risiko
haben, ein Fibroadenom zu entwickeln.

Eine maligne Entartung der Fibroadenome ist seltdwohl es Studien gibt, in denen
beschrieben wurde, dass Patienten mit Fibroadenamereicht erhdhtes Risiko (< 1%)

haben ein Mammakarzinom zu entwickeln (Kuijperle2@01; Greenberg et al, 1998).

1.5. Ostrogenrezeptoren (ER)

Ende der 50er Jahre wurde erstmals die Existeres éR@zeptormolekuls, dasftEstradiol
binden kann, beschriebeh986 folgte die Klonierung des ersten ER (Greeraletl986;
Greene et al, 1986). Zehn Jahre spater, 1996, wumde<uiper et al. ein zweiter ER in der
Prostata von Ratten beschrieben, woraufhin dee st und der neue entdeckte ER
genannt wurden (Kuiper et al, 1996). Bald daraufrdeudieser auch beim Menschen
nachgewiesen (Mosselman et al, 1996). Seitdem wvarducht ihren Wert als prognostische
und pradiktive Faktoren, unter anderem beim Mammzikam, zu definieren.

ERo und ER haben verschiedene biologische Funktionen, sowibbilappende als auch
unterschiedliche Rollen im Ostrogensignalweg, waschi Genexpressionsstudien gezeigt
wurde (Zhao et al, 2008). Beide Rezeptoren konnmereiner Vielzahl von Geweben
nachgewiesen werden und sind meist koexprimiere Bommen unter anderem im
zentralnervosen und kardiovaskularen System, ingéhialtrakt, in der Brustdriise und im
Knochen vor (Abbildung 1) (Fuqua et al, 2003). Irtets und der Brustdrise ist &Rin
wichtiger Ostrogenrezeptor und haufiger exprimast ER3. ERu ist auBerdem in der Leber
zu finden, wahrend im Gastrointestinaltrakt nuBERprimiert wird.
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Zentralnervises System:
ERa und ERB

Kardiovaskulares
System:

ERa und ERB

Brustdrise:
ERa und ERB

Leber: . .
Gastrointestinaltrakt:
ERa
ERB
Knochen:
ERa und ERB

Urogenitaltrakt: ER o und ER8

Abbildung 1: Verteilung von ERa und ERp in verschiedenen Geweben im Menschen (nach Bai )0

In einigen Organen ist somit der eine oder der en@ebtyp dominant oder es kommt vor,
dass beide Subtypen im gleichen Gewebe vorkomnmh.abler in verschiedenen Zelltypen
(Dahlman-Wright et al, 2006; Fuqua et al, 2003;ddeg et al, 2007). Es gibt Modelle
welche beide Rezeptoren agonistisch beschreibatenminsie funktionelle Heterodimere
bilden. Andere Modelle zeigen, dass [E&ne hemmende Funktion auf &Rat, wenn die
beiden koexprimiert werden (Matthews und Gustafs2603).

ERB wird in gesundem Brustdrisengewebe wie auch irstBrmnoren exprimiert, welche
Rolle der Rezeptor aber genau spielt, ist nochtmaiistandig erforscht. Wahrend der
Karzinogenese kommt es zu einer Verminderung de-ERpression, wahrend die
Expression von E&® zunimmt (Roger et al, 2001; Park et al, 2003).sBitDownregulation”
von ER3 im Mammakarzinom legt eine Rolle als Tumorsuppmessahe. Es wurde
beschrieben, dass diese Downregulation durch dgsreggische Ph&dnomen der Methylierung
des ER-Promotors erfolgt (Skliris et al, 2003; Zhao et20103).

Durch in vitro Studien konnte gezeigt werden, d&8 ein wichtiger Modulator der
Proliferation von Mammakarzinomzellen ist, was Higpothese stltzt, dass der Verlust der
ERB-Produktion einer der fuhrenden Vorgange ist, dar llammakarzinomentwicklung
fuhrt (Lazennec et al, 2001).
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Allgemein korreliert das Vorkommen von ER mit einébheren Ansprechrate auf
Hormontherapien und einer besseren Prognose, dersind das primére Ziel fur endokrine
Therapien von Brustkrebs (Ali and Coombes, 200R)e Eerhdhte Expression von ERvurde
mit einem besseren Ansprechen auf endokrine Tharaipi Verbindung gebracht (Herynk
and Fuqua, 2004).

1.5.1. Mechanismus und Aufbau der Ostrogenrezeptone

ER sind Proteine, die zur Superfamilie der Steemdptoren gehdren und als
Transkriptionsfaktoren die Expression Ostrogen-iésrsElemente des Genoms induzieren.
Die ER kénnen sowohl intrazellular als auch mems&t@mdig vorkommen und Liganden-
abhangig (klassischer Weg) als auch unabhéangigiaktiverden. Im Folgenden soll kurz der
klassische Signalweg beschrieben werden.

Ostrogen (1p-Estradiol=E2) diffundiert aufgrund seiner Strukfigi durch die Zellmembran
und bindet an den ER, der zunachst inaktiviert lmplex verbunden mit einem
Hitzeschockprotein (HSP90) und dem ImmunophilinBikdeprotein 52 (FKBP52) vorliegt.
Durch die Bindung kommt es zur Trennung von HSPA@ EKBP52, wodurch der ER in
seine aktive Form versetzt wird. Es folgt eine Kwnfations&dnderung des ER mit
nachfolgender Dimerisierung. Dabei kdnnen sich Hdoimere (ER/ERo oder ER/ERp)
oder Heterodimere (ERERp) bilden. Die Dimere interagieren dann mit ,estnogesponse
elements” (ERESs) in den Zielgenen und es komm#Bmdung von Koaktivatoren, wodurch
nachfolgend die Transkription dstrogenabhangigereGxktiviert wird (Abbildung 2).

10
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Bindung von Koaktivatoren

Kernmembran

Plasma-
/

Konformations- membran

anderung E2/ER erg. Transkriptions- [ Antwort

Aktivierung

m
=
3
S

m-RNA
—— ER-  _—

Synthese

Abbildung 2: Darstellung des klassischen Signalweggon Ostrogenrezeptoren (ER). E2=1f-Estradiol,
HSP90=Hitzeschockprotein 90, FKBP52=Immunophilin-FkBindeprotein 52, ERE=estrogen response
element (nach Bai 2009).

Durch sogenannte Doméanen in den Rezeptoren werdgeavekiligen Funktionen organisiert.
In Abbildung 3 ist der Aufbau der Ostrogenrezeptatargestellt.

11
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N-terminale
Doméne
ikl AB C D =
; DNA Binde- Liganden-Binde
‘\ Doméne Domaéne

3D LBD

Ligand

DNA DBD

Abbildung 3: Struktureller Aufbau der Ostrogenrezeptoren in ein- und dreidimensionaler Darstellung.
DBD-DNA Binde-Doméane, LBD-Liganden Binde-Doméane (neh Bai 2009).

ER sind aus sechs funktionellen Domanen (A bisufyebaut. ER und ERB unterscheiden
sich prozentual in den Aminosauresequenzen der Demg@lanstein et al, 1999).

Am N-terminalen Ende befindet sich die A/B-Domarigiese Region ist nur gering
konserviert und kann am meisten variieren. cERNd ER stimmen in dieser
Aminosauresequenz weniger als 20% uberein. Siékmtie Aktivierungsfunktion-1 (AF-1),
welche Uber Interaktionen mit anderen nuklearenteifven die promotorspezifische und
ligandenunabh&ngige Transkriptionsaktivitdt des \ERnittelt und somit eine Aufgabe bei
der Aktivierung der Genexpression erfullt. Der MKiase-Regulationsweg (Mitogen
aktivierte Proteinkinase) zielt auf die A/B-Regiah, wodurch eine Verknupfung zwischen
der Signalvermittlung durch Wachstumsfaktoren unérd@dhormonen auf Rezeptorebene
ermoglicht wird.

Die zentrale C-Doméne ist die DNA-Bindedomane (DBDa sie die Erkennung und
Bindung von DNA ermdglicht und an der Dimerisieruder Rezeptoren beteiligt ist. BER
und ERB teilen hier eine Aminosaurentbereinstimmung vovaed5%.

Die D-Domaéane kann als flexibles Verbindungspepgdglisch: hinge) zwischen der DBD
und der LBD betrachtet werden. Sie ist nur zu 3@iszhen ER und ER konserviert und
beinhaltet ein nukleares Lokalisierungssignal. §ieelt somit eine Rolle bei der nukleédren

Translokation.

12
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Die E-Domane wird auch Ligandenbindedoméne (LBD)nagmt und enthalt die
hormonabhangige Aktivierungsfunktion-2 (AF-2). Inieser Region finden komplexe
Funktionen, wie Ligandenbindung, Assoziation mitzdschockproteinen, ligandenabhangige
Transaktivierung und Ausbildung von ER-DimerentstaRo. und ER teilen in etwa 55%
Aminosaurenibereinstimmung in dieser Doméane. UberBD kann Ostradiol an den
Rezeptor binden, wodurch es zu einer Konformatiodséung in dieser Domane kommt. Der
dadurch aktivierte Rezeptor reagiert nachfolgentl emer gesteigerten Transkription der
Zielgene.

Am C-Terminus findet sich die nur wenig konserngeR-Region, deren genaue Funktion
bislang unklar ist und weniger als 20% Aminosaubeméinstimmung zwischen den beiden
ER-Subtypen aufweist (Mitter et al, 2005; Zhaolg2@08).

1 180 260 301 553 596
hERa [ {41 ]
1 144 224 254 504 530
hERB | AF-1 M2 ]
Doménen [ 1AB c [ D CJE [IF
Homologie 20% 95% 30% 55% 20%

Abbildung 4: Darstellung des Domanenaufbaus der huamen ERax und ERB Isoformen. AF-
1=Aktivierungsfunktion-1, AF-2=Aktivierungsfunktion -2 (nach Bai 2009).

Die beiden Rezeptoren ERund ERB liegen auf unterschiedlichen Chromosomen.aER
befindet sich auf Chromosom 6q25.1, wahrend ER[RL4uj23.2 liegt (Enmark et al, 1997;

Menasce et al, 1993; Nilsson et al, 2001). Gemeagetler Anzahl an Aminosauren zeigen
die beiden Rezeptoren eine groRe Ahnlichkeit. CRg-Protein besteht aus 596 Aminosauren
mit einem Molekulargewicht von 66 kDa. Das [ERrotein ist mit 530 Aminosauren etwas
kirzer und wiegt 59 kDa (Fuqua et al, 1999;Mooralefl998;0gawa et al, 1998;Wilkinson

et al, 2002).

13
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1.5.2. Promotoren im Ostrogenrezeptop-Gen

Ein Promotor ist ein Abschnitt auf der DNA, der diegulierte Expression eines Gens
ermoglicht. Die Promotorsequenz ist ein essentidlestandteil eines Gens. Er ist ein
Kontrollabschnitt auf der DNA am 5'-Ende, der swdr jedem Gen befindet und somit vor
dem RNA-kodierenden Bereich liegt. Ein Gen ohnaRror kann nicht transkribiert und das
zugehdrige Protein somit nicht exprimiert werden.

Die Promotorregion des BRGens ist komplex und besteht aus mehreren gewebiéisphen
Promotoren und verschiedenen Exons am 5°-Endeg ditsgion ist aber noch nicht
vollstandig erforscht. Bisher wurden fiir ERwei Promotoren beschrieben, ON und OK (Li
et al, 2000) (Zhao et al, 2003).

Es ist moglich, dass weitere noch nicht identiftdePromotoren die Expression der ERs

regulieren (Dahlman-Wright et al, 2006).

1.5.3. ERB-Isoformen

In den letzten Jahren wurden verschiedengd-ERformen beschrieben, die sich durch
Exondeletionen (Lu et al, 1998hsertionen oder Splicevarianten am C-Terminus @t&n

et al, 1999;Moore et al, 1998) unterscheiden. Zun wehtigsten und bis jetzt am besten
untersuchten Isoformen gehéren@RWildtyp), ER32 (entspricht ERcx), ER33, ER34 und
ERB5 (Nilsson et al, 2001; Palmieri et al, 2002; Spet al, 2002; Speirs et al, 2004).
(Abbildung 5). Sie haben unterschiedliche Expressimien in humanen Zellen, aber
allgemein ist noch wenig tber ihre biologische Bdlékannt. ER32-5 sind identisch mit dem
Wildtyp ERR1 in den Exons 1-7, unterscheiden shadr én Exon 8 (Moore et al, 1998;0gawa
et al, 1998). Die verschiedenen Splicevarianterehalnterschiedliche Funktionen, kdnnen
aber auch durch Heterodimerisierung interagiereganmnnsie gemeinsam in derselben Zelle
vorhanden sind (Enmark et al, 1997). So blockieeB. ER31, 2 und 5 die
Transkriptionsaktivitat von EdlRam ERE. ER1 hat dagegen alleinige Transkriptionsaktivitat
(Peng et al, 2003). In Studien mit Zelllinien wurdezeigt, dass eine Induktion der
Expression von ER in ERa-positiven Brustkrebszellen deren Wachstum hemmam k
(Paruthiyil et al, 2004; Strom et al, 2004). Die tikkat dieser Isoformen scheint
promotorspezifisch zu sein und es wird Uberlegti@blsoformen unterschiedliche Bedeutung

bei der Modulierung einer Ostrogenantwort habemgRat al, 2003). ERIsoformen wurden
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auch in Geweben nachgewiesen die aERegativ waren, was auf ERinabhangige
Funktionen von ER hinweist (Mitter et al, 2005).

1 148 214 304 500 530 a.a.
Isoformen ERB1 [ I | I ]

469 495
ERB2 [ I [ | ™)

469 513
ERB3 [ I I I o]

469 431
ERB4 [ | [ | |

469 472
ERB5 [ I I | |

Abbildung 5: Struktur der ER p mRNA-Isoformen 1-5 (nach Zhao 2008). Die Zahlen gen die Anzahl an

Basenpaaren an (nach Mitter 2005).

1.6. Single Nucleotid Polymorphismen (SNPs)

Im humanen Genom treten etwa alle 300-1000 Basempaanktmutationen, so genannte
»Single Nucleotid Polymorphismen* (SNPs) auf. Diesid Variationen von einzelnen
Basenpaaren im DNA-Strang, die unter anderem zivichebllen Krankheitsdispositionen
und unterschiedlichen Reaktionen auf Therapienrdggnh. Die grof3e Dichte und
Mutationsstabilitdt der SNPs macht sie zu nutzichMarkern fur die Populationsgenetik und
fur die Suche nach vererbten Genen bei komplexkraBkungen.

