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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist laut der World Health Organization (WHO) sowohl die am
haufigsten diagnostizierte als auch die am haufigsten zum Tode fuhrende
Krebserkrankung der Frau. Im Jahr 2012 wurden weltweit 1,7 Millionen neue Falle
diagnostiziert und 0,5 Millionen Frauen starben an der Erkrankung (1). Das Karzinom
kommt auch bei Mannern vor, diese machen jedoch mit 1% nur einen Bruchteil der

Erkrankten aus (2).

1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Bei der Entstehung des Mammakarzinoms muss man zwischen den sporadisch
auftretenden und den familiar gehauften Fallen unterschieden. In die zuletzt genannte
Gruppe fallen sowohl Patientinnen mit einem hereditaren Mammakarzinom, bei der
die Ursache in einer Keimbahnmutation eines Gens liegt, als auch Patientinnen, bei
denen zwar eine familiare Belastung jedoch keine Genmutation vorliegt. Es ist schon
eine Reihe von Genen identifiziert worden, deren Mutationen mit dem
Mammakarzinom assoziiert sind. Am besten bekannt sind wohl die BReast CAncer 1
(BRCA1)- oder BReast CAncer 2 (BRCA2)-Gene. Diese werden autosomal-dominant
vererbt, sodass bei einem betroffenen Elternteil, eine 50%-ige Chance auf weitere
Vererbung an Nachkommen besteht. Betroffene haben nicht nur ein deutlich erhohtes
Mammakarzinom- sondern auch Ovarialkarzinomrisiko. Im Falle einer Mutation des
BRCA1-Gens liegt das mittlere Risiko bis zum 70. Lebensjahr an einem
Mammakarzinom zu erkranken bei etwa 65%, beim BRCA2-Gen fallt das Risiko mit
45% etwas geringer aus (3). Es existiert aber auch eine Reihe weiterer Gene und
Syndrome, die mit einem erhohten Mammakarzinomrisiko in Zusammenhang stehen.
Beispiele sind das Li-Fraumeni-Syndrom (TP53-Genmutation), das Cowden-Syndrom
(phosphatase and tensin homolog (PTEN)-Genmutation), partner and localizer of
BRCA2 (PALB2)-Genmutationen, RAD51C- und checkpoint kinase 2 (CHEK2)-

Genmutationen (4,5).
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Dem Groliteil der Mammakarzinome liegt aber eine multifaktorielle Genese zugrunde.
Es sind Faktoren bekannt, deren risikosteigernde Wirkung fur die Genese des
Mammakarzinoms wissenschaftlich belegt ist. Zunachst muss dem Alter eine
bedeutende Rolle zugeschrieben werden, da das Risiko mit steigendem Lebensalter
zunimmt (6). Da die Brustdrise unter dem hormonellen Einfluss weiblicher
Sexualhormone steht, steigern endokrinologische Faktoren, wie beispielsweise die
Nulliparitat bzw. ein spates Lebensalter bei der ersten Schwangerschaft, eine frihe
Menarche und spate Menopause das Risiko. Umgekehrt sollen Frauen, die ihr erstes
Kind schon fruh auf die Welt bringen und langer Stillen ein niedrigeres
Erkrankungsrisiko haben (6,7). Der Einfluss einer exogenen Ostrogenexposition, etwa
im Rahmen einer Hormontherapie oder der Einnahme oraler Kontrazeptiva, auf die
Brustdrise wurde ebenfalls untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Hormontherapie
mit einem erhohten Risiko zur Entwicklung eines Mammakarzinoms in Verbindung
steht (8,9). Im Gegensatz dazu sind die Daten zur Einnahme oraler Kontrazeptiva
unklar (10-12). SchlieBlich geben auch weitere anamnestische Daten bzw. Umwelt-
und Lebensstilfaktoren Hinweise: vorangegangene benigne Erkrankungen der Brust,
postmenopausale Adipositas und Strahlenexposition gehen mit einem erhdhten Risiko
einher (6).

1.1.3 Klinische und pathologische Klassifikation

Die Bezeichnung invasive ductal carcinoma, not otherwise specified wurde in der
vierten Ausgabe der WHO Klassifizierung von Mammakarzinomen zugunsten des
Begriffes des invasive breast carcinoma of no special type (NST) abgeldst. In
Abgrenzung dazu werden spezifische Subtypen unterschieden, z.B. das invasive
lobulare Karzinom. Einen Sonderfall stellt das Karzinom vom gemischten Typ dar, das
zum Teil Charakteristika des NST, zum anderen der spezifischen Karzinome besitzt
(13).

Im klinischen Alltag wird die TNM-Klassifikation herangezogen, um festzulegen in
welchem Stadium sich ein Karzinom befindet. Man spricht in diesem Zusammenhang
vom Staging. Dabei werden die Tumorgréf3e (T) in cm, der Lymphknotenbefall bzw.
Nodalstatus (N) und die Metastasierung (M) berlcksichtigt (Tabelle 1). Im Vergleich
dazu wird der Differenzierungsgrad, das Grading (G), genutzt, um anzugeben wie stark
sich das veranderte Gewebe vom ursprunglichen Gewebe unterscheidet. Anhand der
Tubulusbildung, der Anzahl der Mitosen und der Kernpolymorphie kommt man zu
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einem Differenzierungsgrad zwischen eins und drei (Tabelle 2) (14). Die aktuellste
(achte) Auflage des Klassifikationssystems des American Joint Commission of Cancer
(AJCC) fir das Mammakarzinom berlcksichtigt u.A. die Steroidhormonrezeptoren und
den human epidermal growth factor receptor 2 (Her2) beim Staging. Diese sind im
Gegensatz zu den anderen eben erwahnten Tumormerkmalen nicht anatomische
Charakteristika, sondern molekulare Marker und werden im nachsten Abschnitt naher
beschrieben (15).

Tabelle 1: TNM-Klassifikation und Union Internationale Contre le Cancer (UICC)-
Stadien des Mammakarzinoms (in Anlehnung an Leitlinienprogramm Onkologie
(Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF) 2018) (5)

TNM-Klassifikation UICC-Stadium

TX: Primartumor kann nicht beurteilt werden 0: Tis NO MO

TO: Kein Anhalt fur Primartumor IA: T1 NO MO

Tis: Carcinoma in situ IB: TO+1 N1mi MO

- Tis (DCIS): Duktales Carcinoma in Situ [IA: TO+1 N1 MO und T2 NO MO

- Tis (LCIS): Lobulares Carcinoma in Situ [IB: T2 N1 MO und T3 NO MO

- Tis (Paget): M. Paget der Mamille ohne IHA: TO-2 N2 MO und T3 N1+2
nachweisbaren Tumor MO

T1: Tumor <2 cm im gréRten Durchmesser I11B: T4 NO-2 MO

- T1mi: <0,1 cm [HIC: alle T, N3, MO

- T1a:0,1-0,5cm [V: alle T, alle N, M1

- T1b:0,5-1 cm (T1 schliet T1mi ein)

- T1c:1-2cm

T2: Tumor >2 cm <5 cm

T3: Tumor >5 cm

T4: Tumor jeder Gro3e mit direkter

Ausdehnung auf Brustwand oder Haut

- T4a: Ausdehnung auf Brustwand (Rippen,
Interkostalmuskulatur, vorderer
Serratusmuskel, nicht jedoch auf
Pektoralismuskulatur)

- T4b: Odem (einschlieRlich ,peau
d’orange®) oder Ulzeration der Brusthaut
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oder Satellitenknotchen der Haut der
gleichen Brust

- T4c: Kriterien 4a und 4b

- T4d: entzindliches (inflammatorisches)

Karzinom

Nx: Regionare Lymphknoten kdnnen nicht
beurteilt werden

NO: Keine Lymphknoten befallen

pN1mi: Mikrometastasen

N1: Metastase(n) in beweglichen ipsilateralen
axillaren Lymphknoten Level | und Il

N2: Metastase(n) in ipsilateralen axillaren
Lymphknoten der Level | und Il, untereinander
oder an anderen Strukturen fixiert (N2a) oder
in klinisch erkennbaren ipsilateralen
Lymphknoten entlang der A. mammaria
interna in Abwesenheit klinisch erkennbarer
axillarer Lymphknotenmetastasen (N2b)

N3: Metastase(n) in ipsilateralen
infraklavikulare Lymphknoten (Level Ill) mit
oder ohne Beteiligung der axillaren
Lymphknoten des Level | und Il (N3a), oder in
klinisch erkennbaren ipsilateralen
Lymphknoten entlang der A. mammaria
interna in Anwesenheit axillarer
Lymphknotenmetastasen des Level | und Il
(N3b) oder Metastase(n) in ipsilateralen
supraklavikularen Lymphknoten mit oder ohne
Beteiligung der axillaren Lymphknoten oder
der Lymphknoten entlang der A. mammaria
interna (N3c)

MO: Keine Fernmetastasen
M1: Fernmetastasen
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Tabelle 2: Kriterien zur Festlegung des Differenzierungsgrades des
Mammakarzinoms (in Anlehnung an Elston C & Ellis | 1991) (14)

Tubulusbildung Kernpolymorphie Mitoserate — je nach Score

Mikroskopflache

variabel, z.B. Leitz

Ortholux x25 Objektiv
Grolteil des Kleine, regelmafig 0-9 1

Tumors (>75%) geformte Zellen

Moderat (10- Moderate Zunahme in 10-19 2
75%) Grolke und Variabilitat

Wenig bis gar Hohe Variabilitat >20 3
nicht (<10%)

Bewertung des Scores:

3-5 Punkte: Grading 1 (gut differenziert)

6-7 Punkte: Grading 2 (mittelgradig differenziert)
8-9 Punkte: Grading 3 (undifferenziert)

1.1.4 Prognosefaktoren und molekulare Marker

Es ist schon eine Reihe von Faktoren identifiziert worden, die die Prognose des
Mammakarzinoms beeinflussen. Dazu gehoren die bereits erwahnte Tumorgrof3e und
die Anzahl an Dbetroffenen Lymphknoten (16). Weiterhin spielt der
Differenzierungsgrad eine Rolle (14). Diese drei genannten Faktoren waren bei der
Bildung des Nottingham Prognostic Index mafligebend. Dabei wurde festgelegt, dass
ein hoher Index mit einer schlechteren Prognose korreliert (17). Zusatzlich nehmen
laut aktueller Leitlinie die Fernmetastasierung, der Resektionsrandstatus, der
histologische Subtyp, die peritumorale Lymphgefalinvasion, das Alter, der
Proliferationsindex Ki-67 und der Status der verschiedenen Rezeptoren Einfluss auf
die Prognose (5).