Im Genom bestehen fiir einen SNP mindestens zweleAlso kann zum Beispiel ein A oder
ein G an einer bestimmten Position im Genom stetomit kann ein Individuum
unterschiedliche Genotypen haben, z.B. homozygdieterozygot AG oder homozygot G.
Diese Polymorphismen kénnen in kodierenden Regiodem sogenannten Exons, nicht
kodierenden Regionen den sogenannten Introns,indegulatorischen Genabschnitten wie
z. B. den Promotorbereichen, lokalisiert sein.

Abhangig davon, wo sie auftreten, haben sie urttedtiche Auswirkungen auf der Ebene
der Phanotypen. SNPs in kodierenden Regionen varergavelche Funktion oder Struktur
von Proteinen regeln, sind meist der Grund fur baka rezessiv oder dominant vererbte
monogene Erkankungen. Diese SNPs werden routingm&Ridiagnostischen Zwecken
analysiert. SNPs, welche Primarstruktur eines Hroteverandern und somit den

Medikamentenmetabolismus stéren, sind eine welteegessante Gruppe. Die meisten SNPs

15



Einleitung

kommen allerdings in nicht-kodierenden Regionen Genom vor und haben keinen
bekannten direkten Einfluss auf den Phanotypersdimividuums.

Mit Hilfe eines Computerprogramms kann DNA-Absctaivon verschiedenen Patienten
verglichen werden, indem es die Unterschiede in MWakleotidsequenz der Patienten
identifiziert. Anschlieend konnen die SNPs expentsll validiert werden, um zu
untersuchen, ob in der Population tatsachlich nstedes zwei Allele an der Stelle des
Polymporphismus stehen (Nelson et al, 2004)

In der SNP-Datenbank des National Center for Biotechnoloyrmation (NCBI) waren im
November 2009 25.003.333 SNPs flir Homo sapgefistet. Um einzelne SNPs immer genau
zu identifizieren, bekommt jeder eine Identitdtsmen. Neu registrierte, in der Datenbank
noch nicht gelistete SNPs werden mit ,rs* (,refaxerSNP*) markiert. Diese Nomenklatur
wird auch in dieser Arbeit verwendet.

Weiterhin werden SNPs in derselben Region auf ei@momosom nicht einzeln vererbt,
sondern formen Haplotypbltcke, z.B. TT-AT-GG. Sowdhbrrelationen mit einzelnen SNPs
als auch der Haplotypen kénnen interessante Ergsbriinsichtlich der Entstehung von
Erkrankungen geben.

Einige Studien haben zum Beispiel die Rolle vonERlymorphismen bei Essstorungen
(Rosenkranz, 1998 200 /id; Eastwood, 2002 202 MBnstruationsstorungen (Sundarrajan et
al, 2001) oder Morbus Alzheimer (Lambert et al, PO§enauer betrachtet.

Im Bereich von gynékologischen Erkrankungen gibtagtuell Studien, die versuchten,
Assoziationen zwischen BRSNPs und Uterusfiboromen (Fischer et al, 2009) oder
Leiomyomen (Zhai et al, 2009) zu finden. In bei@&ndien konnten aber keine signifikanten
Unterschiede gefunden werden.

In dieser Arbeit wurden Single Nucleotid Polymorgphen (SNPs) in der Promotorregion des
Ostrogenrezeptofs bei Mammakarzinomen untersucht, da Polymorphisimeiieser Region
maoglicherweise das Brustkrebsrisiko beeinflussbhAagig davon, an welcher funktionellen

Doméane sie im Gen auftreten.
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1.7. Ziel der Forschungsarbeit

Da das Mammakarzinom eine hormonell abhangige Bkknag ist, stellt sich die Hypothese,
dass SNPs in Genen des Steroidhormon-Signalwegs-8tdfwechsels einen Einfluss auf
die Entstehung des Mammakarzinoms haben.

In dieser Arbeit wurden die Haufigkeiten verschigele SNP-Allele bei Patienten mit
Mammakarzinom und gesunden Frauen verglichen, somié Patienten andererer
pathologischer Veradnderungen des Mammagewebes, S, Fibroadenom und
Masthopathie. Dabei wurden SNPs in der Promotasredes ER-Gens untersucht, da man
davon ausgeht, dass diese einen besonderen Einfuss die Expression von
Ostrogenrezeptoren haben. Eine Phanotyp-Genotypzisg®on sollte die Frage beantworten,
ob bestimmte SNP-Allele einen potentiellen Risikoda darstellen.

Weiterhin wurden die SNP-Allele bei Patientinnent fiammakarzinom im Hinblick auf
klinisch-pathologische Faktoren wie Tumorstatus, d&istatus, Differenzierungsgrad,
Steroidhormonrezeptorstatus, HER-2-Status und deragridsealter der Patientinnen
verglichen, um zu prifen ob es einen Zusammenhaigckzen den untersuchten SNPs und
den Charakteristika des Mammakarzinoms gibt. Mésdr Fragestellung sollte untersucht
werden, ob sich diese SNPs als pradiktive Markerd&n Verlauf der Erkrankung eignen

kdnnten.
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2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

Insgesamt wurden Blutproben von 183 Patientinnert mmstologisch gesichertem
Mammakarzinom, 46 Patientinnen mit DCIS, 49 Paitier@n mit Fibroadenomen, 54
Patientinnen mit Masthopathie und 151 Kontrollensuygler Frauen ohne bekanntes
Malignom und in etwa gleichem Alter bearbeitet. DBsirchschnittsalter (Alter zum
Diagnosezeitpunkt) des Mammakarzinomkollektivs uogts9,3 Jahre (Standardabweichung
+/- 13,332 Jahre). Die Proben der Mammakarzinorapaitinen wurden durch das Institut fur
Pathologie der Universitat Regensburg anonymigiertVerfigung gestellt. In der Zeit von
2002 bis 2007 wurden Mammakarzinompatientinnengaktsv in die Studie aufgenommen,
bei denen die Information tber bestimmte kliniselthplogische Parameter vorlagen (Alter,
Grading, TumorgréRe, Nodalstatus, ERPR- und HER-2-Rezeptorstatus). Einen Uberblick
dazu gibt Tabelle 9 im Ergebnisteil. Alle Patiengn sowie die Kontrollgruppe stammen aus
der Region um Regensburg, Oberpfalz, Deutschland.

Die Studie wurde durch die Ethikkommission der émnsitat Regensburg zugelassen. Bei
allen Patientinnen lag eine schriftliche Einverdt@igerklarung zur Teilnahme an der Studie
Vvor.

Fur die Einteilung der Mammakarzinomproben anhargt d-Stadien wurden die
Frihkarzinome T1 getrennt von Karzinomen in fortpegtenen Stadien T2-T4 betrachtet.
Anhand des Nodalstatus wurde eine nodalpositiveeimel nodalnegative Gruppe gebildet.
Fur das Grading wurden die gut differenzierten (Ghd maRig differenzierten (G2)
Karzinome in einer Gruppe zusammengefasst und ddnecht differenzierten (G3)
Karzinomen gegenibergestellt.

Bezuglich der Einteilung des HER-2-Status folgteedtinteilung in eine HER-2 negative und
eine HER-2 positive Gruppe. Ebenso wurde anhandSteE®idrezeptorstaus in positive und
negative Gruppen eingeteilt. Die Hormonrezeptoratigg Gruppe umfasste die Karzinome
mit einem IRS Score von 0 bis 2. Als ER- bzw. PR#do wurden Mammakarzinome mit
einem IRS Score von 3 bis 12 gewertet.

Fur die Assoziation der Mammakarzinome mit dem Altarden die Patientinnen anhand des
durchschnittlichen Diagnosealters in eine jungenep@e (<59 Jahre) und eine altere Gruppe

(>59 Jahre) eingeteilt.
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2.2. Materialien

In Tabelle 7 sind die verwendeten Materialien uredld@Be zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 7: Ubersicht der verwendeten Reagenzien, Mirialien und Geréte.

Reagenzien Hersteller, Ort
PCR-Puffer: GoTaq Puffer Promega, Madison, US
0,5% Tween 20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, D
10mAU Proteinase K Merck, Darmstadt, D
Lysepuffer: 1% v/v Triton X Calbiochem, San Diego, US
0,01 M Tris (pH 7,5) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
5 mM MgGl Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
0,32 M Sucrose
SNP Primer Metabion, Martinsried, D
dNTP-Mix (0,25ml von 100mM dATP, dCTP, dGTP, dTTPFermentas, St. Leon-Rot, D
Go Taq Polymerase Promega, Madison, US
Ladepuffer: Glycerol 5ml Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
NgEDTA 0,379 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Natriumdodecylsulfat 0,19 Flucha Chemie, Buchs, D
Bromphenolblau 0,019 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Deionisiertes,8 zu 10ml
Biozym LE Agarose Biozym scientific GmbH, Oldendorf, D
50 bp Langenstandard: Leiterkonzentrajul ,5 Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D
Ladepuffepl?
.8 16,5ul
1x TBE Puffer: 100mM Tris Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
83 mM Borsaure Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
1 mM EDTA Calbiochem, San Diego, US
Ethidiumbromid-Lésung 1% Carl Roth GmbH, Karlsrube,
Gerate und Materialien
Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg, D
Pipetten Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, D
Zentrifuge Biofuge pico Heraeus SEPATECH, Hanau, D
Heizplatte und Magnetriihrer stuart heat stir SB 162 Bibby Sterilin Ltd., Startfordshire, UK
UV-Transluminator MWG Biotech AG, Ebersberg, D
Spannungsgerét PSP 304 (SISBCO BRL, Life Technologies, Gaithersburg,
Thermocycler T3 Biometra, Géttingen, D
MS2 Minishaker IKA, Staufen, D
Gelkammern Armin Baack Labortechnik, Schwerin, D
Pipettenspitzen Biozym scientific GmbH, Oldendorf, D
QIAshredder (250) Quiagen, Hilden, D
Waage Sartorius AG, Géttingen, D
PCR- Softstrips 0,2 ml/1,5ml Biozym scientific GhhbOldendorf, D
UV- Photometer Gene Ray Biometra, Géttingen, D
Software: Microsoft Word, Microsoft Excel Microspbnterschleilheim, D
SPSS Version 12.0 IBM, Chicago, US
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2.3. DNA-Isolation

Fur die DNA Isolation wurden 100ul EDTA-Blut in elBppendorfgefald pipettiert, 300 ul
Lysepuffer zugegeben und anschlielend fir 30s 80A U/min in einer Tischzentrifuge
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen unddem verbleibenden Pellet wurden 50pl
MPCR-Puffer pipettiert und Uber Nacht bei’60inkubiert. Nach der Inkubation wurde die
Temperatur fur 10 min auf 96 erhdht, um eine Inaktivierung der Enzyme zu ehen.

Nach photometrischer Bestimmung der DNA-Konzerdratiwurden die Proben bis zur

weiteren Verwendung bei -20 gelagert.

2.4. SNP-Auswahl

In dieser Arbeit wurden zunachst 3 SNPs in der @di¥dtor Region des HRGens mit
Hilfe der Internetseiten www.genecards.org und wwali.nlm.nih.gov/SNP identifiziert. Die
Grundlage der SNP Auswahl war deren Lokalisatiordén 5"Region, angrenzend an den
Transkriptionsstart des BRGens, da davon ausgegangen wurde, dass geradeisNEs
Promotorregion eines Gens interessante EinblickdienGenexpression geben kdénnen. Der
SNP rs2987983 (C/T) ist an der Position 63833406 Gdromosoms 14 lokalisiert,
rs3020450 (A/G) an der Position 63838055 und de? 88020449 (A/G) (friher rs8004842)
an der Position 63843145 des Chromosoms 14 (sibbéddding 6).
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utr Exon 0K

SNP 302445
SHNP 320450
SEMP m20RT9E3

atr Exon (M

Exon i EI EE arc

Exon 2 Ea

Exon 3 I
ESR2

Excn 4 EE

Exon 5 EZZa

Exom & B

Exom 7
Exon & STOP

Abbildung 6: Lokalisation der untersuchten SNPs imERB-Gen (Treeck et al, 2009).

2. 5. PCR (Polymerase-Chain-Reaction)

Die PolymerasekettenreaktioRdlymerase Chain ReactiGnPCR) ist eine in vitrdethode
zur enzymatischen Amplifikation bestimmter Nukléingee-Sequenzen. Es lassen sich
einzelne DNA-Abschnitte selektiv vermehren, dierdats Matrize fur die weitere Synthese
dienen. Bei dieser Technik wird der natirliche Repionsmechanismus einer Zelle
nachempfunden, der sich bei jedem Zyklus der Zkiftg wiederholt. In vitro erfolgt die
Replikation aber viel schneller und haufiger. Esrdee folgende drei Schritte zyklisch
wiederholt:
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1. Denaturierung: Um die beiden komplementaren EBNKnge (dsDNA) zu trennen,
wird das Reaktionsgemisch auf 94 °C erhitzt undzedime DNA-
Strange (ssDNA) gebildet. Dieser Schritt ist fue dinlagerung der

Primer und die nachfolgende Elongation notwendig.

2. Annealing: Die Temperatur wird auf 50 °C bis°2abgekunhlt, damit zwei Primer
an die ssDNA-Strange hybridisieren kbénnen. Das TeFatproptimum
ist abhangig von Lange, Art und Basenzusammensgtden Primer.
Dies sind synthetische Oligonukleotide, welche Eigenschaft haben,
komplementéar an die Enden des zu amplifizierendd{Bragmentes
zu hybridisieren. Meistens genlgen Zeiten von wamigls einer
Minute. Die Primer sind dem Ansatz im Uberschusgepeben und

somit verbinden sich die DNA-Strange vorwiegend dgsen.

3. Elongation: Bei diesem Schritt werden die beidgnzelstrdange mit Hilfe einer
TagPolymerase zum Doppelstrang komplementiert (Mulis al,
1992). Die Anzahl der durchzufiihrenden Reaktiongzylkhangt von
der Ausgangsmenge der Matrize ab. In der Regelgmni30 bis 35

Zyklen, um eine ausreichende Produktausbeute reiemz

Die TagPolymerase, die aus thermophilen Bakterien wiB.zZThermus aquaticus stammt,

addiert enzymatisch Nukleotide an einen Primer, ateidie DNA gebunden ist. Die DNA

wird durch die Orientierung der Oligonukleotided® Richtung des jeweils anderen Primers
synthetisiert. Nach jedem Zyklus liegt eine volsiije Kopie des urspringlichen

Doppelstranges vor. Theoretisch verdoppelt sichjésem Zyklus der DNA Gehalt. Nach

etwa 35 Zyklen ist eine milliardenfache Zunahmeieht (Abbildung 7).