Beim Mammakarzinom gilt es den Ostrogenrezeptor- (ER), den Progesteronrezeptor-
(PR) und den Her2-Status zu bestimmen, da diese sowohl prognostischen als auch
pradiktiven Wert haben. Dies bedeutet, dass sie sowohl eine prognostische
Aussagekraft besitzen als auch das Ansprechen der Patientin auf eine medikamentose
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Hormon- bzw. Antikdrper- oder Chemotherapie vorhersagen konnen. Der ER- und PR-
Status werden immunhistochemisch bestimmt, der Her2-Rezeptorstatus kann
zusatzlich Uber die Methode der fluoreszenten in-Situ-Hybridisierung bzw. der
chromogenen in-Situ-Hybridisierung festgelegt werden (5). Ein Mammakarzinom wird
dann als ER- bzw. PR-positiv bezeichnet, wenn mindestens 1% der Zellen in der
Immunhistochemie positiv sind (18). AulRerdem kdénnen Scores angegeben werden,
die aus der Farbintensitat und dem Prozentsatz positiver Zellkerne gebildet werden.
Man unterscheidet den Immunreaktiven Score (IRS) (19) und den Allred-Score (20)
(Tabelle 3). Tumore die einen positiven Hormonrezeptorstatus aufweisen, kénnen
gezielt antihormonell behandelt werden und haben somit eine bessere Prognose.
Dagegen wird der Her2-Status, der zur Gruppe der epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptoren gehort, dber einen komplizierten Algortihmus bestimmit,
woraus ebenso ein Score gebildet wird. Ab einem Score von drei geht man von einem
Her2-positiven Tumor aus, bei denen sich die Mdoglichkeit zu einer Antikorpertherapie
mit Trastuzumab (Herceptin®©) ergibt (5). Wird dann noch der Ki-67-Status festgelegt,
erhalt man eine Einteilung in intrinsische Subtypen (Tabelle 4), anhand derer die
Indikation zur endokrinen Therapie bzw. Chemotherapie festgelegt werden kann (21).
Dennoch zeigt die Studienlage, dass es noch Probleme bei der Verwendung des
Proliferationsindexes Ki-67 als Prognosefaktor gibt. Es existiert weder eine
standardisierte Methode zu Erhebung des Markers noch wird ein einheitlicher
Grenzwert definiert (5). Méchte man mehrere der genannten Prognosefaktoren im
Zusammenhang betrachten, kann man die St. Gallener Risikoeinteilung von 2007
verwenden (Tabelle 5) (22).

10
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Immunhistochemische Scores zur

Hormonrezeptorbewertung des

Mammakarzinoms (in Anlehnung an das Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche
Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF) 2018) (5)

Prozentsatz positiver Farbintensitat Score
Zellkerne
IRS
Keine 0 Punkte Keine 0 Punkte IRS=Prozentsatz positiver
Farbreaktion Zellkerne x Farbintensitat
<10% 1 Punkt Schwache 1 Punkt (0-12 Punkte)
Farbereaktion
10-50% 2 Punkte MaRige 2 Punkte
51-80% 3 Punkte Farbereaktion
>80% 4 Punkte Starke 3 Punkte
Farbereaktion
Allred-Score
Keine 0 Punkte Keine 0 Punkte Allred Score=Prozentsatz
<1% 1 Punkt Farbreaktion positiver Zellkerne +
1-10% 2 Punkte Schwache 1 Punkt Farbintensitat (0-8
11-33% | 3 Punkte Farbereaktion Punkte)
34-66% | 4 Punkte MaRige 2 Punkte
Farbereaktion
>66% 5 Punkte Starke 3 Punkte
Farbereaktion

11
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Tabelle 4: Einteilung der Mammakarzinome anhand des Hormon-, Her2- und Ki-67-
Status und Indikation zur endokrinen bzw. Chemotherapie (in Anlehnung an
Goldhirsch A et al. 2011) (21)

(Intrinisischer) Subtyp Klinisch-pathologische Definition

Luminal A ER- und/oder PR-positiv, Her2-negativ und Ki-67
niedrig (<14 %)
Luminal B Her2-negativ: ER- und/oder PR-positiv und Her2-

negativ und Ki-67 hoch
Her2-positiv: ER- und/oder PR-positiv, Her2
uberexprimiert oder amplifiziert, jedes Ki-67

Her2- Her2 Uberexprimiert oder amplifiziert,
Uberexpression ER- und PR-negativ
‘Basal-like’ ER-, PR- und Her2-negativ

12
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Tabelle 5: St. Gallener Risikoeinteilung fir operierte Mammakarzinome von 2007 (in
Anlehnung an Goldhirsch A et al. 2007) (22)

Risiko Merkmale

Niedriges Nodal-negativ und ALLE anderen Bedingungen:
Risiko e TumorgrofRe < 2cm
e Grading 1

e Keine peritumorale vaskulare Invasion

e ER und/oder PR exprimiert

e Her2 weder uberexprimiert noch amplifiziert
o Alter >35 Jahre

Mittleres Risiko | Nodal-negativ. UND mindestens eines der folgenden
Bedingungen:

e TumorgrofRe >2cm

e Grading 2-3

e Peritumorale vaskulare Invasion

e ER und/oder PR abwesend

e Her2 Uberexprimiert oder amplifiziert

e Alter <35 Jahre

Nodal-positiv (1-3 Lymphknoten befallen) UND
e ER und/oder PR exprimiert

e Her2 weder uberexprimiert noch amplifiziert
Hohes Risiko Nodal-positiv (1-3 Lymphknoten befallen) UND
¢ ERund PR abwesend ODER

e Her2 Uberexprimiert oder amplifiziert

Nodal-positiv (4 oder mehr befallene Lymphknoten)

Schlieldlich existieren dank Genexpressionsanalysen noch weitere Moglichkeiten.
Diese werden im klinischen Alltag bei Patientinnen angewendet, bei denen die
Indikation zu einer Chemotherapie tUberprift werden soll. Oncotype DX®ist ein Beispiel
fur einen Multigentest, der 21 Gene mittels eines reverse-transcriptase polymerase
chain reaction-Assays untersucht. Anhand dieser Ergebnisse wird der Recurrence
Score gebildet, der eine Zuordnung in eine niedrige, mittlere oder hohe Risikogruppe

erlaubt. Die Zielgruppe des Tests sind Patientinnen mit einem Mammakarzinom mit

13
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freien Lymphknoten sowie einer Tamoxifenbehandlung bei ER-Positivitat. Die
anfanglichen Daten zum Oncotype DX® zeigten bereits, dass mithilfe des Tests sowohl
eine Aussage Uber die Rezidivrate, als auch Uber den Nutzen einer Chemotherapie
bei diesen Patientinnen getroffen werden kann. Jedoch bestand noch Unsicherheit
bezuglich der Gruppe, die mit einem mittleren Risiko klassifiziert wurden (23,24).
Aktueller ist jedoch die kurzlich verdffentlichte TAILORx Studie, in der die mittlere
Risikogruppe den grofdten prozentualen Anteil einnahm. Im Hinblick auf das
krankheitsfreie Uberleben und die Mortalitat innerhalb dieses Patientinnenkollektivs
konnte zwar kein Unterschied zwischen der endokrinen Therapie alleine und der
Kombination aus einer endokrinen und Chemotherapie festgestellt werden. Jedoch
profitierten in einer Subgruppenanalyse jlingere (<50 Jahre) Frauen von der
zusatzlichen Chemotherapie (25).

1.20varialkarzinom

1.2.1 Epidemiologie

Nach dem Mammakarzinom ist das Ovarialkarzinom die am haufigsten zu Tode
fuhrende gynakologische Krebserkrankung und der achthaufigste bosartige Tumor,
der bei Frauen in Deutschland auftritt. Das Lebenszeitrisiko einer Frau diese
Erkrankung zu erleiden betragt 1:71 (2). Weltweit steht die Erkrankung an siebter
Stelle der haufigsten Krebserkrankungen bei Frauen (1).

1.2.2 Atiologie und Risikofaktoren

Zunachst spielt, wie bei allen Krebserkrankungen, die Genetik bei der Genese eine
Rolle. In etwa 5-10% der Falle Iasst sich die Erkrankung auf hereditdre Ursachen
zuruckfuhren. Am haufigsten sind Mutationen im BRCA1- und BRCA2-Gen
verantwortlich, aber auch das hereditary non-polyposis colorectal cancer (HNPCC)-
oder Li-Fraumeni-Syndrom stehen mit der Erkrankung im Zusammenhang (4). Das
Risiko von Tragerinnen des BRCA1- bzw. BRCA2-Gens ein Ovarialkarzinom zu
entwickeln wird dabei auf 39 bzw. 11% geschéatzt (3). Betrachtet man die Datenlage
ist es aber offenbar nicht ausreichend Risikopatientinnen nur auf BRCA1- und BRCA2-
Mutationen zu testen. Es ist namlich eine Vielzahl anderer Risikogene identifiziert
worden. Neben den bekannten BRCA1- und BRCAZ2-Mutationen wurden in zwei

Studien weitere Genmutationen einerseits bei Patientinnen mit einem primaren
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Ovarialkarzinom andererseits bei Patientinnen mit einem Rezidiv gefunden (26,27).
Eine familidre Haufung ist auch ein nennenswerter Risikofaktor (7).