22



Material und Methoden

Zu amplifizierendes Gen 3.Zyklus 4-ZyKlus
< << Exponentielle Amplifizierung
/ <=
— 1 2.Zyklus
— < <=
<
—————{ 1.Zyklus ceeemeemeee-pm 3D ZYKlEN
DNA Matrize < <
<=
— < — <=
<
4 Kopien 8 Kopien 16 Kopien 32 Kop ien 2 36 Kopien

Abbildung 7: Darstellung der exponentiellen Amplifizierung einer PCR.

2.6. Tetra-Primer ARMS-PCR

Sind Polymorphismen bzw. Punktmutationen bekanatnkeine Modifikation der PCR-
Technik, die Tetra-Primer ARMSAmplification Refractory Mutation SystemPCR,
eingesetzt werden. Hierbei werden zwei allelspsdife Amplifikate unter Verwendung von
zwei Primerpaaren, einem inneren und einem aul3ergaugt (siehe Abbildung 5). Hierfur
sind weder Restriktionsenzyme, noch Sequenziermadygsen der PCR-Produkte notwendig.
Die Zusammensetzung der Primer ermdglicht es,nereiGenabschnitt eine Punktmutation
oder eine kleine Deletion zu differenzieren. DakelBnen eines homo- oder heterozygoten
Genotyps nach Auftrennung der Reaktionsprodukteden Gelelektrophorese ist somit
maoglich. Die Vorteile dieser Methode liegen in d&rhnelligkeit, der Reproduzierbarkeit,
dem Auskommen ohne Radioaktivitat und der automeatiagren, kostenginstigen
Durchfiihrung.

Ein aulRerer ,vorwarts-Primer* und ein innerer ,rnaékts-Primer”, der an das Wildtyp-Allel
des SNPs bindet, bilden ein Amplifikat, welches Wadtyp-Allel reprasentiert. Der innere
Lvorwarts-Primer“, der durch ein Mismatch der zviien seiner 3’-terminalen Base und des
Wildtyp-Allels des SNP gekennzeichnet ist, und daRere ,rickwarts-Primer* bilden ein

Amplifikat mit dem Mutations-Allel. Um die Allelspfitat zu verbessern, wurde eine zweite
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Fehlpaarung an der zweiten Position des 3’-terramdndes der beiden inneren Primer
eingefuhrt. Durch die Anlagerung der beiden &uf3eRmmer in unterschiedlichen
Entfernungen von dem polymorphen Nukleotid untezsidgn sich die beiden
allelspezifischen Amplifikate in ihrer LAnge undhaimit Hilfe einer Gelelektrophorese
auftrennbar und unterscheidbar (Ye et al, 2001).Abbildung 8 wird diese Methode

veranschaulicht.

AuRerer Primer Innerer Primer A
DNA Matrize G
(G Allel) C
C‘*—
. Innerer Primer  AuRerer Primer
AuRerer Primer Innerer Primer
: = —_— A
DNA Matrize A
(A Allel) T

(C  Innerer Primer  AuRerer Primer

| Pcr

PCR Produkt
(nicht Allel spezifisch)

PCR Produkt
(G-Allel spezifisch)

PCR Produkt
(A-Allel spezifisch)

= 0

l Gelelektrophorese
G/G homozygot A/A homozygot G/A heterozygot

Abbildung 8: Schematische Abbildung der Tetra-Prime ARMS-PCR. Der SNP in diesem Beispiel fuhrt zu
einem Austausch von 8A. Zwei allelspezifische Amplifikate werden durchedVerwendung von zwei
Primerpaaren erzeugt. Dabei bildet ein Primerpaatefte und rote Pfeile) ein Amplifikat mit dem &iel und

das andere Primerpaar (turkisfarbene und blaudelPfein Amplifikat mit dem A-Allel. Durch ein Misntaeh
zwischen der 3’-terminalen Base eines inneren RPsmed der DNA-Matrize entsteht die Allelspezifit&in
zweites Mismatch (mit Sternchen gekennzeichnetyl vain Position —2 von dem 3’-Ende aus in die inneren
Primer eingebaut (nach Ye et al. 2001). G= GuakinAdenin.

Fur die Tetra-Primer-ARMS-PCR in dieser Arbeit wemd SNP-spezifische Primer

entwickelt, deren Sequenz in Tabelle 8 dargestaid.

24



Material und Methoden

Tabelle 8: PCR Primer fiir die SNP-Analyse. OP=outeprimer, IP=inner primer.

Polymorphismus  Primer Sequenz

rs2987983 IP1 TCACAATTCAGGTAGAATTGGAATAATAAC
P2 CCTGGTTTAATGCAGAGTGGAGATGA
OP1 ATTGTAGGATATTTTGGAGACAGGCAG
OoP2 TTATTATACAAGGAAACCTCACTGCAGG

rs3020449 IP1 GCATTGTCCTTTTTACATATTGTTAGGGTA
P2 AATTCTCAAGGAAATTTTAGCAAAGCC
OP1 TAGATTTTGTCAAACACTTTTGGTGGAT
OoP2 CCAAATGATTAAGGAGAAATAACAGCAG

rs3020450 IP1 TAGTTTCCTTGTGTTCTCTGTTCTCTACG
P2 GGGAGAAGAGAGCCCAGGATTTCGAT
OP1 CAACTAGGAAGTGTTTGTGCTGAAAACC
OoP2 GTCTCTTCTGAATTACACAGGTGCATGG

Um bei der Genotypisierung der einzelnen SNPs ptimales Ergebnis zu erzielen, ist es
notig, den PCR-Ansatz fur jeden Polymorphismuswviddiell anzupassen. Daher wurden zu
Beginn der Arbeit die Ansatze in verschiedenen Bezen getestet, bis der optimale Ansatz
fur jeden SNP gefunden wurde.

Fur jede PCR-Reaktion erfolgte dann zunachst diesteldung eines Reaktionsansatzes
entsprechend der Probenanzahl. Es wurde jeweiBdiAnsatz aus folgenden Komponenten

zusammen gestellt:

Ansatz fir SNP rs3020450 Ansatz fir SNP rs3020449 Ansatz fir SNP rs2987983
0,2 uI  dNTP Mix (10mM) 0,2 ul  dNTP Mix (10mM) 0,2 1 dNTP Mix (10mM)
0,2ul  Primer SNP450 IP1 0,2 Primer SNP449 IP1 08  Primer SNP983 IP1
0,2ul  Primer SNP450 IP2 0,8 Primer SNP449 IP2 0,2 Primer SNP983 IP2
0,2ul  Primer SNP450 OP1 0id Primer SNP449 OP1 0id Primer SNP983 OP1
0,2ul  Primer SNP450 OP2 0id Primer SNP449 OP2 0id Primer SNP983 OP2
1,0ul  10x Go Tag-Puffer 1,4l  10x Go Taqg-Puffer 1,4l  10x Go Taqg-Puffer
0,1ul  Go Taq Polymerase 0jl Go Taqg Polymerase 0jl Go Tag Polymerase
59u  H20 53ul  H20 56ul  H20

Dieser Ansatz wurde anschlieRend in ein 0,2ml P@BkRonsgefald Gberfuhrt und auf Eis
gelagert. Daraufhin erfolgte die Zugabe von jewelgl DNA, entsprechend 100ng

genomischer DNA.
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Nach kurzem Anzentrifugieren wurden die Reaktiofége in einen Thermocycler gestellt, in
dem die PCR nach folgendem Programm ablief:

Initiale Denaturierung: 10 min bei 94°C

Denaturierung fur 30 s bei 94°C
Annealing fir 30 s bei 56°C repetitiver Reaktioyldus 38mal
Elongation fur 60 s bei 72°C

Finale Reaktionszeit fir 5 min bei 72°C

Die Deckelheizung war dabei auf 105°C temperiedciN Abschluss der Reaktionszyklen
wurden die Amplifikationsprodukte bis zur weiter&erwendung bei 4°C gelagert. Als
Negativkontrolle wurde bei jedem ProgrammablaufAmsatz ohne DNA-Zugabe eingesetzt
und als Qualitatskontrolle in jedem Lauf drei bek@n DNA-Proben mitgefihrt (2x
homozygot, 1x heterozygot). Fir das spatere Auftmnaguf ein Agarosegel fur die
elektrophoretische Auftrennung wurden zu jedem HE&dukt noch 2ul Ladepuffer

gegeben.

2.7. Agarosegelelektrophorese

Zur analytischen und praparativen Trennung von B&inkRuren werden horizontale
Agarosegele verwendet. Das Prinzip der DNA-Geletgittorese beruht darauf, dass die
DNA-Molekile mit ihren negativ geladenen Phosphgtgen in einer bestimmten
Geschwindigkeit durch eine aus Agarosegel bestehdfatrix wandern. Abhangig von der
GroRe der DNA und dem gewlnschten Trennbereich emerdunterschiedliche
Agarosekonzentrationen verwendet. Es entstehen i@ieleerschiedenen Porengrof3en durch
Welche negativ geladene Nukleinsdure nach Anlegear Spannung im Laufpuffer zum
positiven Pol wandert. Zur Anfarbung der DNA unté&rhV-Licht wird dem Gel
Ethidiumbromid zugesetzt, welches in den Nukleinssiwang eingelagert wird. Durch
gleichzeitiges Auftragen eines Grol3en- oder Mengedsrds konnen Grof3e und
Konzentration der DNA bestimmt werden.

In dieser Arbeit wurde fir die Analyse der PCR-Rikid ein 1,5% Agarosegel hergestellt.
Hierflir wurden 2,7g Agarose in 180 ml 1x TBE Puffe@OmM Tris, 83mM Borsaure, 1mM
EDTA] aufgekocht und anschlielend unter standigaihr& auf einem Magnetrihrer auf
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circa 50°C abgekihlt und mitub Ethidiumbromidldsung versetzt. Dieses 1,5%-ige
Agarosegel wurde in einen Geltrager gegossen undikamme eingesteckt. Nach volligem
Erkalten wurde das Gel in die mit 1x TBE-Pufferigké Elektrophoresekammer gelegt und
die Kamme entfernt. Es wurden [l2des PCR-Volumens (10ul PCR-Volumen + 2ul
Ladepuffer) in je eine Geltasche pipettiert und d&xsientierung ein 50bp-DNA-
Langenstandard aufgetragen. Die Auftrennung deibd?roerfolgte durch Anlegen einer
Gleichstromspannung von 170mA/300V fir etwa 80 Nenu

Nach abgeschlossener Elektrophorese wurde das geggbauf einen UV-Transluminator
gelegt, wobei durch Anregung mit UV-Licht das miterd DNA interkalierende
Ethidiumbromid fluoreszierte und so die Lange deNAFragmente durch den
Molekulargewichtsstandard bestimmt werden konnteb{idung 9 und Tabelle 9).

Eine erfolgreiche Genotypisierung konnte in 96,5%ieht werden.

Tabelle 9: Uberblick tiber die BasenpaargroRen der &rogenrezeptorp SNPs

rs2987983 rs3020450 rs3020449
C-Allel: 180 bp A-Allel: 156 bp A-Allel: 231 bp
T-Allel: 258 bp G-Allel: 212 bp G-Allel: 193 bp
Max. Prod.: 382 bp Max.Prod.: 313 bp Max.Prod.: 367 bp

1 2 3 4 5 6
AG AA AA GG K L

Abbildung 9: Beispiel eines Gelelektrophoresebildesines SNP rs3020449. Bahn 1: heterozygot A/G, Bahn
2+3: homozygot A/A, Bahn 4: homozygot G/G, Bahn BNasserkontrolle, Bahn 6: 50 bp Langenstandard.

27



Material und Methoden

2.8. Assoziationsstudien

SNPs konnen zu Assoziationsstudien herangezogedewerDabei wird untersucht, ob
Unterschiede in der Haufigkeit eines SNP-AllelsStudiengruppen mit unterschiedlichen
Phanotypen, z. B. bei Mammakarzinompatienten und desunden Kontrollpersonen
existieren.

Es wird davon ausgegangen, dass ein bestimmterirsk#iner Beziehung zum untersuchten
quantitativen Merkmal steht und es wird von einergleichbaren Verteilung der Allele in
allen Bereichen der SNP-Auspragung ausgegangerH&iégkeit der einzelnen Allele eines
SNPs sollte sich also nicht zwischen Individuengeip mit Unterschieden in der SNP-
auspragung unterscheiden.

Eine zu- oder abnehmende Haufigkeit von bestimnA#elen eines SNP mit zu- oder
abnehmender Auspragung des untersuchten SNP igfeden ein Hinweis auf eine
Assoziation dieses Markers zum untersuchten Merkmal

2.9. Statistische Auswertung

Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Progms SPSS 12.0 durchgefihrt.
Unterschiede in den Haufigkeiten der Allele, Gepety und Haplotypen bei Patienten und
Kontrollen wurden mittels des zweiseitigeg2-Tests verglichen. Dabei wurde ein
Signifikanzniveau von p < 0.05 festgelegt, p-Wemtdgschen p = 0,05-0,1 wurden als Trend
gewertet. Nach der Prifung auf das Hardy-Weinbdege@gewicht (siehe 2.9.3.) wurden

Allelfrequenz, Allelpositivitat und Genotypfrequeammittelt.

2.9.1. Chi2-Test

Fur die Prufung der Assoziationen zwischen dem Makarzinomrisiko und den einzelnen
SNPs wurde deg2 (Chi?)-Test verwendet. Dieser Test untersuchtUiabhangigkeit von

zwei Merkmalen und wird deshalb auch Chi2-Unabhgkaistest genannt. Man betrachtet
also zwei Alternativmerkmale, in unserem Fall ese#tis das entsprechende Allel und

andererseits den Krankheitsstatus, bezogen aldasnakarzinom.
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Die Nullhypothese bl besagt, dass die Ereignisse bzw. Merkmale unaldh&ogeinander
sind, wohingegen die Alternativhypothese ¥bn einer Abhangigkeit ausgeht. Beim Chi?-
Test werden die beobachteten Haufigkeiten mit aegge Haufigkeiten verglichen, die unter

der Nullhypothese zu erwarten sind. Dazu wird dig#d?6e Chi2 mit der Formel

n x (ad-bc)?

(a+b) (a+c) (c+d) (b+d)

hi2=

berechnet.