Des Weiteren existiert eine Reihe von Risikofaktoren, die die Wahrscheinlichkeit zu
erkranken steigern. Ahnlich wie beim Mammakarzinom kénnen endo- und exogene
Einflisse auf den Ostrogenhaushalt das Risiko erhdhen oder vermindern. In dieser
Hinsicht sind naturlich auch die Menarche und das Alter bei Eintritt der Menopause
interessant, allerdings wird in der aktuellen Leitlinie von keinem Zusammenhang
berichtet (28). Eine protektive Wirkung weist die Multiparitdt auf (7). Auch eine
Sterilisation fuhrt zu einer Senkung des Risikos (29). Exogene Einflisse auf den
Hormonhaushalt wurden ebenso untersucht. Dabei wird die hormonelle Therapie mit
einem erhohten Risiko in Zusammenhang gebracht (30). Im Gegensatz dazu
verringert die Einnahme oraler Kontrazeptiva die Wahrscheinlichkeit fur ein
Ovarialkarzinom (31). Die Adipositas und das polyzystische Ovarialsyndrom gelten

auch als Risikofaktoren (7).

1.2.3 Klinische und pathologische Klassifikation

Die TNM-Klassifikation und die Fédération Internationale de Gynécologie et
d'Obstétrique (FIGO)-Stadien ermdglichen die nahere Beschreibung eines
Ovarialkarzinoms. Das Tuben- und das primare Peritonealkarzinom werden im selben
Klassifikationssystem aufgefuhrt (Tabelle 6).

Das Grading wird benutzt, um den Differenzierungsgrad des Tumors naher zu
beschreiben und wird anders als beim Mammakarzinom festgelegt, da es vom
histopathologischen Subtyp abhangig ist (Tabelle 7).

Tabelle 6: TNM-Klassifikation und FIGO-Stadien der Tumoren des Ovars, der Tube
und des primaren peritonealen Karzinoms (in Anlehnung an Leitlinienprogramm
Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF) 2019) (28)

TNM-Klassifikation FIGO-Stadium

TX Primartumor nicht bekannt, keine Angaben maoglich
TO Kein Anhalt fur einen Tumor

T1 Tumor auf Ovarien oder Tuben begrenzt I
- T1a: Tumor auf ein Ovar oder eine Tube beschrankt (Kapsel | IA

oder Serosa intakt), Ovar- oder Tubenoberflache tumorfrei,

negative Spulzytologie
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- T1b: Befall beider Ovarien oder beider Tuben (Kapsel oder
Serosa intakt), Ovar- oder Tubenoberflache tumorfrei,
negative Spulzyotologie

- T1c: Tumor auf ein oder beide Ovarien oder Tuben begrenzt,
mit Nachweis einer iatrogenen Kapsel- oder Serosaruptur
(T1c1) oder einer praoperativen Kapsel- oder Serosaruptur
oder Tumor auf der Ovar- oder Tubenoberflache (T1c2) oder
maligne Zellen im Aszites oder in der Spulzytologie
nachweisbar (T1c3)

IC1/1C2/IC3

T2: Tumor der Ovarien oder Tuben mit zytologisch oder

histologisch nachgewiesener Ausbreitung in das kleine Becken

oder primares Peritonealkarzinom

- TZ2a: Ausbreitung und/oder Tumorimplantate auf Uterus
und/oder Tuben und/oder Ovarien

- T2b: Ausbreitung auf weitere intraperitoneale Strukturen im
Bereich des kleinen Beckens

HA

1B

T3 und/oder N1: Tumor befallt ein oder beide Ovarien oder
Tuben oder primares Peritonealkarzinom mit zytologisch oder
histologisch nachgewiesener Ausbreitung auf3erhalb des kleinen
Beckens und/oder retroperitoneale Lymphknotenmetastasen
T3: Nur retroperitoneale Lymphknotenmetastasen

N1a: Metastasen <10 mm

N1b: Metastasen >10 mm

T3a jedes N: mikroskopische extrapelvine Ausbreitung auf das
Peritoneum aufRerhalb des kleinen Beckens mit oder ohne
retroperitoneale Lymphknotenmetastasen

T3b jedes N: makroskopische extrapelvine Ausbreitung auf das
Peritoneum aulerhalb des kleinen Beckens <2 cm mit oder
ohne retroperitoneale Lymphknotenmetastasen

T3c jedes N: makroskopische extrapelvine Ausbreitung auf das
Peritoneum auf3erhalb des kleinen Beckens >2 cm mit oder
ohne retroperitoneale Lymphknotenmetastasen; schlief3t eine
Ausbreitung auf die Leberkapsel und/oder Milzkapsel ein

HA1i
A
A2

1B

1C
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M1: Fernmetastasen mit Ausnahme peritonealer Metastasen vV
M1a: Pleuraerguss mit positiver Zytologie IVA
M1b: Parenchymale Metastasen der Leber und/oder der Milz, VB

Metastasen in auRerhalb des Abdomens gelegenen Organen
(einschlieBlich inguinaler Lymphknotenmetasatsen und/oder
anderer aul3erhalb des Abdomens gelegener
Lymphknotenmetastasen)

Tabelle 7: Graduierung der Ovarialkarzinome (in Anlehnung an Leitlinienprogramm
Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF) 2019) (28)

Histologischer Graduierung Bemerkung
Subtyp
Serds Low- High-
grade grade
(G1) (G3)
Muzinos - Keine einheitliche
Seromuzinés Graduierung
Endometrioid G1 G2 G3 Analog dem
Endometrium
Klarzellig G3 Immer als G3 klassifiziert

Hinsichtlich der Histopathologie kénnen mehrere Arten von Ovarialkarzinomen
unterschieden werden, die in Tabelle 8 dargelegt werden. Maoglich ist aber auch eine
Einteilung in Typ | bzw. Typ Il Tumore. Diese zwei Gruppen unterscheiden sich
hinsichtlich ihrer Entstehung: wahrend Typ | Tumore Uber eine langere Zeit entstehen,
entwickeln sich Typ Il Tumore schneller und metastasieren frihzeitig (32).

Je nach pathologischer Entitat konnen unterschiedliche genetische Besonderheiten
und Prognosen festgestellt werden. Dabei werden die high-grade serdsen Karzinome,
die mit 70% den Grolteil aller ausmachen, von vier anderen Subtypen unterschieden.
Die restlichen 30% verteilen sich auf die endometrioiden und klarzelligen Tumore, die
beide jeweils 10% aller Ovarialkarzinome darstellen und auf die muzinésen (3%) und
low-grade serésen Tumore (<5%). Wichtig ist die Feststellung, dass alle finf Subtypen

jeweils ein eigenstandiges Karzinom mit wichtigen Besonderheiten darstellen (33).
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Tabelle 8: Ovarialkarzinome nach Histologie (in Anlehnung an Prat J 2012) (33)

High grade Low grade | Muzinds Endometrioid | Klarzellig

seros seros

Risikofaktoren | BRCA1/2 |? ? HNPCC ?

Genetische BRCA1/2, | BRAF, KRAS, PTEN, AT- | Hepatocyte

Besonderheiten | p53 KRAS Her2 rich nuclear
interactive factor-1
domain- (HFN-1),
containing ARID1A
protein 1A
(ARID1A)

Ansprechen auf | Gut Mittel Schlecht | Gut Schlecht

Chemotherapie

Prognose Schlecht Mittel Gulnstig | Gunstig Mittel

1.2.4 Prognosefaktoren und molekulare Marker

Das Ovarialkarzinom wird meistens in einem schon fortgeschrittenen Stadium
entdeckt, mehr als 60% der Patientinnen befinden sich bei Erstdiagnose im Stadium
T3, weshalb die Prognose mit einer 5-Jahresuberlebensrate von 41% gering ist (2).
Grunde sind beispielsweise die Tatsache, dass die Erkrankung sich nicht mit
Frihsymptomen prasentiert (7). Aktuell werden flr Patientinnen ohne Risiken fir ein
erbliches Ovarialkarzinom keine Screeningverfahren empfohlen, da z.B. das
Durchfuhren eines transvaginales Ultraschalls oder die Bestimmung des
Tumormarkers CA 125 im Serum nicht die Mortalitdt senken kann (28).

Wenn es um die Einschatzung der Prognose geht, sind das Tumorstadium, der
Tumorrest nach Resektion, das Alter, der Allgemeinzustand, die Histologie, das
Grading und die leitliniengerechte Therapie von Bedeutung (28). Die Forschung
bemuht sich jedoch um die Identifikation molekularer Marker, die als Prognose- bzw.
pradiktive Faktoren dienen konnten, und damit auch einen therapeutischen
Angriffspunkt darstellen. Denn auler Bevacizumab existiert bis jetzt keine
zielgerichtete Therapie beim Ovarialkarzinom. Die Verabreichung des monoklonalen
Antikérpers gegen den vascular endothelial growth factor (VEGF) als
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Angiogenesehemmer wird im fortgeschrittenen Stadium und in der Rezidivsituation
empfohlen (28).

Trotz einer groRen Anzahl durchgefuhrter Studien zu diesem Thema, wird im
klinischen Alltag — im Gegensatz zum Mammakarzinom — nicht zur Bestimmung
solcher Marker geraten (28). Beispielsweise wurde schon ofter untersucht, ob die
Expression von Her2, ein etablierter Prognosefaktor des Mammakarzinoms, auch
beim Ovarialkarzinom bedeutend fur die Prognose ist. Wahrend manche Autoren von
keinem Zusammenhang berichten (34), kommen andere zu dem Ergebnis, dass eine
Her2-Expression mit einer schlechteren Prognose verbunden ist (35,36). Eine kdrzlich
erschienene Metaanalyse Uber 56 Studien bestatigt jedoch letztere Aussage (37).
Aulerdem wurde die Rolle des Tumorsuppressorgens p53 mehrfach Uberprift. Auch
in diesem Fall ist die Datenlage sehr widersprichlich. Einerseits wurde festgestellt,
dass dessen Uberexpression mit einer verbesserten Prognose zusammenhangt (34),
andererseits konnte kein Zusammenhang nachgewiesen werden (36) bzw. genau das
Gegenteil wurde belegt (38). Solche Marker sind auch dann von Bedeutung, wenn
deren Expression mit dem Ansprechen auf eine Chemotherapie korreliert, weshalb
dies auch schon Gegenstand der Forschung war (39,40). Auch hier bleibt abzuwarten,
ob die Literatur konkrete und klinisch anwendbare Empfehlungen diesbezlglich
aussprechen kann.

Schlieldlich bleibt noch die Hoffnung auf neue Entwicklungen im Bereich der
Genexpressionsanalysen. Im Bereich der Therapie des Mammakarzinoms sind diese
schon im klinischen Alltag integriert. Bezuglich dem Ovarialkarzinom sind auch schon
Studien zu diesem Thema durchgefuhrt worden, die vielversprechende Ergebnisse
zeigen (41,42).

1.3Endometriumkarzinom

1.3.1 Epidemiologie

Das Endometriumkarzinom, auch Korpuskarzinom genannt, ist das vierthaufigste
Karzinom und das haufigste Karzinom des Genitaltraktes, das bei Frauen in
Deutschland auftritt (2). Weltweit stellt sich die Situation allerdings anders dar: Das
Endometriumkarzinom steht an sechster Stelle der am haufigsten vorkommenden

Krebserkrankungen der Frau (1).
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Hinsichtlich der Endometriumkarzinom bedingten Mortalitat Iasst sich die Aussage
treffen, dass diese vergleichsweise niedrig ist, da diese Krebserkrankung mit einer
besseren Prognose verbunden ist (2).

1.3.2 Atiologie und Risikofaktoren

Auch bei dieser malignen Tumorerkrankung spielt die Genetik eine Rolle. Bei den
hereditaren Endometriumkarzinomen sind das HNPCC- und PTEN-Hamartom-
Syndrom am haufigsten fur eine Erkrankung verantwortlich (43).

Das Endometriumkarzinom ist zudem eine Erkrankung, die vorwiegend in einem
héheren Lebensalter auftritt (mittleres Erkrankungsalter 69 Jahren) und das Alter gilt
als ein Risikofaktor fir das Auftreten dieses Karzinoms (2,7).

Bereits die Einteilung der Karzinome in entweder Ostrogenabhangige- oder
Ostrogenunabhangige Karzinome (44) lasst vermuten, dass der Hormonhaushalt eine
wichtige Rolle bei der Entstehung des Endometriumkarzinoms spielt. Es hat sich
herausgestellt, dass eine exogene Ostrogenzufuhr im Rahmen einer Hormontherapie
das Risiko ein Endometriumkarzinom zu erleiden erhéht (45). In der Million Women
Study wurden die Auswirkungen einer Hormontherapie untersucht. Dabei konnten die
negativen Auswirkungen einer Ostrogen- oder Tibolontherapie gezeigt werden.
Bezuglich der kombinierten postmenopausalen Hormontherapie wurden zwei
Moglichkeiten betrachtet, zum einen die kontinuierliche kombinierte Hormontherapie
und zum anderen die zyklische Applikation eines synthetischen Gestagens zusatzlich
zum Ostrogen. In der ersten Gruppe wurde das Risiko durch die kontinuierliche
Hormontherapie gesenkt, in der zweiten Gruppe konnte kein Unterschied festgestellt
werden. Vor allem in Subgruppen von adiposen Frauen konnten die positiven Effekte
des synthetischen Gestagens auf das Endometrium dargelegt werden (46). Aus
diesen und weiteren durchgefuhrten Studien zu diesem Thema zieht die aktuelle
Leitlinie den Entschluss, dass eine Hormontherapie ohne Gestagenschutz nicht
verabreicht werden soll. Die Risiken einer kombinierten Hormontherapie variieren je
nach der Dauer der Behandlung, Applikationsform (kontinuierlich- oder sequenziell-
kombiniert) und dem zugefiuhrten Gestagen (43).

Im Hinblick auf orale Kontrazeptiva gilt, dass diese protektiv wirken (47—49).

Eine Behandlung mit Tamoxifen, die im Rahmen der Therapie eines
Mammakarzinoms durchgefuhrt wird, hat ebenfalls risikosteigernde Auswirkungen
(50).
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Weitere Risikofaktoren, die zu einer erhéhten Exposition gegeniiber Ostrogenen
flihren oder auf erhdhte Ostrogenspiegel zurtickzufiihren sind, sind z.B. die Adipositas,
Endometriumhyperplasien, die Nulliparitat, eine frihe Menarche und spate
Menopause, Granulosazelltumore, das polyzystische Ovarialsyndrom oder eine
Leberzirrhose. Kaaks et al. stellen die genauen Zusammenhange der Hormone, die
fur die Risikoerhdhung verantwortlich sind, im Rahmen einer Adipositas sehr
ausfuhrlich dar (51). Diabetikerinnen und Patientinnen im Zustand nach einer
Beckenbestrahlung haben auch ein erhohtes Risiko. Im Vergleich dazu stellen eine
spate Menarche und Intrauterinpessare — sowohl die Kupfer- als auch die

Levonorgestrel freisetzende Hormonspirale — protektive Faktoren dar (2,7,43).

1.3.3 Klinische und pathologische Klassifikation

Wie beim Ovarialkarzinom werden auch beim Endometriumkarzinom die TNM-
Klassifikation und die FIGO-Stadien herangezogen, um die Krebserkrankung genau
zu definieren. Tabelle 9 zeigt, wie anhand der TNM-Klassifikation Ruckschlisse auf

das Stadium gezogen werden kdnnen.

21



Einleitung

Tabelle 9: FIGO-Stadien und TNM-Klassifikation des Endometriumkarzinoms (in
Anlehnung an Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche
Krebshilfe, AWMF) 2018) (43)

TNM-Klassifikation FIGO-Stadium

TX: Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO: Kein Anhalt fur Primartumor

T1: Tumor begrenzt auf Corpus uteri I
- T1a: Tumor begrenzt auf Endometrium oder infiltriert | IA

weniger als die Halfte des Myometriums
- Tlb Tumor infiltriert die Halfte oder mehr des Myometriums | IB

T2: Tumor infiltriert das Stroma der Zervix, breitet sich jedoch | Il

nicht jenseits des Uterus aus

T3 und/oder N1: Lokale und/oder regionare Ausbreitung wie | llI
nachfolgend beschrieben:
- T3a: Befall der Serosa und/oder Adnexe (direkte | IlIIA
Ausbreitung oder Metastasen)
- T3b: Vaginal- oder Parametriumbefall (direkte Ausbreitung | 11IB
oder Metastasen)

N1: Metastasen in Becken- und/oder paraaortalen | IIIC

Lymphknoten

Metastasen in Beckenlymphknoten HIC1
Metastasen in paraaortalen Lymphknoten C2
T4: Tumor infiltriert Blasen- und/oder Rektumschleimhaut IVA

M1: Fernmetastasen, einschliellich intraabdomineller | IVB
Metastasen (ausgenommen Metastasen in  Vagina,
Beckenserosa oder Adnexen, einschlieBlich Metastasen in
inguinalen und anderen intraabdominellen Lymphknoten als

paraaortalen und/oder Beckenlymphknoten)

Das Grading des Endomteriumkarzinoms basiert auf dem zugrundeliegenden
histologischen Tumortyp, wobei nur fur die endometrioiden und muzinésen Tumore
ein Graduierungssystem nach FIGO existiert, das den Anteil solider, nicht
plattenepithelialer Areale bertcksichtigt. Bei G1-Karzinomen liegt dieser Anteil bei
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<5%, bei G2-Karzinomen zwischen 6-50% und bei G3-Karzinomen ist der Anteil >50%
(52) (Tabelle 10).

Tabelle 10: Grading des Endometriumkarzinoms (52)

Histologischer Tumortyp Grading

Endometrioid/Muzinos Anteil solider, nicht plattenepithelialer Areale:
G1: <5% G2: 6-50% G3: >50%
Seros/Klarzellig Immer G3

Wie bereits erwahnt, werden Endometriumkarzinome zunachst nach ihrer Entstehung
in zwei Gruppen eingeteilt. Die Typ | Karzinome, die 0strogenabhangig sind, machen
mit etwa 80% den Grolteil der Karzinome aus, wahrend Typ Il nur 10% darstellen (1).
Diese Einteilung wurde bereits 1983 von Bokhman vorgeschlagen und hat auch einen
prognostischen Wert, denn Typ | Karzinome profitieren von einer besseren Prognose
als Typ Il Karzinome (44). Anhand dieser Einteilung lassen sich histopathologische
Unterschiede der Gruppen feststellen. Zu den Typ | Karzinomen gehoéren das
endometrioide und das muzinése Karzinom. In die Kategorie der Typ |l Karzinome
fallen die muzindsen und serdsen Karzinome (43). Die schlechtere Prognose der Typ
Il Karzinome ergibt sich aus der erhohten Neigung zur Infiltration des Myometriums
und zur Ausbildung von Lymphknotenmetastasen (44). Weitere Unterschiede liegen in
den genetischen Besonderheiten. Diese lassen sogar eine Unterteilung in vier
Subtypen zu (53,54). Einen Uberblick zu diesen Daten gibt Tabelle 11.
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Tabelle 11: Uberblick Uber die Unterschiede der Typ | und Typ Il Karzinome (1, 43,
44, 53, 54)

Merkmal Typ | Karzinome Typ Il Karzinom
Haufigkeit 80% 10%

Genese Ostrogenabhangig Ostrogenunabhangig
Pathologie Endometrioid, muzinds Klarzellig, serds

Grading G1und G2 G3

Genetik Mikrosatelliteninstabilitat, TP53- Mutationen,
(Auswahl) Mutationen: chromosomale Instabilitat

phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinase
(PIK3CA), KRAS, 3-Catenin,

PTEN
Prognose Gut Schlecht
weitere Entwicklung aus atypischer Mangelnde Progesteron
Besonderheiten | Endometriumhyperplasie Sensitivitat

1.3.4 Prognosefaktoren und molekulare Marker

Zunachst sind der histologische Typ, das Grading, das chirurgisch-pathologische
Stadium, die Infiltrationstiefe des Myometriums sowie die vaskulare und zervikale
Beteiligung bereits als wichtige Prognosefaktoren identifiziert worden (55). Weitere
wichtige Parameter sind der Resektionsstatus im Sinne einer inkompletten
chirurgischen Resektion oder Tumorreste >1cm, die Lymphknotenbeteiligung und die
lymphovaskulare Invasion sowie das Alter (56).