Unter der Nullhypothese wirden alle beobachteten da&n erwarteten Haufigkeiten
Ubereinstimmen, d. h. es ware Chi?=0. Je weiter litebachteten von den erwarteten
Haufigkeiten abweichen, desto grof3er ist die Pdigr Chi2. Liegt nun der Wert der
PrufgroRe innerhalb des Intervalls [0, Ghi} wird die Nullhypothese auf dem-Niveau
beibehalten, d. h. es wird angenommen, dass keltggigkeit der beiden Merkmale
vorliegt. Fira=0.05 ware Chi?, ¢5=3.841. Ist der Wert der errechneten Prufgro3e héalse
dieser ChiggosWert, wird die Nullhypothese verworfen und die ekhativhypothese
angenommen, ndmlich dass es eine Abhangigkeit.eat®Assoziation zwischen den beiden

Merkmalen gibt.

2.9.2. Odds Ratio

Zusétzlich wurden Odds Ratio (OR) und Konfidenzweaél (Cl) berechnet. Die OR ist

ein Mal3 fur die Starke der Beziehung zwischen Afegiablen.

In dieser Arbeit gibt die OR an, um welchen Fakies Erkrankungssrisiko einer Person
steigt, wenn sie Trager eines bestimmten Allels @&lenotypen ist. Um die Genauigkeit der
Odds Ratio beurteilen zu kénnen, wurde das zuggddfonfidenzintervall (Cl) angegeben.
Das Konfidenzintervall ist der Wertebereich, dert miner vorgegebenen Sicherheit der
Schatzung (Xx) die approximierte wahre OR enthélt. Da als Sigaiizniveaua = 0,05
gewéhlt wurde, wurde jeweils das 95% CI angegeltgn. enges CI spricht bei einer
definierten Stichprobengrof3e fur eine geringe Steshmbweichung der Daten. Ein grol3es ClI

spricht fur eine starke Variabilitat der Daten.
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2.9.3. Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) beschreiid Genotyphaufigkeiten aus den
Anteilen der verschiedenen Allele eines Gens irreRPopulation. Mit dieser Formel lassen
sich die Haufigkeiten der drei moglichen Genotyfgemmozygot Allel 1; heterozygot Allel 1
und Allel 2; homozygot Allel 2) in einer Populationit Hilfe der experimentell bestimmten
Allelfrequenz berechnen. Die berechneten Genotgpiazen sollten mit den experimentell
gefundenen Haufigkeiten Ubereinstimmen.

Abweichungen von den errechneten Haufigkeiten kidnaaef eine Verletzung der dem
Gleichgewicht zugrunde liegenden Annahmen hinweigeB. zu kleine Stichprobengrél3en,
Auftreten von Neumutationen oder auch auf Unstinkeiign bei der Durchfihrung der
Genotypisierung (Strachan und Read 1999).

In dieser Arbeit wurde zur Berechnung des HWE def-iDetti-Software verwendet, welche
offentlich im Internet auf der Homepage des Instifir Humangenetik der GSF —
Forschungszentrum fir Umwelt und Gesundheit (Hittpr/gsf.de) verfiigbar ist.

Als Signifikanzniveau o wurde 0,05 gewahlt, p-Werte <0,05 bedeuteten sozmie
signifikante Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleicthgeht bei einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von <5%.
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3. Ergebnisse

3.1. Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

In der vorliegenden Promotionsarbeit wurde die &ikrhg der Genotypen von drei
typisierten Polymorphismen bei Patienten und Kdl@nobezlglich einer Abweichung vom
Hardy-Weinberg-Equilibrium untersucht. Es zeigtehsidass in der Fallpopulation der
gesunden Kontrollgruppe die Verteilung der Genatypes SNP rs2987983 vom Hardy-
Weinberg-Equilibrium  abwich (p=0,036). Auch in deGruppe der jlngeren
Mammakarzinom-Patientinnen (<59 Jahren) wurde élbeeichung festgestellt (p-Wert =

0,048). In allen tGbrigen Gruppen war keine Abwerapuorhanden.

3.2. Assoziation zwischen den Polymorphismen rs29833, rs3020449 und rs3020450
und klinisch-pathologischen Merkmalen bei Mammakarmom-Patientinnen

In diesem ersten Abschnitt wurden die 183 Mammakarmae auf die Expression der SNPs
rs2987983, rs3020449 und rs3020450 hin untersucdtion Hinblick auf prognostische

Faktoren mit den zuvor erhobenen klinisch-pathaicigen Daten korreliert. Eine eventuelle
Abweichung von der Gesamtzahl der Patientinnejevetils auf mangelnde Genotypisierung

zuriickzufiihren. Tabelle 10 gibt einen Uberblickridiie Verteilung der Daten.
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Tabelle 10: Alter, histologische Charakteristika urdl
Rezeptorstatus der bearbeiteten Mammakarzinomfall§n=183).

X = Kriterium nicht bekannt.

Merkmal Patientenanzahlin (%)
Grofl3e pT1l 97 (53%)
pT2-4 82 (45%)
pTX 4 (2%)
Alter <59 Jahre 76 (42%)
>59 Jahre 107 (58%)
Grading Gl 15 (8%)
G2 98 (54%)
G3 68 (37%)
Gx 2 (1%)
Nodalstatus NO 100 (55%)
N1-3 69 (38%)
X 14 (7%)
ERa-Status neg 24 (13%)
pos 154 (84%)
X 5 (3%)
PR-Status neg 50 (27%)
pos 123 (67%)
X 10 (6%)
HER-2- neg 103 (56%)
Status pos 31 (17%)
X 49 (27%)

3.2.1. Assoziation der Genotypen der untersuchterN®s mit der Tumorgrof3e

Bei der Assoziationsanalyse der untersuchten Gpeatymit dem Tumorstatus der
Mammakarzinome wurden die Frihkarzinome im Stadidih mit fortgeschrittenen
Karzinomen in den Stadien T2-T4 verglichen. Estesigich hinsichtlich der Verteilung der
Allele der drei untersuchten SNPs keine signifikantUnterschiede zwischen den T-Stadien.

Einen Uberblick Uber die Verteilung der Genotypébt gabelle 11.
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Tabelle 11: Assoziation der Genotypen der untersu¢én SNPs mit der Grél3e der Mammakarzinome. T-
Thyrosin, C- Cytosin, A- Adenin, G- Guanin.

SNP Allelfrequenz Allelpositivitat Genotypfrequenz

rs2987983 T C CC+CT TT+CT TT CcC CT

T1 135 (69,6%) 59 (30,4%) 50 (51,5%) 88 (90,7%)  (48/5%) 9 (9,3%) 41 (42,2%)
T2-T4 117 (71,3%) 47 (28,7%) 41 (50,0%) 76 (92,6%)41 (50,0%) 6 (7,3%) 35 (42,7%)
p 0,717 0,836 0,637 0,714
rs3020449 A G GG+AG AA+AG AA GG AG

T1 120 (61,9%) 74 (38,1%) 58 (59,8%) 81 (83,5%) (892%) 16 (16,5%) 42 (43,3%)
T2-T4 97 (61,4%) 61 (38,6%) 50 (63,3%) 68 (86,1%)29 (36,7%) 11 (13,9%) 39 (49,4%)
p 0,929 0,635 0,637 0,930
rs3020450 A G AA+AG GG+AG AA GG AG

T1 65 (33,5%) 129 (66,5%) 53 (54,6%) 85 (87,6%) (1124%) 44 (45,4%) 41 (42,2%)
T2-T4 48 (29,3%) 116 (70,7%) 42 (51,2%) 76 (92,7%)6 (7,3%) 40 (48,8%) 36 (43,9%)
p 0,390 0,647 0,262 0,391

3.2.2. Assoziation der Genotypen der untersuchtenN®s mit dem Lymphknotenbefall
der Mammakarzinom-Patientinnen

Beim Vergleich der Mammakarzinom-Patientinnen nmegativem Lymphknotenstatus und
Patientinnen mit Lymphknotenmetastasen konnte kéiterschied in der Verteilung der
Genotypen der untersuchten SNPs gefunden werdeell&d 2 gibt einen Uberblick tiber die
Verteilung der Genotypen.

Tabelle 12: Assoziation der Genotypen der untersu¢bn SNPs mit dem Nodalstatus der
Mammakarzinom-Patientinnen. T- Thyrosin, C- Cytosin A- Adenin, G- Guanin.

SNP Allelfrequenz Allelpositivitat Genotypfrequenz

rs2987983 T C CC+CT TT+CT TT CcC CT

N neg 138 (69,0%) 62 (31,0%)| 52 (52,0%) 90 (90%)| 8 (48,0%) 10 (10,0%) 42 (42,0%)
N pos 99 (71,7%) 39 (28,3%)| 35 (50,7%) 65 (90,3%)34 (49,3%) 4 (5,8%) 31 (44,9%)
p 0,589 0,870 0,329 0,582
rs3020449 A G GG+AG AA+AG AA GG AG

N neg 124 (62,6%) 74 (37,4%)| 58(58,6%) 83 (83,8%NM1 (41,4%) 16 (16,2%) 42 (42,4%)
N pos 80 (59,7%) 54 (40,3%)| 44 (65,7%) 56 (83,6%)23 (34,3%) 10 (14,9%) 34 (50,8%)
p 0,646 0,357 0,829 0,597
rs3020450 A G AA+AG GG+AG AA GG AG

N neg 64 (32,0%) 136 (68,0%) 52 (52,0%) 88 (88,0%)12 (12,0%) 48 (48,0%) 40 (40,0%)
N pos 43 (31,2%) 95 (68,8%)| 38(55,1%) 64 (92,7%)5 (7,2%) 31 (44,9%) 33 (47,9%)
p 0,870 0,693 0,312 0,870

3.2.3. Assoziation der Genotypen der untersuchtenN®s mit der Tumordifferenzierung

Die Ergebnisse dieser Genotyp-Phénotyp-Assoziagiadge zeigen keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen Allelen derER®NPs und dem klinischen Phanotypen hinsichtlich
des Tumorgradings. Die Einteilung beschrankte sieluf Tumoren mit der
Tumordifferenzierung G1-3. G4-Tumore waren im Kkile nicht vorhanden. Tabelle 13 gibt

einen Uberblick tiber die Verteilung der Genotypen.
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Tabelle 13: Assoziation der Genotypen der untersu¢bn SNPs mit der Tumordifferenzierung. T-
Thyrosin, C- Cytosin, A- Adenin, G- Guanin. G 1+2/3entspricht der Differenzierung (Grading).

SNP Allelfrequenz Allelpositivitat Genotypfrequenz

rs2987983 T C CC+CT TT+CT TT cC CT

G 1+2 154 (68,1%) 72 (31,9%)| 60 (53,1%) 101 (89,49%3 (46,9%) 12 (10,6%) 48 (42,5%)
G3 98 (72,1%) 38(27,9%) | 34 (50,0%) 64 (94,1%) (30%) 4 (5,9%) 30 (44,1%)
p 0,433 0,686 0,276 0,428
rs3020449 A G GG+AG AA+AG AA GG AG

G 1+2 134 (60,4%) 88(39,6%)| 68 (61,2%) 91 (82,0%)43 (38,8%) 20 (18,0%) 48 (43,2%)
G3 83(61,9%) 51 (38,1%)| 43 (64,2%) 59 (88,09%) (H9%) 8 (11,9%) 35 (52,2%)
p 0,767 0,697 0,280 0,769
rs3020450 A G AA+AG GG+AG AA GG AG

G 1+2 77 (34,0%) 149 (66,0%) 63 (55,8%) 99 (87,6%)14 (12,4%) 50 (44,2%) 49 (43,4%)
G3 39 (28,7%) 97 (71,3%) | 35(51,5%) 64 (94,1%) (58%) 33(48,5%) 31 (45,6%)
p 0,287 0,580 0,156 0,283

3.2.4. Assoziation der Genotypen der untersuchterN®s mit der HER-2-Expression

Auch bei der Assoziation der Mammakarzinome in Beauf den HER-2-Status konnte kein
signifikantes Ergebnis gezeigt werden.

Im Vergleich der HER-2-positiven mit den HER-2-ntdgen Mammakarzinomen zeigte sich
aber ein Trend bei der Betrachtung des SNP rs233798

Hinsichtlich der Allelfrequenz zeigte sich, dass daAllel haufiger bei den HER-2-positiven
Mammakarzinomen (79%) auftritt als bei HER-2-negati Mammakarzinomen (66%) (p-
Wert 0,052, OR 0,515 [95% C.I.: 0,262-1,013]). Oi€- und CT-Genotypen waren unter den
HER-2-negativen Mammakarzinomen (11,7% bzw. 44,6f&)figer als bei den HER-2-
positiven (3,2% bzw. 35,5%), wahrend der TT-Genotgufiger bei HER-2-positiven
Mammakarzinomen (61,3%) als bei den HER-2-negat{48t7%) zu finden war.

Darlber hinaus sprach das Vorhandensein des gelter@-Allels, ob in homo- oder
heterozygotem Zustand, tendentiell fir einen HERe8ativen Status (p-Wert 0,085, OR
0,490 [95% C.I.: 0,216-1,114]).

Fir die beiden anderen untersuchten SNPs konme kgerschied in Assoziation zum HER-
2-Status gezeigt werden.

Tabelle 14 gibt den Uberblick liber die Genotypvikntg).
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Tabelle 14: Assoziation der Genotypen der untersu¢bn SNPs mit dem HER-2-Status. T- Thyrosin, C-
Cytosin, A- Adenin, G- Guanin.

SNP Allelfrequenz Allelpositivitat Genotypfrequenz

rs2987983 T C CC+CT TT+CT TT cC CT

HER-2 neg 136 (66,0%) 70 (34,0%)| 58 (56,3%) 9B®BY, |45 (43,7%) 12 (11,7%) 46 (44,6%)
HER-2 pos | 49 (79,0%) 13(21,0%)| 12(38,7%) 30899, | 19 (61,3%) 1 (3,2%) 11 (35,5%)
p 0,052 0,085 0,164 0,053
rs3020449 A G GG+AG AA+AG AA GG AG

HER-2 neg 121 (60,5%) 79 (39,5%)| 63 (63,0%)  8404%) | 37 (37,0%) 16 (16,0%) 47 (47,0%)
HER-2 pos | 41(66,1%) 21(33,9%)| 18(58,1%) 283%) | 13 (41,9%) 3 (9,7%) 15 (48,4%)
p 0,425 0,621 0,382 0,424
rs3020450 A G AA+AG GG+AG AA GG AG

HER-2 neg 73(35,4%)  133(64,6%) 59 (57,3%) 8948f | 14 (13,6%) 44 (42,7%) 45 (43,7%)
HER-2 pos 17 (27,4%) 45 (72,6%)| 15 (48,3%) 29593, | 2 (6,5%) 16 (51,6%) 13 (41,9%)
p 0,241 0,382 0,282 0,248

3.2.5. Assoziation der Genotypen der untersuchterN®s mit dem Steroidrezeptorstatus

der Mammakarzinome

Die Analyse der Assoziation zwischen Ostrogenrexept(ERx) positiven und negativen
Mammakarzinomen sowie Progesteronrezeptor (PR)tip&siund negativen Karzinomen
konnte keine unterschiedliche Verteilung der Gepety zeigen. Einen Uberblick Uber die

Verteilung der Genotypen geben die Tabellen 15161d

Tabelle 15: Assoziation der Genotypen der untersu¢bn SNPs mit dem ER-Status. T- Thyrosin, C-
Cytosin, A- Adenin, G- Guanin.