Bendifallah et al. entwickelten ein Scoring System, mit dessen Hilfe sich die Gefahr
eines Rezidivs beim frihen Typ 1 Endometriumkarzinom einschatzen lasst. Ob die
Patientin laut Scoring System zu der Gruppe mit einem niedrigen oder hohen
Rezidivrisiko gehdrt, wird anhand von funf Faktoren Uberpruft. Diese waren: ein Alter
>60 Jahre, ein histologisches Grading von drei, eine primare Tumorgrof3e >2cm, eine
myometriale Invasionstiefe >50% und eine bestehende lymphovaskulare Beteiligung
(57). Die aktuelle Leitlinie erwahnt weitere morphologische und molekulare Parameter
und  diskutiert deren  Bedeutung zur  Prognoseeinschatzung.  Beim

Endometriumkarzinom spielen die molekularen Marker jedoch aktuell nur in Studien
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eine Rolle (43). Die genetischen Besonderheiten waren in Studien bereits Ziel einer
targeted therapy. Im Falle der PTEN-Mutationen, die als Beispiel gelten sollen, wurden
mechanistic target of rapamycin (mTOR) Inhibitor eingesetzt (Slomovitz & Coleman,
2012; Slomovitz et al., 2010).

Vor dem Hintergrund, dass das Endometriumkarzinom ein hormonabhangiges
Karzinom ist, konnten bereits Zusammenhange zwischen dem ER- und dem PR-
Status und der Prognose bzw. mit dem Stadium der Erkrankung sowie klinisch-
pathologischen Merkmalen dargelegt werden. Diese verdeutlichen, dass der
Hormonstatus auch bei dieser Erkrankung einen pradiktiven und prognostischen Wert
hat (61-63). Eine endokrine Therapie, wie sie beim Mammakarzinom durchgefihrt
wird, wird aber aktuell nur in der Rezidivsituation erwahnt. Diese ist aber einer anderen

Therapie oder Best Supportive Care nicht Gberlegen (43).

1.4Single nucleotide polymorphisms

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) bezeichnen das Phanomen, dass sich
Nukleotidsequenzen an bestimmten Stellen der Desoxyribonukleinsdure (DNA) von
anderen unterscheiden. Durch den Austausch einer Base durch eine andere kommt
es zur Entstehung zweier verschiedener Allele. Theoretisch sind vier Allele mit allen
vier Basen Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) und Thymin (T) mdglich. Der
zugehorige Genotyp, der durch Betrachten der doppelstrangigen DNA zustande
kommt, wird entweder als heterozygot oder homozygot bezeichnet. Bei einem SNP
mit T und C als moglichen Allelen sind also folgende Genotype jeweils denkbar: CT
(heterozygoter Genotyp), TT und CC (homozygote Genotype, wovon eines jeweils den
selteneren Genotyp darstellt).

Man spricht von einem SNP, wenn der Anteil der Bevolkerung, bei dem die Allele
auftreten, mindestens 1% betragt. Die Anzahl an SNPs, die diese Bedingung erfillen,
wird auf etwa zehn Millionen geschatzt. Sie treten mit einer hohen Frequenz von etwa
1330 Basenpaaren auf, sodass sie zur Entschlusselung unseres Genoms genutzt
werden konnen, das sogenannte genetic mapping. Schlielllich bilden SNPs
Haplotypen, die sich aus mehreren SNPs an einer Region zusammensetzen (64). Mit
dem Kopplungsungleichgewicht bzw. dem Linkage Desequilibirum ist es moglich zu
berechnen, wie wahrscheinlich zwei Allele zufallig gemeinsam vererbt werden (65).
Tag SNPs dienen als Marker fur haufige Haplotypen. Das international HapMap
Project bemuhte sich mithilfe haufig vorkommender genetischer Variationen der
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menschlichen DNA, deren hochsten Anteil SNPs bilden, eine Art Landkarte dieser zu
erstellen. Durch diese Karte konnten Risikofaktoren fur Erkrankungen identifiziert
werden und sowohl Diagnostik als auch Therapie optimieren (66). Die Erkrankungen,
die das Interesse des HapMap Project darstellen, sind sogenannte common diseases,
also Krankheiten, an denen ein grofer Teil der Bevolkerung leidet wie etwa
kardiovaskulare Erkrankungen, Diabetes, aber auch Krebserkrankungen. Im
Gegensatz zu monogenetischen Erkrankungen, werden common diseases polygen
vererbt und sind Umweltfaktoren ausgesetzt (67).

Je nachdem, wo ein SNP lokalisiert ist, hat dies unterschiedliche biologische
Konsequenzen. Es ist bekannt, dass unsere DNA aus unterschiedlichen funktionellen
Abschnitten besteht (Abbildung 1). Eine Veranderung der Basensequenz in einem
Exon, einer kodierenden Sequenz, konnte Uber eine abweichende
Aminosauresequenz bis zu einem veranderten und eventuell nicht funktionsfahigen
Genprodukt fuhren. Ein Vorkommen von SNPs in den Promotoren, die an der
Regulierung der Genexpression beteiligt sind, ist ebenso maoglich. Die Introns, nicht-
kodierende Sequenzen, verfugen jedoch ebenso uber Vvielfaltige biologische
Funktionen z.B. das Spleillen der messenger — Ribonukleinsdure (MRNA), sodass
intronische SNPs auch Gegenstand der Forschung sind (68). Schlief3lich ist auch
denkbar, dass SNPs in den Abschnitten zwischen den Genen, in den intergenen
Regionen, auftreten. Der Anteil an SNPs in den nicht-kodierenden Sequenzen, die in
genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) mit Erkrankungen oder Merkmalen

assoziiert werden, liegt sogar bei 93% (69).

Promoter DNA
5'UIR Exon 1 Intron 1 Exon 2 ntron 2 Exon 3 3UIR
5 4 GT AG GT AG '
Primary transcript RNA
_QU AG | '(,-U l\({

Splicing

O] R . poy 4

MRNA

Abbildung 1: Grundlegende  Struktur  eukaryotischer = Gene  (nach
https://www.magazinescience.com/en/biology/eukaryotic-gene-structure/, abgerufen
am 28.08.2019. Basic eukaryotic gene structure)
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Die Datenbank der NCBI, namlich dbSNP, gibt Informationen zu allen moglichen
genetischen Variationen, die hauptsachlich die SNPs darstellen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP).

SNPs spielen eine groRe Rolle in der medizinischen Forschung und werden im
Hinblick auf inrer Rolle bei der Atiologie und Therapie unterschiedlicher Erkrankungen
untersucht. Eine sehr bekannte genetische Veranderung, die letztendlich auf einen
SNP beruht, ist das Faktor-V-Leiden, auch als aktivierte Protein C (APC)-Resistenz
bekannt. Physiologischerweise spaltet das aktivierte Protein C den aktivierten Faktor
V, wodurch letzterer inaktiviert wird. Bei dieser genetischen Besonderheit, die zu einer
erhohten Thromboseneigung fuhrt, wird im Faktor V-Gen die Base G durch A ersetzt,
was zur Folge hat, dass an der Stelle 506 nicht die Aminosaure Arginin, sondern
Glutamin eingebaut wird (70). Es kommt also zu einer Punktmutation. Dadurch kann
der mutierte Faktor V nicht mehr gespalten werden, er ist gegeniber dem aktivierten
Protein C resistent, man spricht von aktivierter Protein C-Resistenz (APC-Resistenz).
Bis die APC-Resistenz mit dieser Mutation in Zusammenhang gebracht werden
konnte, musste zuerst die Moglichkeit, dass die APC-Resistenz auf einen Cofaktor,
der mit Protein C in Verbindung steht, beruht, in Erwdgung gezogen werden (71).
Dieser Cofaktor konnte spater als der Gerinnungsfaktor V identifiziert werden (72).
AuRerdem sind SNPs ebenso in der Domane der Pharmakotherapie von Bedeutung,
z.B. wenn es um die Metabolisierung von Medikamenten geht. Denn, wenn ein SNP
in einer DNA-Sequenz vorkommt, das fur ein Gen kodiert, das fur die
Verstoffwechselung von Pharmaka verantwortlich ist, wie beispielsweise Cytochrom P
450-Enzyme, kann dies Auswirkungen auf die notige Dosierung haben, z.B. von
Warfarin (64). Es existieren aber auch andere Beispiele, die darlegen, dass eine
Genotypisierung vor Verabreichung eines Wirkstoffs durchaus sinnvoll sein kdnnte.
Progesteron ist ein weibliches Geschlechtshormon, dem eine grol3e Rolle in der
Aufrechterhaltung einer Schwangerschaft zukommt. Schwangere Patientinnen, bei
denen ein erhOhtes Risiko fur eine Fruhgeburt besteht, konnen mit 17-alpha-
hydroxyprogesteron caproat (17-OHPC) therapiert werden. In einer Studie wurden
SNPs im PR bei Frauen mit bekanntem Fruhgeburtsrisiko analysiert und daraufhin der
Erfolg einer Therapie mit 17-OHPC ausgewertet. Die Studie ergab, dass je nachdem,
wo die Patientinnen ihre Urspringe hatten und welche Genotypen der SNPs
festgestellt wurden, die Behandlung gute oder schlechte Erfolgsaussichten hatte (73).
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Zusammenfassend kann man sagen, dass SNPs vielfaltige biologische Funktionen
aufweisen. Dieser kann man sich in der Medizin unterschiedlich zunutze machen, sei
es um Risikogruppen zu identifizieren oder um die Therapie auf den einzelnen

Patienten individuell abzustimmen.

1.5Estrogen related receptor alpha

1.5.1 Aufbau, Charakteristiken und biologische Funktionen des Rezeptors

Der estrogen related receptor alpha (ESRRA) — in der Literatur oft auch als NR3B1,
ERR1 oder ERRa bezeichnet — ist ein nuklearer Rezeptor und bildet zusammen mit
dem estrogen related receptor beta und dem estrogen related receptor gamma die
Subgruppe der nuclear receptor subfamily 3 group B Rezeptoren.

Der ESRRA wurde erstmals beschrieben, als es einer Arbeitsgruppe gelang zwei
complementary DNA (cDNA) Klone zu isolieren. Die Genprodukte, fir die sie
kodierten, wurden hERR1 und hERRZ2 benannt. Das erstgenannte ist der bedeutende
Rezeptor fur diese Arbeit und soll weiterhin als ESRRA bezeichnet werden. Dies wurde
mithilfe ~ der DNA-Bindungsdomane (DBD) des ER erreicht, dessen
Aminosauresequenz zu 68% in der DBD und zu 36% in der Ligandenbindungsdomane
(LBD) mit der des hERR1s Ubereinstimmen. Damals stellte sich heraus dass die hERR
trotz der strukturellen Gemeinsamkeiten mit dem ER nicht in der Lage sind Ostrogene
oder andere Steroidhormone zu binden (74). Aus diesem Grund wurde der ESRRA als
orphan receptor bekannt (75).

Wie andere Kernrezeptoren hat der ESRRA eine klassische Struktur, die sich aus
verschiedenen Bereichen zusammensetzt. Am wichtigsten zu nennen sind die DBD
mit Zink-Fingern, die sich in der C-Domane befindet und hochkonserviert ist sowie die
Ligandenbindungsdomane im Bereich der E-Domane, die etwas variabler ist. In dieser
Domane ist auch die activating function (AF)-2 enthalten. Die DNA-Bindungsfahigkeit
wird sichergestellt, indem die sogenannte P-Box in der DBD Sequenzen, die die
Nukleotidabfolge (A/G)GGTCA beinhalten, erkennt. Abschnitte der DNA, die diese
Kernsequenz beinhalten werden auch als hormone response elements bezeichnet.
Weitere Bereiche sind die A/B-Domane mit der AF-1, die unterschiedliche gestaltet
sein kann und die sogenannte hinge Region zwischen DBD und LBD (76,77).

Die Abbildung 2 zeigt einerseits den Aufbau des ESRRA im Vergleich zu den anderen
ERRs und den ERs, andererseits die funktionell bedeutsamen Abschnitte darin.
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Abbildung 2: Struktur der ERRs im Vergleich zu den ERs nach Misawa A & Inoue S
2015 (78)

Die strukturellen Gemeinsamkeiten haben zu der Namensgebung des ESRRAs
gefuhrt, jedoch ist auch gezeigt worden, dass der ESRRA die ER-abhangigen
Signalwege beeinflusst. Dies soll am Beispiel des Lactoferrins gezeigt werden, ein
Protein, das im menschlichen Korper vielfaltige Funktionen aufweist und unter dem
Einfluss des Ostrogens steht. Zunachst ist bedeutend, dass der ESRRA den response
element des steroidogenic factor -1 (SFRE) und verschiedene des ERs (ERE) erkennt
(79,80). Yang et al. gelang es cDNA zu isolieren, deren Aminosauresequenz zu 99%
mit der des ESRRAs ubereinstimmt. Diese Nukleotidabfolge war dazu in der Lage an
den Promotorbereich des Gens, das Lactoferrin kodiert, zu binden (81). Uber
Erkennung der SFRE und ERE kann der Promotor des Lactoferrins unabhangig von
Ostrogen transaktiviert werden (82).

Der Rezeptor wird in allen Geweben exprimiert, die Konzentrationen variieren jedoch
je nach Organsystem. Mittels quantitativer Real Time PCR (gPCR) untersuchte man
die Expression der mRNA unterschiedlicher nuklearer Rezeptoren im Tiermodell.
Wahrend man im zentralen Nervensystem, im Gastrointestinaltrakt, in der Leber, in
der Niere, im weillem und braunem Fettgewebe, in der Muskulatur und im
kardiovaskularen System hohe Werte des ESRRAs gefunden hat, sind diese in
endokrinologischen und immunologischen Organen sowie in den Genitalien, in der
Haut und in den Knochen moderat (83). Der Rezeptor ist also weit verbreitet, was zur

Annahme fuhrt, dass er viele unterschiedliche Funktionen auf zellularer Ebene hat.
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Es konnte gezeigt werden, dass der ESRRA, z.B. Uber das Enzym medium-chain acyl
coenzyme A dehydrogenase an der Beta-Oxidation der Fettsauren (84) sowie Uber
weitere Zielgene des Citratzyklus, der oxidativen Phosphorylierung und der
mitochondrialen  Biogenese (85) an wichtigen Stoffwechselwegen der
Energiegewinnung beteiligt ist und ebenso an der adaptiven Thermogenese (86). In
Ubereinstimmung mit diesen Ergebnisse wird der ESRRA verstarkt in Geweben
exprimiert, die einen hohen Energieverbrauch aufweisen (87).

Der ESRRA gehort zu der Gruppe der Rezeptoren, die konstitutiv aktiv sind. Das heif3t
der Rezeptor ist unabhangig von einem Liganden aktiv und kann die Transkription
seiner Zielgene eigenstandig initiieren. Die Grunde fur diese Eigenschaft des Genes
wurden schon auf molekularer Ebene untersucht, wobei eine Abweichung in der

Aminosauresequenz im Vergleich zum ERa verantwortlich gemacht wurde (88).

1.5.2 ESRRA in 6strogenabhédngigen Karzinomen

1.5.21 ESRRA beim Mammakarzinom

Der ESRRA Ubernimmt also vielfaltige Funktionen im menschlichen Korper und weist
deshalb Verbindungen zu verschiedenen Krankheiten wie Adipositas, Diabetes,
Osteoporose und malignen Tumorerkrankungen auf (87).

Besonders intensiv wird die Rolle des ESRRA beim Mammakarzinom, einem
Ostrogenabhangigen Karzinom, erforscht. Mit den Steroidhormon- und Her2-
Rezeptoren existieren beim Mammakarzinom bereits etablierte molekulare Marker.
Was die zuklnftige Rolle als Prognosefaktor und therapeutisches Ziel betrifft, sind
aktuelle Studien zu ESRRA zudem vielversprechend.

Die Stellung der Steroidhormone beim Mammakarzinom und die Fahigkeit des
ESRRAs EREs zu binden wurde bereits erlautert. Unter BerlUcksichtigung dieser
Faktoren Uberrascht es nicht, dass der ESRRA in Mammakarzinom-Zelllinien ER-
abhangige Signalwege beeinflusst. Je nach ER-Status der Mammakarzinomzelllinie
wird die ERE-abhangige Transkription aktiviert oder verhindert. Die Inhibierung der
Transkription wurde bei der ER-positiven Michigan Cancer Foundation-7-Zelllinie
beobachtet und in Abhéangigkeit von 17-Beta-Ostradiol (17-B-E2) beeinflusst.
Umgekehrt verhielt sich die ER-negative Zervixkarzinom-Zelllinie HelLa, bei denen
eine Aktivierung der Transkription festgestellt wurde (89). Eine Interaktion auf
molekularer Ebene ist also gesichert, zusatzlich finden Bemuhungen um
Assoziationen mit etablierten klinisch-pathologischen Parameter statt (Tabelle 12).
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Allgemein gesprochen wird der ESRRA zunachst mit einem negativen Ausgang der
Krankheit in Zusammenhang gebracht (90). Im Hinblick auf die bestehenden
molekulare Marker stellte sich eine negative Korrelation zwischen erhohten ESRRA-
Spiegeln in Mammakarzinomen mit dem Steroidhormonrezeptorstatus einerseits und
eine positive Korrelation mit dem Her2-Status andererseits heraus (91). Diese Daten
wiedersprechen jedoch zum Teil den Ergebnissen einer anderen vergleichbaren
Studie (90). VEGF hat im Rahmen der Angiogenese eine wichtige Bedeutung fir
Karzinome. Es gibt Daten, die zeigen konnten, dass die mRNA des VEGF durch den
aktivierten ESRRA verstarkt exprimiert wird. VEGF konnte aul’erdem als
Transkriptionsziel des ESRRAs identifiziert werden (92). Weitere Zielgene des
ESRRAs konnten in einer Genomweiten Studie erkannt werden. Diese Arbeitsgruppe
zeigte, dass in Mammakarzinomzelllinien der ESRRAs zwar nur 18% seiner Zielgene
mit dem ERa gemeinsam hat, diese aber fur Signalwege beim Mammakarzinom von
Bedeutung sind, unter anderem der Her2-Rezeptor. SchlieRlich berichten dieselben
Autoren davon, dass die Expression dieser Zielgene sowohl mit der Prognose der
Erkrankung assoziiert ist, als auch eine Einteilung der Karzinome in vier verschiedenen
Subtypen ermdglicht, die an die Klassifikation nach Goldhirsch et al. 2011 (21) erinnert
(93). Auch eine weitere Arbeitsgruppe fand heraus, dass die Gruppe an Genen, die
sowohl vom ERa als auch ESRRA reguliert wird, relativ klein ist und somit der ESRRA
in Mammakarzinomzellen auch unabhangig vom ERa agieren kann. Diese Ergebnisse
regten zur Untersuchung des ESRRAs in ERa-negativen Mammakarzinomzellen an.
In diesem Zusammenhang fuhrte ein Verlust des Rezeptors zu einer verminderten
Migration der Tumorzellen in vitro (94).

Im Hinblick auf die Therapie wurden bereits unterschiedliche Optionen bei
verschiedenen Mammakarzinomen Phanotypen erforscht z.B. die Substanz XCT790
bei triple-negativen Mammakarzinom (95-97). XCT790, ein inverser Agonist, der eine
antagonistische Wirkung am Rezeptor entfaltet, zeigte auch Potential bezutglich der
Steigerung der Effektivitat einer adjuvanten Therapie mit dem Antidstrogen Fulvestrant
(98). Aber auch bei ER-positiven Mammakarzinomen wurden Therapien gegen den
ESRRA erprobt (99,100) und der Einsatz von micro-RNAs war in Studien erfolgreich
(101,102).

SchlieBlich wurde vom mdglichen pradiktiven Wert des ESRRAs zur Tamoxifen-

Empfindlichkeit bei triple-negativen Karzinomen berichtet (103).
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1.5.2.2 ESRRA beim Ovarialkarzinom

Die Literatur zum Status des ESRRAs beim Ovarialkarzinom ergibt Untersuchungen
zum Rezeptor als Fusionsgen. Diese molekulare Besonderheit wurde noch nicht
vorgestellt, ist aber fur eine andere onkologische Erkrankung — die chronisch
myeloische Leukadmie — grundlegend was die Atiologie und die daraus folgende
Therapie angeht. Bei serdsen Ovarialkarzinomen wurde eine wiederauftretende
Genfusion ESRRA-C110rf20 bei 15% der untersuchten Karzinome gefunden (104).
Dennoch wurden in einer anderen Arbeit diese Ergebnisse Uberpriuft und das Auftreten
dieser Fusion bei einer groferen Stichprobe von 163 serésen Ovarialkarzinom konnte
nicht bestatigt werden (105).