SNP Allelfrequenz Allelpositivitat Genotypfrequenz

rs2987983 T C CC+CT TT+CT TT CcC CT

ERu neg 36 (69,2%) 16 (30,8%)| 15(57,6%) 25 (96,2%) 1 (42,4%) 1 (3,8%) 14 (53,8%)
ERu pos 205 (70,2%) 87 (29,8%)| 74 (50,7%) 140 (90,9062 (49,3%) 13 (8,9%) 61 (41,8%)
p 0,887 0,510 0,384 0,885
rs3020449 A G GG+AG AA+AG AA GG AG

ERa neg 29 (55,8%) 23 (44,2%) 19 (73,1%) 22 (84,6%) (2679%) 4 (15,4%) 15 (57,7%)
ERa pos 179 (58,9%) 107 (41,1%) 85 (59,4%) 128 (84,8068 (40,6%) 22 (15,3%) 63 (44,1%)
p 0,358 0,188 1,0 0,358
rs3020450 A G AA+AG GG+AG AA GG AG

ERu neg 17 (32,7%) 35(67,3%)| 16 (61,5%) 25 (96,2%) (3,8%) 10 (38,5%) 15 (57,7%)
ERa pos 92 (31,5%) 200 (68,5%) 76 (52,1%) 136 (88,9p4)%6 (11,0%) 70 (47,9%) 60 (41,1%)
p 0,865 0,371 0,262 0,358
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Tabelle 16: Assoziation der Genotypen der untersu¢én SNPs mit dem PR-Status. T- Thyrosin, C-
Cytosin, A- Adenin, G- Guanin.

SNP Allelfrequenz Allelpositivitat Genotypfrequenz

rs2987983 T C CC+CT TT+CT TT cC CT

PR neg 83(72,8%) 31 (27,2%)| 28(49,1%) 54 (94,7%p9 (50,9%) 3 (5,3%) 25 (43,8%)
PR pos 160 (69,0%) 72 (31,0%) 61 (52,6%) 111 @),2 55 (47,4%) 11 (9,5%) 50 (43,1%)
P 0,462 0,668 0,338 0,454
rs3020449 A G GG+AG AA+AG AA GG AG

PR neg 69 (61,6%) 43 (38,4%)| 35(62,5%) 48 (85,7%p1 (37,5%) 8 (14,3%) 27 (48,2%)
PR pos 141 (61,8%) 87 (38,2%)| 69 (60,5%) 102 @43 45 (39,5%)  18(15,8%) 51 (44,7%)
P 0,966 0,804 0,797 0,967
rs3020450 A G AA+AG GG+AG AA GG AG

PR neg 31(27,2%) 83 (72,8%)| 28 (49,1%) 54 (94,7%38 (5,3%) 29 (50,9%) 25 (43,8%)
PR pos 78 (33,6%) 154 (66,4%) 64 (55,2%) 108 @),§ 14 (12,1%) 52 (44,8%) 50 (43,1%)
P 0,226 0,453 0,157 0,225

3.2.6. Assoziation der Genotypen der untersuchterN®s mit dem Patientenalter

Fur die Assoziation der Genotypen mit dem AltertéAlbei Erstdiagnose) wurden die
Patientinnen in eine jingere (<59 Jahren) und &lteee GruppexX 59 Jahre) eingeteilt. Bei
der Untersuchung des SNP rs3020450 zeigte siclichthsh der G-Allelpositivitat, dass das
G-Allel insgesamt haufiger bei der jiungeren Pasirgtuppe zu finden ist (96% vs. 86%) (p-
Wert 0,024, OR 0,252 [95% C.I.: 0,070-0,904]). Soisti die Abwesenheit des A-Allels bei
den Jungeren haufiger als bei den Alteren. Homadziigadas A-Allel sind 4% der jungeren
und 14% Die
Genotypenverteilung dieses SNP mit einem p-Wert ,84® vom Hardy-Weinberg-

der alteren Patientinnen. jungere PR@igyruppe wich bei der
Gleichgewicht ab.

Hinsichtlich des SNP rs2987983 zeigte sich ein dresi der T-Allelpositivitat. Somit ist das
T-Allel in hetero- oder homozygotem Zustand tenddinthaufiger bei der jlingeren
Patientengruppe (96,1%) zu finden als bei den Atte(87,4%) (p-Wert 0,052, OR 0,297
[95% C.I.: 0,082-1,082]).

Fur den SNP rs3020449 konnte keine Assoziation Ratientenalter gezeigt werden.

Einen Uberblick tiber die Verteilung der Genotypébt gabelle 17.
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Tabelle 17: Assoziation der Genotypen der untersu¢én SNPs mit dem Alter. T- Thyrosin, C- Cytosin, A-
Adenin, G- Guanin.

SNP Allelfrequenz Allelpositivitat Genotypfrequenz

rs2987983 T C CC+CT TT+CT TT cC CT

<59 Jahre 110 (72,4%) 42 (27,6%) 39 (51,3%) B3®) | 37 (48,7%) 3 (3,9%) 36 (47,4%)
> 59 Jahre 146 (68,2%) 68 (31,8%) 55(51,4%) 520@) |52(48,6%) 13(12,1%) 42 (39,3%)
p 0,394 0,990 0,052 0,390
rs3020449 A G GG+AG AA+AG AA GG AG

<59 Jahre 97 (64,7%) 53 (35,3%) 45 (60,0%) 673@9 | 30 (40,0%) 8 (10,7%) 37 (49,3%)
> 59 Jahre 124 (59,0%) 86 (41,0%) 66 (62,8%) 85481 |39 (37,2%) 20 (19,0%) 46 (43,8%)
p 0,280 0,697 0,126 0,286
rs3020450 A G AA+AG GG+AG AA GG AG

<59 Jahre 44 (28,9%) 108 (71,1%) 41 (54,0%) BO@) | 3 (4,0%) 35(46,0%) 38 (50,0%)
> 59 Jahre 72 (33,6%) 142 (66,4%) 57 (53,3%) @0@) | 15(14,0%) 50 (46,7%) 42 (39,3%)
p 0,341 0,927 0,024 0,338

Eine initiale Aufteilung der Patientinnen in Gruppanhand des mittleren Menopausenalters
in Deutschland (52 Jahre) konnte keine statistsghifikanten Ergebnisse zeigen.

3.3. Vergleich der Patientinnen mit Mammakarzinom nit anderen Krankheitsentitaten

der Mamma sowie Kontrollgruppen

In diesem Abschnitt wurden die Patientinnen mit Maakarzinom, DCIS, Fibrodadenom

und Mastopathie sowie die gesunde Kontrollgruppeaad der SNP rs2987983, rs3020449
und rs3020450 genotypisiert und untereinander idrgh. Tabelle 18 gibt einen Uberblick

Uber die Verteilung der Genotypen und Allelfrequemaller Gruppen.

Tabelle 18: Uberblick iiber die Verteilung von Allel und Genotypfrequenzen der einzelnen Gruppen. T-

Thyrosin, C- Cytosin, A- Adenin, G- Guanin.

SNP Allelfrequenz Genotypfrequenz

rs2987983 T C TT CcC CT
Gesund 192 (64,4%) 106 (35,6%) 56 (37,6%) 13 (8,7% 80 (53,7%)
Karzinom 256 (69,9%) 110 (30,1%) 89 (48,6%) 1698) 78 (42,6%)
DCIS 55 (67,1%) 27 (32,9%) 19 (46,3%) 5 (12,2%) (47,5%)
Fibroadenom 67 (68,4%) 31 (31,6%) 23 (46,9%) 52%) 21 (42,9%)
Mastopathie 78 (72,2%) 30 (27,8%) 28 (51,9%) 4%), 22 (40,7%)
rs3020449 A G AA GG AG
Gesund 163 (55,4%) 131 (44,6%) 45 (30,6%) 29 09,7 73 (49,7%)
Karzinom 221 (61,4%) 139 (38,6%) 69 (38,3%) 286%6) 83 (46,1%)
DCIS 44 (48,9%) 46 (51,1%) 8 (17,8%) 9 (20,0%) @8,2%)
Fibroadenom 54 (58,7%) 38 (41,3%) 14 (30,4%) 6143 26 (56,6%)
Mastopathie 61 (56,5%) 47 (43,5%) 17 (31,5%) R’)5%) 27 (50,0%)
rs3020450 A G AA GG AG
Gesund 106 (35,3%) 194 (64,7%) 17 (11,3%) 61 40,7 72 (48,0%)
Karzinom 116 (31,7%) 250 (68,3%) 18 (9,8%) 85 446) 80 (43,8%)
DCIS 36 (39,1%) 56 (60,9%) 6 (13,0%) 16 (34,8%) (222%)
Fibroadenom 29 (30,2%) 67 (69,8%) 3 (6,3%) 22(45,8% 23 (47,9%)
Mastopathie 36 (34,0%) 70 (66,0%) 5 (9,4%) 2259%4), 26 (49,1%)
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3.3.1. Vergleich gesunde Kontrollgruppe mit Mammakazinomen

Im Vergleich der Gruppe der Mammakarzinome mit dgsunden Kontrollgruppe
hinsichtlich der Genotypenverteilung der drei ustiehten SNPs ergab sich ein statistisch
signifikantes Ergebnis bei der Untersuchung des 8¥087983 und der C-Allelpositivitat
(p-Wert 0,043, OR 0,636 [95% C.I.: 0,409-0,988]asD/orhandensein eines C-Allels ist hier
signifikant haufiger bei den Gesunden (62,4%) a$ den Karzinompatienten (51,4%).
Allerdings weicht die gesunde Kontrollgruppe vom rédaWeinberg-Gleichgewicht ab,
p=0,036. Hinsichtlich der Genotypfrequenzen ist ld@mozygote Genotyp CC gleich haufig
(8,7%) bei Gesunden und Karzinomen zu finden.

Es konnte keine Assoziation des Mammakarzinomrssikait den beiden anderen SNP

gesehen werden. (Tabelle 19)

Tabelle 19: Vergleich Gesunde und Karzinome. T- Thysin, C- Cytosin, A- Adenin, G- Guanin.

SNP Allelfrequenz Allelpositivitat Genotypfrequenz

rs2987983| T C TT+CT CC+CT T cc CT
Gesund | 192 (64,4%) 106 (35,6%) 136 (91,3%) 93i6?, | 56 (37,6%) 13 (8,7%) 80 (53,7%)
Karzinom | 256 (69,9%) 110 (30,1%) 167 (91,3%) QU4%) | 89 (48,7%) 16 (8,7%) 78 (42,6%)
P 0,131 0,995 0,043 0,114

rs3020449| A G AA+AG GG+AG | AA GG AG
Gesund | 163 (55,4%) 131 (44,6%) 118 (80,3%) 1024069 | 45 (30,6%) 29 (19,7%) 73 (49,7%)
Karzinom | 221 (61,4%) 139 (38,6%) 152 (84,4%) 1A1,7%) | 69 (38,3%) 28 (15,6%) 83 (46,1%)
P 0,124 0,322 0,144 0,127

rs3020450| A G AA+AG GG+AG | AA GG AG
Gesund | 106 (35,3%) 194 (64,7%) 89 (59,3%) 133788, 17 (11,3%) 61 (40,7%) 72 (48,0%)
Karzinom | 116 (31,7%) 250 (68,3%) 98 (53,6%) 1652%) | 18 (9,8%) 85 (46,4%) 80 (43,7%)
P 0,322 0,657 0,290 0,314

3.3.2. Vergleich Mammakarzinome und DCIS

Im Vergleich der Mammakarzinome mit DCIS zeigtehsiinsichtlich des SNP rs 3020449,
dass das seltenere A-Allel haufiger beim Karzinéh4%) auftritt als bei DCIS (48,9%) (p-
Wert 0,031, OR=0,602 [95% K.l.: 0,378-0,957]). D&%Allel, ob in homo- oder

heterozygotem Zustand, kam statistisch signifikdvdtufiger bei DCIS vor als bei
Mammakarzinomen (p-Wert 0,009, OR=0,348 [95% @J153-0,791]). Der Genotyp AA

war signifikant haufiger bei den Karzinomen (38,3&g bei DCIS (17,8%), wéahrend der
Genotyp GG bei DCIS haufiger nachzuweisen war (268%4.5,6%).

Fur die beiden anderen SNPs zeigten sich keindfigeymen Ergebnisse.
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Tabelle 20: Vergleich DCIS und Karzinome. T- Thyro#n, C- Cytosin, A- Adenin, G- Guanin.

SNP Allelfrequenz Allelpositivitat Genotypfrequenz

rs2987983[ T C TT+CT CC+CT  |TT cC cT

DCIS 55 (67,1%) 27 (32,9%) 36 (87,8%) 22 (53,6%) (483%) 5 (12,2%) 17 (41,5%)
Karzinom | 256 (69,9%) 110 (30,1%)67 (91,3%) 94 (51,4%) | 89 (48,6%)16 (8,7%) 78 (42,6%)
p 0,610 0,493 0,790 0,610

rs3020449| A G AA+AG  GG+AG  |AA GG AG

DCIS 44 (48,9%) 46 (51,1%) 26 (57,8%) 37 (82,2%) 1BE%) 9 (20,0%) 28 (62,2%)
Karzinom | 221 (61,4%) 139 (38,6%)L52 (84,4%) 111 (61,7%)| 69 (38,3%) 28 (15,6%) 83 (46,1%)
p 0,031 0,471 0,009 0,029

rs3020450 A G AA+AG  GG+AG  |AA GG AG

DCIS 36 (39,1%) 56 (60,9%) 30 (65,2%) 40 (87,0%) 1Bq%) 16 (34,8%) 24 (52,2%)
Karzinom | 116 (31,7%) 250 (68,3%P8 (53,6%) 165 (90,29%4)18 (9,8%) 85 (46,4%)80 (43,7%)
p 0,176 0,525 0,154 0,170

3.3.3. Vergleich Gesunde und DCIS

Im Vergleich der Gesunden mit DCIS konnte bei Bg#ttang des SNP rs3020449 ein Trend
festgestellt werden (Tabelle 20).