Der ESRRA konnte auch beim Ovarialkarzinom in Zukunft als molekularer Marker und
Prognosefaktor im klinischen Bereich eingesetzt werden. Diese These wird durch
verschiedene Aspekte unterstitzt (Tabelle 12). Zum einen durch die erhdhte
Expression in Ovarialkarzinomzellen, zum anderen durch einen positiven
Zusammenhang mit dem Tumormarker CA 125 sowie mit einem verringerten
Gesamtuberleben (106). Die Erkenntnis, dass hohe ESRRA-Expressionen einen
prognostischen Wert fur das Ovarialkarzinom haben kénnten, konnte in einer weiteren
Arbeit bestatigt werden. Dort waren hohere mRNA-Spiegel des Rezeptors mit weiter
fortgeschrittenen Stadien assoziiert (107).

Der ESRRA konnte Bestandteil einer zielgerichteten Behandlung des
Ovarialkarzinoms sein. Verschiedene Substanzen, die in Signalwege, an denen der
ESRRA beteiligt ist, wurden schon erforscht. Dazu gehoérten Cordycepin, das die
Metastasierung von Ovarialkarzinomzellen verhinderte und Kaempferol, das die
Angiogenese unterdrickte (108,109). Die epitheliale-mesenchymale Transition erlaubt
die Migration der Karzinomzellen und ist somit entscheidend, wenn es um
Metastasierung von Karzinomen geht. Der ESRRA spielt hier wohl eine wichtige Rolle,
beispielweise bewirkte der Knockdown des Rezeptors eine Inhibierung dieses
Ubergangs und ebenso eine Reduktion des Aszitesvolumens (110).

1.5.2.3 ESRRA beim Endometriumkarzinom

Im Hinblick auf das Endometriumkarzinom muss man sich wieder vor Augen fuhren,
dass je nach Ostrogenexposition zwei unterschiedliche Karzinomtypen existieren: das
O0strogenabhangige Typ |-Karzinom und das dstrogenunabhangige Typ l|I-Karzinom.
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Die bisherigen Ergebnisse zum ESRRA spiegeln dies wieder. Zunachst bewirkte eine
Uberexpression des Rezeptors die verminderte E2-induzierte, ERE-abhangige
Transkription in einer Endometriumkarzinom Zellline, die einen positiven ER-Status
aufweist (Ishikawa-Zelllinie). Die Inhibierung des ESRRAs filhrte in dieser Zelllinie zur
Verminderung der ERE-abhangigen Transkription bei gleichzeitigem Fehlen von E2
und Serum, wohingegen die Anwesenheit des E2s 2zu einer erhodhten
Transkriptionsrate fuhrte (111). In einer anderen Studie wurden Nachforschungen zum
ESRRA bei Ishikawa- und ER-negativen HEC1A-Zelllinien angestellt. In der ER-
positiven Ishikawa-Zelllinie konnte die Interaktion des orphan receptors mit dem ERa
bestatigt werden, indem eine Uberexpression des ESRRAs zur verminderten
Transkription des ERas fuhrte. Weiterhin konnten Unterschiede in Abhangigkeit des
ER-Status dargestellt werden. Eine Behandlung mit 17-B-E2 fuhrte bei den Ishikawa-
Zellen zur verminderten ESRRA-Expression, die aber durch ICI 182780 — einem
Antiostrogen — zum Teil aufgehoben werden konnte. Die ESRRA-Uberexprimierenden
Ishikawa-Zellen wuchsen in Anwesenheit von 17-3-E2 deutlich langsamer. Die HEC-
1A-Zelllinie verhielt sich bei den oben genannten Experimenten gegensatzlich (112).
In Anbetracht dieser Ergebnisse ist es nicht Uberraschend, dass eine Applikation von
XCT790, als Antagonist am ESRRA, bei HEC-1A-Zellen zu einem verminderten
Wachstum dieser fuhrt (113).

Im Zusammenhang mit anderen klinischen und molekularen Tumormerkmalen ist der
Status des orphan receptors beim Endometriumkarzinom in der Literatur allerdings in
vielen Bereichen nicht eindeutig (Tabelle 12). Einerseits wird dargestellt, dass die
ESRRA-Expression tendenziell mit ERa-Negativitdt verbunden ist (114). Andere
Autoren hingegen finden keinen Zusammenhang zwischen beiden Rezeptoren, wohl
aber eine Assoziation zum VEGF und eine zentrale Rolle beim Wachstum des
Karzinoms (115). Was den Krankheitsverlauf betrifft, geht ein Fortschreiten der
Erkrankung hinsichtlich des klinischen Stadiums, der myometrialen Invasion und der
Tumorentdifferenzierung mit einem Sinken der ERa-mRNA einher. Gegenteilig verhalt
es sich mit der ESRRA-Expression, jedoch unabhangig von der Tumordifferenzierung
(116). Der Zusammenhang mit der myometrialen Invasion wird wiederum von anderen
Autoren widerlegt (115).

Schliefl3lich sind weitere Autoren der Ansicht, dass der ESRRA sowohl prognostisch —

als negativer Prognosefaktor — und auch therapeutisch von Nutzen sein konnte. Ein
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Knockdown des Rezeptors flhrte zu einer erhohten Empfindlichkeit gegentuber dem
Chemotherapeutikum Paclitaxel (115).

Diese Erkenntnisse zu dem Status des ESRRAs in den vorgestellten
Ostrogenabhangigen, gynakologischen Tumorentitaten sind auf dem ersten Blick sehr
vielschichtig. Sie zeigen dennoch, dass der ESRRA womaglich fur die Heterogenitat
dieser gynakologischen Karzinome mitverantwortlich ist, aber auch einer
zielgerichteten Therapie zuganglich sein konnte bzw. eine mallgeschneiderte
Therapie erlauben konnte. Die Zusammenhange des ESRRAs bezuglich der drei

Karzinome werden in Tabelle 12 zusammenfassend dargestellt.
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Tabelle 12: Der ESRRA beim Mamma-, Ovarial- und Endometriumkarzinom

Expression des | Zusammenhang des ESRRA mit | Prognostische

ESRRA in den | bestehenden Tumormerkmalen | Bedeutung

Karzinomzellen

Mammakarzinom

- Erhohte ESRRA- - Unabhangigkeit von - Erhohtes
MRNA-Expression TumorgrofRe, Nodalstatus, Rezidivrisiko

(90)

Grading (90)

- Tendenz zur ERa-Positivitat
und zur positiven Korrelation
mit ERa- Immunreaktivitat (90)

- Unabhangigkeit von PR-
Immunreaktivitat (90)

- Korrelation mit ER- und PR-
Negativitat (91)

- Positive Korrelation (91) bzw.
Unabhangigkeit vom Her2-
Status (90)

und negativer
Ausgang (90)

Ovarialkarzinom

- Erhdhte ESRRA-
MRNA-Expression
(106)

- Zusammenhang mit
fortgeschrittenen FIGO-
Stadien (106,107)

- Zusammenhang mit
Entdifferenzierung (106)

- Zusammenhang mit erhhten
CA 125-Spiegel (106)

- verringertes

Gesamtuber-
leben (106)

Endometriumkrazinom

- Erniedrigte - Tendenz zur ERa-Negativitat - verringertes
ESRRA-mRNA- (114) bzw. Unabhangigkeit krankheits-
Expression in ERa- vom ERa-Status (115) freies
positiven - Zusammenhang mit Gesamtuber-
Karzinome, fortgeschrittenen FIGO- leben (115)
Tendenz zu Stadien (115,116)
erhohter - Zusammenhang mit
Expression in ERa- Fortschreiten der myometrialen
negativen Invasion (114,116) bzw.

Karzinomen (114)

Unabhangigkeit davon (115)
- Unabhangigkeit von der
Differenzierung (114-116)

1.5.3 Agonisten und Antagonisten des ESRRA

Es qilt also, dass der ESRRA ein potentieller Prognosefaktor in der Onkologie ist.
Maogliche therapeutische Ansatze wurden auch schon dargestellt, weshalb die
pharmakologischen Entwicklungen kurz erlautert werden sollen. Es sind schon fruh
mogliche Antagonisten identifiziert worden, namlich die Pestizide Toxaphen und

Chlordan (117). Doch die Liste an mdglichen Liganden ist seitdem erganzt worden und
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die Wirkung verschiedenster Stoffe am Rezeptor wird immer wieder erprobt (118-121).
Einige der erwahnten Stoffe wurden schon im Zusammenhang mit den zielgerichteten
Behandlungen von gynéakologischen Karzinomen vorgestellt. Um diese Stoffe in der
Therapie einsetzen zu konnen, ist aber sicherlich noch weitere Erforschung am
Rezeptor notig, denn die komplexen Mechanismen des ESRRASs sind langst noch nicht
ganz aufgedeckt. Zu beachten ist, dass mittlerweile die Wirkung einiger naturlich
vorkommender Isoflavone und Flavone, die zu den Phytodstrogenen zahlen, als
Agonisten nachgewiesen werden konnte (122). Deren strukturelle Gemeinsamkeiten
und Unterschiede zum 17-B-E2, ein natlrliches Ostrogen, das im menschlichen Kérper
als Ligand des ERs fungiert, wird in Abbildung 3 verdeutlicht. Trotz dieser Entdeckung
ist der Rezeptor in der Literatur weiterhin als orphan receptor bekannt.