Es zeigte sich, dass das Vorhandensein eines GAWb® in homo- oder heterozygoten
Zustand, das Risiko fir ein DCIS im Vergleich zun dgesunden tendentiell erhdht (p-Wert
0,091, OR=2,040 [95% C.l.: 0,880-4,730]).

Fur die beiden anderen SNPs konnte keine Signifilmittelt werden.

Tabelle 21: Vergleich Gesunde und DCIS. T- ThyrosinC- Cytosin, A- Adenin, G- Guanin.

SNP Allelfrequenz Allelpositivitat Genotypfrequenz

rs2987983 T C TT+CT CC+CT TT cC CT

Gesund | 192 (64,4%)106 (35,6%) 136 (91,3%) 93 (62,4%) | 56 (37,6%)13 (8,7%) 80 (53,7%)
DCIS 55 (67,1%) 27 (32,9%) 36 (87,8%) 22 (53,6%) (4R3%) 5 (12,2%) 17 (41,5%)
p 0,657 0,501 0,309 0,635
rs3020449 A G AA+AG GG+AG AA GG AG

Gesund | 163 (55,4%)131 (44,6%) 118 (80,3%) 102 (69,4%) 45 (30,6%) 29 (19,7%) 73 (49,7%)
DCIS 44 (48,9%) 46 (51,1%) 26 (57,8%) 37 (82,2%) 1BE%) 9 (20,0%) 28 (62,2%)
p 0,275 0,968 0,091 0,260
rs3020450 A G AA+AG GG+AG AA GG AG

Gesund | 106 (35,3%)194 (64,7%) 89 (59,3%) 133 (88,7%4)17 (11,3%) 61 (40,7%) 72 (48,0%)
DCIS 36 (39,1%) 56 (60,9%) 30 (65,2%) 40 (87,0%) 150%) 16 (34,8%)24 (52,2%)
p 0,507 0,474 0,752 0,494

Im Vergleich der weiteren Gruppen untereinandernkerweder ein signifikantes Ergebnis
noch ein Trend ermittelt werden. Tabellen der Addhg der Genotypen in den
verschiedenen Gruppen sind im Tabellenverzeichufigetistet.
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3.4. Haplotypenanalyse

Insgesamt zeigte sich, dass die Haplotypen TT-AA{@&2987983=TT, rs3020449=AA und
rs3020450=GG) und CT-AG-AG (rs2987983=CT, rs3026449 und rs3020450=AG) am
haufigsten auftraten. Der Haplotyp TT-AA-GG zeigieh bei 35,5% (n= 65) der Falle und
CT-AG-AG bei 32,2% (n= 59) von insgesamt 183 Mamanaikhomen. Die weitere
statistische Analyse wurde deshalb auf diese bditégriotypen beschrankt, ohne jedoch eine
Assoziation mit dem Mammakarzinom, DCIS, Fibroaderatler Mastopathie zu zeigen. Die
Haplotypen waren in den Gruppen jeweils ahnlicherkr

Einen Uberblick liber die Verteilung der haufigsktaplotypen gibt Tabelle 22.

Tabelle 22: Uberblick tber die Verteilung der haufgsten Haplotypen in den Gruppen. T- Thyrosin, C-
Cytosin, A- Adenin, G- Guanin.

TT-AA-GG CT-AG-AG TT-AG-GG CC-GG-AA CT-GG-AG
Gesunde 35 (31,3%) 53 (47,4%) 11 (9,8%) 6 (5,4%) (6,3%)
Karzinom 65 (39,4%) 59 (35,8%) 17 (10,3%) 13 (9% 11 (6,6%)
DCIS 8 (26,6%) 11 (36,6%) 5 (16,7%) 4 (13,4%) %)
Fibroadenom 9 (26,5%) 13 (38,2%) 8 (23,5%) 2 (5,9% 2 (5,9%)
Mastopathie 15 (32,6%) 20 (43,5%) 5 (10,9%) 4%8,7 2 (4,3%)

Bei der Analyse der Haplotypen in Assoziation miend klinisch-pathologischen
Charakteristika der Mammakarzinompatienten konai@ Istatistisch interessantes Ergebnis
ermittelt werden. Auch hier zeigte sich eine ahmlgleiche Verteilung der Haplotypen.
Hierzu gibt Tabelle 23 einen Uberblick.

Tabelle 23: Assoziation der Haplotypen und den klischen Daten der Karzinome. T- Thyrosin, C-
Cytosin, A- Adenin, G- Guanin.

Klinische Daten TT-AA-GG CT-AG-AG P

T1 36 (55,4%) 29 (44,6%)

T2-T4 28 (50,0%) 28 (50,0%) 0,554
G 1+2 41 (54,0%) 35 (46,0%)

G3 22 (47,8%) 24 (52,2%) 0,512
N neg 38 (55,9%) 30 (44,1%)

N pos 22 (47,8%) 24 (52,2%) 0,398
ER pos 55 (55,0%) 45 (45,0%)

ER neg 6 (30,0%) 11 (70,0%) 0,133
PR pos 42 (53,2%) 37 (46,8%)

PR neg 20 (51,3%) 19 (48,7%) 0,847
Her-2 pos 13 (59,1%) 9 (40,9%)

Her-2 neg 33 (47,8%) 36 (52,2%) 0,357
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4. Diskussion

SNPs in Genen des Metabolismus oder SignalwegesStenoidhormonen sind potentielle
Faktoren, die das Karzinomrisiko in hormonabhangi@eweben beeinflussen kénnen (Cribb
et al, 2006). Seit der Entdeckung deg3ERens und seines Produkts [EiR Jahr 1996 haben
einige Studiengruppen dessen Expressionsmusteaktbesiert, aber nur wenige haben
maogliche  Zusammenhange zwischen pHPlymorphismen und Risiken, ein
Mammakarzinom zu entwickeln, untersucht.

SNPs in der Promotorregion zahlreicher Gene wutmlrits mit dem Risiko, verschiedene
Erkrankungen zu entwickeln, in Verbindung gebradhejspielsweise mit Asthma und
Morbus Alzheimer. Zu beiden Erkrankungen wurden yRolrphismen in einer
Promotorregion mit einem erhdhten Erkrankungsrisbeschrieben (Gao et al, 2006)
(Capurso et al, 2004).

Weiterhin gibt es Untersuchungen zu einem moéglich@dusammenhang von
Promotorpolymorphismen und der Vererbung von Efuagen. Eine chinesische Studie hat
SNPs in der Promotorregion des BRCA1-Gens untetsucid eine Ver&dnderung der
Promotoraktivitat beschrieben, welche Vererbung M@ammakarzinomen beeinflussen kann
(Chan et al, 2009).

In der hier vorgelegeten Arbeit sollte geprift werdob Polymorphismen im BRGen mit
einem erh6hten Mammakarzinomrisiko in Verbindurehen.

Fir diese Studie fokussierten wir uns auf drei Palgphismen, die in der Promotorregion des
ERB-Gens liegen und somit eine mdgliche funktionelled8utung bei der Proteinbildung
haben.

Nachfolgend sollen die Ergebnisse dieser ArbeiSpregel der Literatur diskutiert werden.
4.1. Mammakarzinome in Assoziation mit klinisch-pahologischen Kriterien
Im ersten Teil dieser Studie wurde der mdglicheaiumenhang zwischen den Genotypen der

drei untersuchten SNPs und klinisch-pathologischeraten bei den

Mammakarzinompatientinnen untersucht.
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Assoziation mit pathologischen Kriterien

Die Ergebnisse dieser Genotyp-Phanotyp Assoziaiodse zeigten keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen Allelen der=R\Ps oder deren Haplotypen und dem klinischen
Phanotyp hinsichtlich des Tumorstatus, des Lymptemtzefalls oder des Tumorgradings.
Auch in der Literatur wurde bisher keine statigtissignifikante Assoziation von
Tumorauspragung oder Differenzierung mit SNPs inf&&en beschrieben.

Bei der Assoziation des HER-2-Status der Mammakamme mit dem SNP rs2987983
zeigten die statistischen Analysen eine Tenderzdds T-Allel als mdglichen Risikofaktor
fur eine HER-2-Uberexpression darlegen. Statistis8ignifikanz konnte allerdings nicht
erreicht werden. Auch in der Assoziation mit derpldeypen konnte kein Zusammenhang
gefunden werden.

Bei der Untersuchung auf Assoziation mit dem Horrareptorstatus des Ostrogenrezeptors
a und des Progesteronrezeptors konnte weder eistisie signifikanter Zusammenhang mit
den untersuchten Genotypen noch den Haplotypengjeverden.

Der Grenzwert fur Positivitdt wurde hier durch €rl®S-Score von grol3er als 2 angegeben.
Dieser Wert diente bislang als Einteilung in Reamegositive und negative Karzinome
(Gown, 2008). Eine alternative Einteilung, bei der die Karzinome mit einem Scorewert
von 0 als negativ gewertet wurden, konnte auchekpiwsitive Assoziation mit einem SNP-
Allel zeigen (Daten nicht gezeigt). Diese Einteduwurde bedacht, da nach dem aktuellen
St.Gallen-Konsens von 2009 jede immunhistochemisdReaktion des ER eines
Mammakarzinoms eine hormonelle Therapie rechtfief@gldhirsch et al, 2009).

Bei der Haplotypenuntersuchung in dieser Arbeitriterfir keine der Tumorcharakteristika
ein Zusammenhang mit einem erh6htem Karzinomridikagestellt werden.

Auch in einer Studie von Cox et al. konnte in eiRaplotypenanalyse des BERsens keine

Assoziation mit dem EdR oder PR-Status nachgewiesen werden (Cox et @8)20

Assoziation mit dem Alter

Bei der Betrachtung der Assoziation des Patientersazum Zeitpunkt der Erstdiagnose mit
den Genotypen der SNPs wurde die Studienpopulatiomwei Gruppen eingeteilt. Die

jungere Gruppe (<59 Jahre) erflllte dabei knapptnias Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.
Hinsichtlich der G-Allelpositivitat war das G-Allem SNP rs3020450 haufiger bei der
jungeren Patientengruppe zu finden als bei denrditeoder anders interpretiert ist die

Abwesenheit des A-Allels haufiger bei der junget®@ruppe als bei der alteren. Dieses
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Ergebnis ist kritisch zu bewerten, da zum einenG@ieppe der Jingeren nicht das Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht erfullt, zum anderen in Ambeht der Allelfrequenz oder
Genotypfrequenzen sich keinerlei Unterschied zvaadten Altersgruppen zeigte.

Eine Tendenz ergab sich bei der T-Allelpositivilés SNPs rs2987983, wonach das T-Allel
haufiger in der jingeren Gruppe zu finden ist. DaraAllelfrequenz und Genotypfrequenz
keinen Trend oder eine Signifikanz zeigten, isthawulteses Ergebnis zuriickhaltend zu
bewerten, was seine klinische Aussagekraft betrifft

Die Einteilung in die Altersgruppen ergab sich dem durchschnittlichen Diagnosealter (59
Jahre) aller Patientinnen die in dieser eingessblosvaren. Eine in anderen Studien teilweise
gewahlte Einteilung in eine postmenopausale uné erdmenopausale Gruppe war nicht
maoglich, da keine Primardaten zum MenopausenalteYerfligung standen.

Eine alternative Aufteilung der Patientinnen anhates mittleren Menopausenalters in
Deutschland (52 Jahre) konnte auch keine statissigmifikanten Ergebnisse zeigen.

Das mittlere Diagnosealter der Studienpopulatidrnvesgleichbar dem Diagnosealter einer
grofRen Studie (5789 Falle und 7761 Kontrollen) (dational Cancer Institute Breast and
Prostate Cancer Cohort Consortium®. In dieser Arkennte ein Haplotyp im ERGen als
Risikofaktor nur bei jingeren Patientinnen (jungksr 63 Jahre) gefunden werden (Cox et al,
2008).

In einer grol3en Studie aus China (1459 Falle) koeirie schwache Assoziation eines3ER
SNP (rs1256054) mit einem erhéhten Mammakarzindkarisbei postmenopausalen
Patientinnen, die eine verlangerte Ostrogenexpositufgrund spater Menopause hatten,

gezeigt werden (Zheng et al, 2003).

4.2. Vergleich der Gruppen untereinander

In einem zweiten Teil dieser Arbeit wurden neben Mlammakarzinomen auch eine gesunde
Kontrollgruppe (n=151), Patienten mit DCIS (n=4&gstopathie (n=54) und Fibroadenomen
(n=49) anhand der drei SNPs genotypisiert und rmateder verglichen.

Mammakarzinome und Kontrollen

Im Vergleich der Mammakarzinome mit der gesundentkadlgruppe zeigte sich anhand der
C-Allelpositivitat bei SNP rs2987983 eine HaufungsdC-Allels bei den Gesunden.
Allerdings erflllte die gesunde Kontrollgruppe rtidas Hardy-Weinberg-Gleichgewicht und
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auch in Betrachtung der Allelfrequenz konnte keintddschied in der Verteilung der
Genotypen gesehen werden. Der homozygote CC-Genstypei beiden Gruppen sogar
gleich haufig vorhanden, so dass dieses Ergebhisesczu interpretieren ist und eher als
Zufallsereignis gewertet werden kann.

In der spateren Analyse unserer Studiengruppe enihdheren Fallzahl wurde im Gegensatz
dazu beschrieben, dass ein homozygoter CC Genet/SNP rs2987938 ein Risikofaktor flr
die Mammakarzinomentstehung sein konnte. Die Amalysr Allelfrequenzen bekraftigte
diese Aussage, da eine hohere C-Allelfrequenz sliddglymorphismus in Frauen mit
Mammakarzinom gezeigt wurde. Auch anhand der Adigilpvitéat konnte gesehen werden,
dass eine reine Prasenz des C-Allels ein erhohtearivakarzinomrisiko bedingt (Treeck et
al, 2009).

Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit AnalyserPatienten mit Prostatakarzinom, in
denen der SNP rs2987983 in einer grol3en schwedisttuelie mit 1415 Prostatakarzinomen
und 801 Kontrollen analysiert und der CC sowie T€nQyp als Risikofaktor fUr dieses
Karzinom beschrieben wurde (Thellenberg-Karlsscal,62006).

Auch bei nicht malignen Erkrankungen konnte die8dsl als Risikofaktor beschrieben
werden. So konnte in einer anderen schwedischahieSt854 Falle und 380 Kontrollen) das
C-Allel im SNP rs2987983 als Risikoallel fur Hypesle beschrieben werden (Beleza-
Meireles et al, 2007).

Fir die Assoziation der SNP rs3020450 und rs302044® dem Mammakarzinomrisiko
konnten keine signifikanten Ergebnisse in der \iemeg der einzelnen SNPs oder den
Haplotypen ermittelt werden. Dies stimmt mit eigeo3en Studie Uberein, in der insgesamt
528173 SNPs bei 1145 postmenopausalen Mammakargatenten und eben so viele
Kontrollen genotypisiert wurden. Dort konnte urndé@mderem gezeigt werden, dass es keinen
Zusammenhang zwischen dem SNP rs3020450 und eirghten Mammakarzinomrisiko
gibt (Hunter et al, 2007).

In einer anderen Studie wurde dieser SNP auf dsikdritr Ovarialkarzinome untersucht. Es
konnte keine Assoziation der SNP-Genotypen mit reirieisiko flr ein Ovarialkarzinom
gefunden werden (Lurie et al, 2009).

In einer Studie aus Finnland, in der 219 sporadisdhammakarzinomfalle und 248
Kontrollen anhand von sechs SNPs genotypisiert aurdeigte sich ebenso kein Unterschied
in der Allelverteilung (Forsti et al, 2003).
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2004 untersuchte eine Studiengruppe aus den USASNRs im ER-Gen und fand ein
erhohtes Mammakarzinomrisiko bei einer Populatioon vjudischen Frauen in der
Haplotypenanalyse, aber keine Assoziation bei derenen SNPs (Gold et al, 2004).
Ahnliche Ergebnisse zeigten sich in einer groResehwedischen Studie, in der die
Genotypisierung von 723 Mammakarzinomfallen und K8@trollen anhand drei ERSNPs
erfolgte und ein Haplotyp beschrieben werden kgnaée mit einem statistisch signifikant
erhohten Mammakarzinomrisiko assoziiert ist. Abercha in dieser Studie zeigten die
einzelnen SNPs keine Assoziation mit einem erholEearankungsrisiko (Maguire et al,
2005).

Daher stimmen unsere Ergebnisse mit der bis jeiffentlichten Literatur Gberein und die
untersuchten SNPs scheinen keinen RisikofaktoddgrMammakarzinom darzustellen.

DCIS und Kontrollen

Bei der Assoziation der DCIS-Gruppe mit der Kongalppe zeigte sich fur die G-

Allelpositivitat des SNP rs3020449 eine Tendensgésamt war das G-Allel, ob in homo-
oder heterozygotem Zustand, haufiger bei DCIS zdein als bei den Kontrollen. Da aber die
Kontrollgruppe auch hier nicht das Hardy-WeinbelgiGigewicht erflllt, muss dieses

Ergebnis vorsichtig interpretiert werden, da sialcha bei der Allelfrequenz und der

Genotypfrequenz im Vergleich der DCIS-Gruppe mitn dgesunden Kontrollen keine

statistische Signifikanz oder ein Trend zeigte.

Diese Assoziation des G-Allels im SNP rs302044DgIS konnte aber auch im Vergleich

der Karzinomgruppe mit der DCIS-Gruppe bekraftigireen. In diesem Vergleich war das
G-Allel signifikant haufiger bei DCIS als bei derakinomen. Es zeigte sich ein statistisch
signifikanter Unterschied in der Allelfrequenz, Gg&mpfrequenz und der G-Allelpositivitat

fur diesen SNP.

Im Uberblick dieser Ergebnisse ware es interesdantUntersuchung mit einer gréReren
Fallpopulation zu wiederholen um zu sehen, ob siah G-Allel im SNP rs3020449 als

Risikoallel fir ein DCIS bestétigen lasst.

Fir die beiden anderen SNP rs2987983 und rs302@450te kein Unterschied in der

Verteilung der Genotypen gefunden werden. Auch Haplotypenanalyse brachte keine
Ergebnisse.

In der Literatur wurden bisher noch keine Assoaraiudien dieser HRPolymorphismen

und einem Risiko fiir DCIS beschrieben.
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Vergleich der restlichen Gruppen

Die Vergleiche von Mastopathie und Fibroadenom aeiht anderen Gruppen ergaben keine
statistisch relevanten Ergebnisse. Auch in derraite finden sich bislang keine Studien

dazu. Da es sich bei der Mastopathie und Fibroadenoum benigne Veréanderungen der
Brustdrise handelt, wurden diese bei der Analyst aueiner Gruppe zusammengefasst, um
eine grol3ere Fallzahl zu erreichen und mit den Gpeoa der Mammakarzinome verglichen

(Tabelle 24 im Anhang). Diese Analyse erbrachte Bbme relevanten Ergebnisse.

4.3. Methodik

Genomweite SNP-Analysen gehéren mittlerweile zumd&andard bei der Suche nach
genetischen Variationen, die das Risiko fur werbwveitete Erkrankungen erhéhen kénnen. In
dieser Arbeit wurde fUr die Genotypisierung die Mete der Tetra-Primer ARMS-PCR
gewahlt. In den meisten SNP-Studien werden demettere Methoden zu SNP-Analyse
angewendet, die aber teils mit hoheren Kosten vehbn sind, spezielle Arbeitsgerate oder
mehrere  Arbeitschritte  benétigen. Hierzu gehodrens aBeispiel die RFLP
(Restriktionsfragmentlangen Polymorphismus) oderTéeg Man assay (Livak, 1999; Hui et
al, 2008). Eine zeitgemale und effiziente Methogiee groRere Anzahl an SNPs zu
genotypisieren, stellt die sog. matrix-assited rasorption / ionisation time-of-flight
Massenspektrometrie (MALDI-TOF) dar.

Die hier angewandte Methode der Tetra-Primer ARMIRRst eine effiziente, einfache und
somit gut reproduzierbare Methode zur SNP-Genasmisg, die sich im Rahmen von
Arbeiten mit mittelgroRen Kollektiven gut eignet.

Einzig die Planung der Primer kann zeitaufwéandig,s&as aber mit Hilfe eines Uber das
Internet zuganglichen Programmes gut maoglich ist:

http://cedar.genetics.soton.ac.uk/public_html/pritrteml. (Ye et al, 2001).

Allgemein war die Fallpopulation in dieser Arbeitrgde bei den DCIS, Mastopathie und
Fibroadenom Patientinnen kleiner als die der Manmarmkome und der gesunden
Kontrollen. Schon durch eine in etwa doppelt sd3gr&allzahl und Kontrollen kénnen voéllig
gegensétzliche Ergebnisse erzielt werden. Dies tegtndie Arbeit mit groReren Kollektiven

fortzusetzen.
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Insgesamt ist zu beachten, dass bei der Durchfghnumn Assoziationsstudien eine
offensichtliche Assoziation nicht unbedingt kausskvant sein muss. Eine dem Anschein
nach vorhandene Assoziation kann maoglicherweiseemém statistischen Fehler beruhen.
Das bedeutet, dass bei einer gentigend grof3en Mengatersuchten Markern rein zufallig
einer oder mehrere eine offensichtliche statisasgbsoziation mit der Erkrankung zeigen. In
unserer Studie wurden verschiedene MalRnahmen ontemen, um diesen Fehler zu

vermeiden und um die gefundenen Assoziationen kdiewen.

4.4. Bedeutung und Aussichten

Die Einwirkung von endogenen und exogenen Sterordbpen ist mit einem erhdhten
Mammakarzinomrisiko assoziiert. Dieses Risiko kahgpothetisch durch Gene der
Steroidhormonsynthese, deren Metabolismus odeafwgige beeinflusst werden.

In der Therapie des Mammakarzinoms werden zunehn@mrstanzen mit Angriff an
Hormonrezeptoren verwendet und damit Einflu@ aufmumell gesteuerte Signalwege
genommen. Dabei werden ERnd ER gleichermalien als Zielstruktur genutzt.

Der ERu-Status gilt mittlerweile als ein etablierter piidier Marker fur die Wirksamkeit
einer endokrinen Therapie bei Mammakarzinomen @kld Coombes, 2002;Murphy and
Watson, 2006).

Etwa ein Drittel der ER-postitiven Patientinnen ist aber initial resistewtf die Therapie.
Andere entwickeln im Laufe der Therapie eine Resist Eine méogliche Erklarung dafir ist
eine Veranderung der Hormonrezeptoren. Somit istgginaue Betrachtung der Expression
der Hormonrezeptoren (BERERB und PR) sowie deren genetische Struktur ein wjehtiind
interessanter Faktor, der in Zukunft als prognokgs Indikator bei der Therapie des
Mammakarzinoms dienen kdnnte.

So ist es Ziel, die Therapie des Mammakarzinomsh repezifischer und individualisierter
entwickeln zu konnen. Spezifische Zieltherapien @&Ro oder ER kdnnten neue
therapeutische Mdglichkeiten bieten, um die bestdbe Therapien zu verbessern und
maoglicherweise unerwiinschte Nebenwirkungen zu tiederz (Ali und Coombes, 2002;
Murphy und Watson, 2006Beispiele solcher unerwtnschter Nebenwirkungen slred

Proliferation des Uterus und der Brustdrise Ubexr-E&tmittelte Effekte.
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Ziel dieser Untersuchung war es, einen weiterenrifegunkt der Hormontherapie sowie
maogliche Einflussfaktoren zu finden. Bisher wurdeei bder Untersuchung der
Hormonrezeptoren nur gezielt der Status dest BHRd des PR festgelegt. Eine selektive
Teilung des ER konnte zur Individualisierung beitragen. DiesersAtz wurde schon

verschiedenen Studiengruppen verfolgt (Murphy urat3th, 2006).

Allgemein wird erst begonnen, die Funktion von ERnd seinen Splicevarianten im
Mammakarzinom zu untersuchen. Seine prognostisapeifi®anz und Relevanz als ein
pradiktiver Faktor fir das Ansprechen von endokrifi@erapien werden intensiv untersucht,
aber eindeutige Daten sind noch nicht verflgbar.

Die bislang publizierten Daten legen nahe, das$BiR in der Promotorregion des [ERBens
fahig ist, das Mammakarzinomrisiko zu beeinflussen.

Unsere Daten regen dazu an, weiterhin die Sigmfikeon EB-SNPs in Kombination mit
anderen Genpolymorphismen, die das Mammakarzindkori®der das DCIS-Risiko

beeinflussen, zu untersuchen.
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5. Zusammenfassung

Steroidhormone wie Ostrogene beeinflussen das Wanhsnd die Entwicklung, aber auch
die Entstehung von benignen und malignen Verandemdes Mammagewebes.

Vor dem Hintergrund, dass Polymorphismen in demftorregion des ERGens einen
Einfluss auf dessen Expression und somit auf déro@ensignalweg haben, wurden in dieser
Arbeit drei EfB-Promotor-SNPs untersucht.

Insgesamt konnte ein Kollektiv von 183 MammakarmrBatientinnen, 151 gesunde
Kontrollen, 46 Patientinnen mit DCIS, 49 Patienennmit Fibroadenomen und 54
Mastopathie-Patientinnen in die Studie aufgenomwenen.

Fur die Gruppe der Mammakarzinome wurden klinisathplogische Daten wie
Tumorstatus, Nodalstatus, Differenzierungsgradsa®tbormonrezeptorstatus, HER-2-Status
und das Diagnosealter der Patientinnen erfasst.

Von allen Teilnehmern standen Blutproben zur Veufiy aus denen zunachst DNA isoliert
wurde. Es folgte eine Genotypisierung mit Hilfe destra-Primer ARMS-PCR Methode
anhand der Promotor-SNPs rs2987983, rs3020450s30@0449 im ER-Gen.

Anschlie3end erfolgte eine Genotyp-Phénotyp-Assioriader Gruppen untereinander und
der Mammakarzinome mit den klinisch-pathologiscbBaten.

Die Assoziation der Mammakarzinome mit den Alletlem ERB-SNPs oder deren Haplotypen
und dem klinischen Phanotyp hinsichtlich des Tumatus, des Lymphknotenbefalls, des
Steriodhormonrezeptorstatus oder des Tumorgradinggben keine statistisch signifikanten
Ergebnisse. Die Assoziation mit dem HER-2-Statusnk® nur eine Tendenz anhand eines
SNP zeigen.

Bei der Assoziation mit dem Diagnosealter der éheen konnte fur einen SNP ein
signifikanter Unterschied in der Allelpositivitaefyinden werden, flr einen weiteren SNP
eine Tendenz.

In den Gruppenvergleichen konnte im Vergleich danivhakarzinome mit den gesunden
Kontrollen eine fragliche Assoziation mit der Apelsitivitat eines SNPs gezeigt werden.
Einen weiteren Trend ergab der Vergleich von DCiSdar Kontrollgruppe fur einen SNP.
Dieses Ergebnis konnte durch einen Vergleich vorzikamen mit DCIS gestitzt werden.

Um die Aktualitat dieses Studienthemas zu verdehah, wurden alle Ergebnisse mit der
Literatur aufgearbeitet und verglichen. Dabei eggabich hinsichtlich der Assoziationen der
Genotypen der Mammakarzinome mit den klinisch-pathiechen Daten Parallelen. Anhand
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der Gruppenvergleiche, insbesondere der Mammakaren mit der Kontrollgruppe,
stimmten die Ergebnisse teilweise nicht mit deetatur tberein.

Gerade aber die Ergebnisse des DCIS-Kollektivs Bgani dazu, diese Untersuchung im
Rahmen einer erweiterten Studie zu wiederholen Eugebnisse, die bislang nur als Trend

beschrieben werden konnten, zu untermauern.
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6.2. Tabellen

Tabelle 2: pTNM-Klassifikation des Mammakarzinoms 6 Auflage

uUiCC Tumorausdehnung

pTX Primé&rtumor kann nicht beurteilt werden

pTO Kein Tumor nachweisbar

pTis Carcinoma in situ, nicht invasiv

pT1 Der Tumor ist nicht groRer als 2 cm

pT1mic Mikroinvasion 0,1 cm oder kleiner

pTla > 0,1 bis 0,5cm

pT1lb > 05 bis 1 cm

pTic >1 his2cm

pT2 Tumor mit einem Durchmesser von > 2 bis 5 cm

pT3 Der Tumor ist gréRer als 5 cm

pT4 Tumor jeder Grof3e mit Ausdehnung auf die Brustwaaher Haut

pT4a mit Ausdehnung auf die Brustwand

pT4b mit Odem, Ulzeration der Brusthaut oder Siggelinetastasen de
Haut der gleichen Brust

pT4c Kriterien 4a und 4b gemeinsam

pT4d entziindliches (inflammatorisches) Karzinom

N (Nodes = Befallene Lymphknoten)

pNX regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteiltcesn

pNO keine regionaren Lymphknotenmetastasen

pN1 Metastase(n) in beweglichen ipsilateralen axilldrgmphknoten
(nachgewiesen durch Wachterlymphknotenuntersuchung)

pN2 Metastase(n) in ipsilateralen axillaren Lymphknotantereinande
oder an andere Strukturen fixiert oder in klinigckennbaren
ipsilateralen Lymphknoten entlang der A. mammatrtarina in
Abwesenhetklinisch erkennbarer axillarer
Lymphknotenmetastasen

pN2a Metastase(n) in ipsilateralen axillaren Lymphknotentereinande
oder an andere Strukturen fixiert

pN2b Metastase(n) in klinisch erkennbaren ipsilateraigmphknoten
entlang der A. mammaria internaAtwesenheiklinisch
erkennbarer axillarer Lymphknotenmetastasen (natiegen
durch Wachterlymphknotenuntersuchung)

pN3 Metastase(n) in ipsilateralen infraklavikularen Limanoten mit
oderohne Beteiligung der axillaren Lymphknoten odeklinisch
erkennbaren ipsilateralen Lymphknoten entlang denammaria
in Anwesenheit klinisch erkennbarer axillarer
Lymphknotenmetastaseer Metastasen in ipsilateralen
supraklavikularen Lymphknoten mit oder ohne Begeitig der
axillaren Lymphknoten oder der Lymphknoten entldegA.
mammaria interna

PN3a Metastase(n) in ipsilateralen infraklavikularen Limanoten

pN3b Metastase(n) in ipsilateralen Lymphknoten entlaegAl
mammaria in Anwesenheit axillarer Lymphknotenmetsesh
(nachgewiesen durch Schildwéachterlymphknotenuntéisug)

PN3c Metastase(n) in ipsilateralen supraklavikularen pjknoten

M (Fernmetastasen)

pM X Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht bdurterden

MO keine Metastasierung in andere Organe

M1 Fern-Metastasen vorhanden, meist in Knochen, Lungjger oder

Gehirn
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Tabelle 3: Stadiengruppierung nach FIGO- und UICC-Kriterien

Stadium TumorgréRe nach UICC Lymphknoten Metastasen
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | Tlmic, T1 NO MO
Stadium 1A TO, Tlmic, T1 N1 MO
T2 NO MO
Stadium 11B T2 N1 MO
T3 NO MO
Stadium Il1A TO, Timic, T1, T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
Stadium I11B T4 NO, N1, N2 MO
Stadium 11IC Jedes T N3 MO
Stadium IV Jedes T Jedes N M1

Tabelle 24: Vergleich Gesunde und Fibroadenome. TrFhyrosin, C- Cytosin, A- Adenin, G- Guanin.

SNP Allelfrequenz Allelpositivitat Genotypfrequenz

rs2987983 T C TT+CT CC+CT TT CcC CT

Gesund 192 (64,4%) 106 (35,6%) 136 (91,3%) 93 (6P, 4 | 56 (37,6%) 13 (8,7%) 80 (53,7%)
Fibroadenom | 67 (68,4%)  31(31,6%)| 44 (89,8%) 2613 | 23 (46,9%) 5 (10,2%) 21 (42,9%)
p 0,477 0,754 0,240 0,446
rs3020449 A G AA+AG GG+AG AA GG AG

Gesund 163 (55,4%) 131 (44,6%) 118 (80,3%) 102469, | 45 (30,6%) 29 (19,7%) 73 (49,7%)
Fibroadenom | 54 (58,7%) 38 (41,3%)| 40 (90,9%) 3269 | 14 (30,4%) 6 (13,0%) 26 (56,5%)
p 0,583 0,304 0,981 0,574
rs3020450 A G AA+AG GG+AG AA GG AG

Gesund 106 (35,3%) 194 (64,7%) 89 (59,3%) 133 ¢88,7| 17 (11,3%) 61 (40,7%) 72 (48,0%)
Fibroadenom | 29 (30,2%) 67 (69,8%)| 26 (54,2%)  456@3 | 3 (6,3%) 22 (45,8%) 23 (47,9%)
p 0,357 0,527 0,309 0,339

Tabelle 25: Vergleich benigne Mammaveranderungen {Broadenom und Mastopathie) mit Karzinomen.
T- Thyrosin, C- Cytosin, A- Adenin, G- Guanin.

SNP Allelfrequenz Allelpositivitat Genotypfrequenz

rs2987983 T C TT+CT CC+CT TT CcC CT

Benigne 145 (70,4%) 61 (29,6%)| 94 (91,3%) 52 (50,5%)51 (49,5%) 9 (8,7%) 43 (41,8%)
Karzinom 256 (69,9%) 110 (30,1%) 167 (91,3%) 94454 | 89 (48,6%) 16 (8,7%) 78 (42,6%)
p 0,911 0,998 0,886 0,911
rs3020449 A G AA+AG GG+AG AA GG AG

Benigne 115 (57,5%) 85 (42,5%)| 84 (84,0%) 69 (69,0%)31 (31,0%) 16 (16,0%) 53 (53,0%)
Karzinom 221 (61,4%) 139 (38,6%) 152 (84,4%) 111766) | 69 (38,3%) 28 (15,6%) 83 (46,1%)
p 0,368 0,922 0,219 0,365
rs3020450 A G AA+AG GG+AG AA GG AG

Benigne 65 (32,2%) 137 (67,8%) 65 (56,4%) 137 (92,1%68 (7,9%) 44 (43,6%) 49 (48,5%)
Karzinom 116 (31,7%) 250 (68,3%) 98 (53,6%) 165296 | 18 (9,8%) 85 (46,4%) 80 (43,7%)
p 0,905 0,640 0,592 0,903
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Tabelle 26: Vergleich Gesunde und Mastopathie. T-Ayrosin, C- Cytosin, A- Adenin, G- Guanin.

SNP Allelfrequenz Allelpositivitat Genotypfrequenz

rs2987983 T C TT+CT CC+CT TT CcC CT

Gesund 192 (64,4%) 106 (35,694) 136 (91,3%) 93 §62,4 | 56 (37,6%) 13 (8,7%) 80 (53,7%)
Mastopathie | 78 (72,2%) 30 (27,8%)| 50 (92,6%) 26190 | 28 (51,9%) 4 (7,4%) 22 (40,7%)
P 0,142 0,764 0,068 0,115
rs3020449 A G AA+AG GG+AG AA GG AG

Gesund 163 (55,4%) 131 (44,694) 118 (80,3%) 1020069, | 45 (30,6%) 29 (19,7%) 73 (49,7%)
Mastopathie | 61 (56,5%) 47 (43,5%)| 44 (81,5%) 37988 | 17(31,5%) 10 (18,5%) 27 (50,0%)
p 0,852 0,847 0,905 0,851
rs3020450 A G AA+AG GG+AG AA GG AG

Gesund 106 (35,3%) 194 (64,79%) 89 (59,3%) 133 88,71 17 (11,3%) 61 (40,7%) 72 (48,0%)
Mastopathie | 36 (34,0%) 70 (66,0%)| 31 (58,5%)  486%) | 5 (9,4%) 22 (41,5%) 26 (49,1%)
p 0,799 0,914 0,702 0,792

Tabelle 27: Vergleich Fibroadenome und Karzinome. TThyrosin, C- Cytosin, A- Adenin, G- Guanin.

SNP Allelfrequenz Allelpositivitat Genotypfrequenz

rs2987983 T C TT+CT CC+CT TT CcC CT
Fibroadenom | 67 (68,4%) 31 (31,6%) 44 (89,8%) 261@3 | 23(46,9%) 5 (10,2%) 21 (42,9%)
Karzinom 256 (69,9%) 110 (30,1%) 167 (91,3%) 9445%d) | 89 (48,6%) 16 (8,7%) 78 (42,6%)
p 0,763 0,751 0,832 0,761
rs3020449 A G AA+AG GG+AG AA GG AG
Fibroadenom | 54 (58,7%) 38 (41,3%)| 40 (90,9%) 3269 | 14 (30,4%) 6 (13,0%) 26 (56,5%)
Karzinom 221 (61,4%) 139 (38,6%) 152 (84,4%) 111,78) | 69 (38,3%) 28 (15,6%) 83 (46,1%)
p 0,634 0,670 0,321 0,634
rs3020450 A G AA+AG GG+AG AA GG AG
Fibroadenom | 29 (30,2%) 67 (69,8%) 26 (54,2%)  456@3 | 3 (6,3%) 22 (45,8%) 23 (47,9%)
Karzinom 116 (31,7%) 250 (68,3%) 98 (53,6%) 165296 | 18 (9,8%) 85 (46,4%) 80 (43,7%)
p 0,780 0,939 0,441 0,776

Tabelle 28: Vergleich Mastopathien und Karzinome. ¥ Thyrosin, C- Cytosin, A- Adenin, G- Guanin.

SNP Allelfrequenz Allelpositivitat Genotypfrequenz

rs2987983 T C TT+CT CC+CT TT CcC CT
Mastopathie | 78 (72,2%) 30 (27,8%)| 50 (92,6%) 2619 | 28 (51,9%) 4 (7,4%) 22 (40,7%)
Karzinom 256 (69,9%) 110 (30,1%) 167 (91,3%) 9445%d) | 89 (48,6%) 16 (8,7%) 78 (42,6%)
p 0,649 0,756 0,677 0,646
rs3020449 A G AA+AG GG+AG AA GG AG
Mastopathie | 61 (56,5%) 47 (43,5%)| 44 (81,5%) 37988 | 17(31,5%) 10 (18,5%) 27 (50,0%)
Karzinom 221 (61,4%) 139 (38,6%) 152 (84,4%) 111,78) | 69 (38,3%) 28 (15,6%) 83 (46,1%)
p 0,361 0,604 0,359 0,365
rs3020450 A G AA+AG GG+AG AA GG AG
Mastopathie | 36 (34,0%) 70 (66,0%)| 31 (58,5%)  486%) | 5 (9,4%) 22 (41,5%) 26 (49,1%)
Karzinom 116 (31,7%) 250 (68,3%) 98 (53,6%) 165296 | 18 (9,8%) 85 (46,4%) 80 (43,7%)
p 0,660 0,524 0,930 0,655

lix



Tabelle 29: Vergleich DCIS und Fibroadenome. T- Thsosin, C- Cytosin, A- Adenin, G- Guanin.

SNP Allelfrequenz Allelpositivitat Genotypfrequenz

rs2987983 T C TT+CT CC+CT TT CcC CT

DCIS 55 (67,1%) 27 (32,9%) | 36 (87,8%) 22 (53,6%) (48®3%) 5 (12,2%) 17 (41,5%)
Fibroadenom | 67 (68,4%) 31 (31,6%) 44 (89,8%) 2613 | 23 (46,9%) 5 (10,2%) 21 (42,9%)
p 0,853 0,764 0,954 0,855
rs3020449 A G AA+AG GG+AG AA GG AG

DCIS 44 (48,9%) 46 (51,1%) | 26 (57.8%) 37 (82,2%) 1BE%) 9 (20,0%) 28 (62,2%)
Fibroadenom | 54 (58,7%) 38 (41,3%)| 40 (90,9%) 3269 | 14 (30,4%) 6 (13,0%) 26 (56,5%)
p 0,185 0,371 0,158 0,139
rs3020450 A G AA+AG GG+AG AA GG AG

DCIS 36 (39,1%) 56 (60,9%) | 30 (65,2%) 40 (87,0%) 1%q%) 16 (34,8%) 24 (52,2%)
Fibroadenom | 29 (30,2%) 67 (69,8%) 26 (54,2%)  456@3 | 3 (6,3%) 22 (45,8%) 23 (47,9%)
p 0,199 0,275 0,263 0,174
Tabelle 30: Vergleich DCIS und Mastopathien. T- Thyosin, C- Cytosin, A- Adenin, G- Guanin.

SNP Allelfrequenz Allelpositivitat Genotypfrequenz

rs2987983 T C TT+CT CC+CT TT CcC CT

DCIS 55 (67,1%) 27 (32,9%)| 36 (87,8%) 22 (53,6%) (483%) 5 (12,2%) 17 (41,5%)
Mastopathie 78 (72,2%) 30 (27,8%) 50 (92,6%) 261 | 28 (51,9%) 4 (7,4%) 22 (40,7%)
p 0,443 0,429 0,594 0,448
rs3020449 A G AA+AG GG+AG AA GG AG

DCIS 44 (48,9%) 46 (51,1%)| 26 (57,8%) 37 (82,29%) 1BE%) 9 (20,0%) 28 (62,2%)
Mastopathie 61 (56,5%) 47 (43,5%) 44 (81,5%) 375%§ | 17 (31,5%) 10 (18,5%) 27 (50,0%)
p 0,286 0,852 0,118 0,257
rs3020450 A G AA+AG GG+AG AA GG AG

DCIS 36 (39,1%) 56 (60,9%)| 30 (65,2%) 40 (87,0%) 1B4%) 16 (34,8%) 24 (52,2%)

Mastopathie
p

36 (34,0%)

0,451

70 (66,0%

31 (58,5%)
0,492

486%)
0,568

5 (9,4%)

22 (41,5%)

26 (49,1%)
0,428

Tabelle 31: Vergleich Fibroadenome und MastopathienT- Thyrosin, C- Cytosin, A- Adenin, G- Guanin.

SNP Allelfrequenz Allelpositivitat Genotypfrequenz

rs2987983 T C TT+CT CC+CT TT cC CT
Fibroadenom 67 (68,4%) 31 (31,6%) 44 (89,8%) 261%3 | 23 (46,9%) 5 (10,2%) 21 (42,9%)
Mastopathie 78 (72,2%) 30 (27,8%) 50 (92,6%) 2618 | 28 (51,9%) 4 (7,4%) 22 (40,7%)
p 0,545 0,615 0,618 0,544
rs3020449 A G AA+AG GG+AG AA GG AG
Fibroadenom 54 (58,7%) 38 (41,3%) 40(90,9%) 326%4 | 14 (30,4%) 6 (13,0%) 26 (56,5%)
Mastopathie 61 (56,5%) 47 (43,5%) 44 (81,5%) 37989 | 17 (31,5%) 10 (18,5%) 27 (50,0%)
p 0,752 0,456 0,910 0,741
rs3020450 A G AA+AG GG+AG AA GG AG
Fibroadenom 29 (30,2%) 67 (69,8%) 26 (54,2%) 456@3 | 3 (6,3%) 22 (45,8%) 23 (47,9%)
Mastopathie 36 (34,0%) 70(66,0%) 31 (58,5%) 486%) | 5 (9,4%) 22 (41,5%) 26 (49,1%)
p 0,568 0,661 0,554 0,545
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