HO o
C| |
g

7,4’-dihydroxyisoflavone
5,7,4’-trihydroxyisoflavone (daidzein)
(genistein)

OH

HO o 7
‘ | 17B-estradiol (E2)
OH O O

?
CH,

5,7-dihydroxy-4’-methoxyisoflavone 6,3’,4’-Trihydroxyflavone
(biochanin A) (flavone)

Abbildung 3: Chemische Strukturen von 17-B-E2 und Phytodstrogenen nach
Suetsugi M et al. 2003 (122)
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1.6 Zielsetzung

Im Vordergrund der Forschungsarbeit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. rer. nat. Treeck
steht die Identifizierung neuer molekularer Marker, die fiir die Atiologie,

Diagnostik, Therapie und Prognose gynakologischer Krebserkrankungen von
Bedeutung sind. Der ESRRA ist ein nukledrer Rezeptor, der strukturelle und
funktionelle Gemeinsamkeiten mit dem ERa zeigt (74,80). Eine Bedeutung fur die
Karzinogenese 0strogenabhangiger, gynakologischer Karzinome wird ihm
zugeschrieben, sodass dieser Rezeptor als ein moglicher Prognosefaktor und
therapeutischer Ansatzpunkt gesehen wird (89,91,106,109,112,115).

Ziel dieser Arbeit war es folgende Fragen zu beantworten. Zum einen, ob ein SNP, der
im Promotor des ESRRA-Gens lokalisiert ist, mit dem Mamma-, Ovarial- und
Endometriumkarzinom assoziiert ist. Zum anderen untersuchten wir, ob klinisch-
pathologische Merkmale der Karzinome mit dem SNP in einem statistisch signifikanten
Zusammenhang stehen. Signifikante Ergebnisse konnten darauf hinweisen, dass der
SNP ein moglicher Risikofaktor fur die Entstehung eines Karzinoms bzw. fur bestimmte

Tumorcharakteristika darstellt.
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Insgesamt wurden Blutproben von 1579 Patientinnen untersucht. Den
interessierenden Subgruppen konnten 1101 Patientinnen zugeordnet werden. Davon
waren 373 der Patientinnen an einem Mammakarzinom, 133 an einem
Ovarialkarzinom und 176 an einem Endometriumkarzinom erkrankt. Die
Kontrollgruppe bestand aus Blutproben von 419 gesunden bzw. nicht an malignen
Tumorarten erkrankten Frauen. In der Kategorie der nicht an malignen Tumorarten
erkrankten Frauen wurden gesunde Frauen und Patientinnen erfasst, die
beispielsweise von Uterus myomatosus, Fibroadenomen, Hyperplasien des
Endometriums (jedoch keine, die mit Atypien vergesellschaftet waren) und anderen
benignen gynakologischen Erkrankungen betroffen waren. Diese werden im
Folgenden als Patientinnen der Kontrollgruppe bezeichnet. Die Proben wurden von
verschiedenen Instituten aus Deutschland und Polen zur Verfugung gestellt. Die
Studie wurde durch die Ethikkommission der Universitat Regensburg zugelassen. Eine
Einverstandniserklarung zur Teilnahme an der Studie lag von jeder Patientin vor.
Nachdem die Patientinnen hinsichtlich Erkrankungsstatus klassifiziert wurden, fand
eine Einordnung dieser anhand klinisch-pathologischer Merkmale in weitere Gruppen
statt. Tabelle 13 gibt hierzu einen Uberblick. Bei allen Karzinompatientinnen wurde
dazu der Grad der Tumordifferenzierung erfasst, bei den
Mammakarzinompatientinnen zusatzlich noch die Tumorgrof3e, der Nodalstatus, der
ER-, PR- und Her2-Status. Bei der Tumordifferenzierung wurden die gut (G1) und
mittelgradig differenzierte (G2) Karzinome zusammengefasst und mit den
undifferenzierten (G3) Karzinomen verglichen. Im Hinblick auf die Tumorgréf3e wurden
in Situ und T1-Karzinome in eine Gruppe eingeordnet und den Karzinomen im Stadium
T2-4 gegenubergestellt. Zur Klassifizierung des Nodalstatus wurde eine Gruppe mit
positivem Lymphknotenstatus und eine mit negativem Status gebildet. Lediglich
Patientinnen mit gar keinem Befall der Lymphknoten wurden in die Gruppe mit
negativem Nodalstatus eingeordnet. Ab dem Vorhandensein von Mikrometastasen
galt eine Patientin als nodal-positiv. ~Auch  zur Bewertung des
Steroidhormonrezeptorstatus, also des ERs und PRs, wurde entweder positiv oder

negativ angegeben, wobei ein Score >0 als positiv bewertet wurde. Somit waren
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lediglich Karzinome mit einem Score=0 negativ. Es wurde der IRS benutzt. Schlielich
wurde der Her2-Status der Karzinome betrachtet. Anhand dieser wurde eine Gruppe
mit negativem und positivem Her2-Status gebildet. Als negativ wurde der Her2-Status
interpretiert, wenn der Score <3 war. In die positive Gruppe wurden Karzinome mit
einem Score >2 eingeordnet.

Zusatzlich wurde das Durchschnittsalter der jeweiligen Gruppenmitglieder bestimmt.
Dies lag bei der Kontrollgruppe bei ca. 52 Jahren, bei der Mammakarzinomgruppe bei
rund 60 Jahren. Bei der Ovarialkarzinomgruppe wurde ein durchschnittliches Alter von
etwa 59 Jahren errechnet und bei der Endometriumkarzinomgruppe eins von ca. 63
Jahren. Nach Bestimmung des durchschnittlichen Alters der Karzinomgruppen wurde
nochmals auf einen Unterschied hinsichtlich der Genotypverteilung untersucht,
nachdem eine Alterskorrektur der Kontrollgruppe durchgefuhrt wurde. Hierzu wurden
je nach dem durchschnittlichen Alter der zu vergleichenden Karzinomgruppe jungere
Patienten aus der Kontrollgruppe entfernt, um ein annahernd gleiches
Durchschnittsalter wie das der Karzinomgruppe zu erhalten.

Tabelle 13: Klinisch-pathologische Kriterien, nach denen die Karzinome jeweils

untersucht wurden

Klinisch- Mammakarzinom | Ovarialkarzinom | Endometriumkarzinom
pathologisches
Merkmal

TumorgroBe Tis+1 vs. T2-4 - =

Nodalstatus Negativ vs. Positiv | - -
Grading G1+2vs. G3 G1+2 vs. G3 G1+2 vs. G3
Her2-Status Negativ vs. Positiv | - -
ER-Status Negativ vs. Positiv | - -
PR-Status Negativ vs. Positiv | - -

2.2 Materialien
Tabelle 14 listet alle verwendeten Reagenzien auf, wahrend die Tabellen 15 und 16
Informationen Uber die benutzten Hilfsmittel und Gerate geben.
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Tabelle 14: Reagenzien

Reagenz Hersteller

DNA-Lysepuffer:
e 1% v/v Triton X Calbiochem®, San Diego, USA

e 5,59g0,32 M Sucrose
e 500 Mikroliter pl 0,01 M Tris pH 7,5 | Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

D
e 2,5 Milliliter ml 5 mM MgCl2 Carl Roth® GmbH+ Co. KG, Karlsruhe, D
PCR-Puffer:
e GoTaq®Puffer 5x Promega, Madison, USA
e 0,5% Tween® 20 Sigma Aldrich®, St. Louis, USA
e 10 mAU Proteinase K Merck KGaA, Darmstadt, D
GoTaqg® Puffer 5x Promega, Madison, USA
Enzyme:

e GoTaq® DNA Polymerase (5 u/ul) Promega, Madison, USA
e GoTag® G2 DNA Polymerase (5| Promega, Madison, USA
u/pl)

Desoxynukleotidtriphosphat (ANTP) Mix
10 mM:

e 50 ul Desoxyadenosintriphosphat Sigma Aldrich®, St. Louis, USA

(dATP) 100 mM

e 50 ul Desoxycytosintriphosphat Sigma Aldrich®, St. Louis, USA

(dCTP) 100 mM

e 50 ul Desoxyguanosintriphosphat Sigma Aldrich®, St. Louis, USA

(cGTP) 100 mM

e 50 ul Desoxythymidintriphosphat Sigma Aldrich®, St. Louis, USA

(dTTP) 100 mM

+ 300 ul nucleasefreies Wasser

SNP Primer Eurofins Genomics, Luxemburg
Nucleasefreies Wasser Sigma Aldrich®, St. Louis, USA
Biozym LE Agarose Biozym® Scientific GmbH, Oldendorf, D
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10x Tris-Borat-
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
(TBE) Puffer (pH 8.0):

108g 89 mM Tris

55g 89 mM Borsaure

e 7,59 2mM EDTA-Na>
Mit destilliertemm Wasser auf 1000ml
aufgefullt

5x TBE Puffer in fertiger Pulverform zum

Auflésen in Wasser (pH 8.3):
89 mM Tris

89 mM Borsaure

2 mM EDTA

Sigma Aldrich®, St. Louis, USA

Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
D

Calbiochem®, San Diego, USA

Sigma Aldrich®, St. Louis, USA

Roti®-Safe

Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
D

1 kb Plus Ldngenstandard:
50ul 1 kb Plus DNA Ladder

50ul 10x Ladepuffer

400yl nucleasefreies Wasser

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific,
Carlsbad, USA

siehe unten

10x Ladepuffer:

Glycerol

Naz-EDTA 2H20 0,37g 100 mM

Natriumdodecylsulfat 0,1 g 1% w/v
Bromphenolblau 0,01 g 1% w/v

Deionisiertes Wasser auf 10 ml

Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
D

Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
D

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
D

Light Cycler® FastStart DNA Master
SYBR® Green |

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D
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Tabelle 15: Hilfsmittel

Hilfsmittel Hersteller

Pipetten (10ul, 20ul, 100ul, 1000plI) Eppendorf  Reference®, Eppendorf,
Hamburg, D

Pipettenspitzen

Biosphere® Quality und Filter Tips SARSTEDT, Numbrecht, D

(10pl, 20pl, 100pl, 200pl, 1000ul)

Eppendorf Cups (1,6 ml) Biozym® Scientific GmbH, Oldendorf, D

PCR Single Cap 8er-Softstrips 0,2 ml Biozym® Scientific GmbH, Oldendorf, D

LightCycler® Capillaries (20ul) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D

Tabelle 16: Gerate

Gerat Hersteller

Zenrifugen:

e Biofuge pico Heraeus, Hanau, D

e Micro Zentrifuge Sprout Biozym® Scientific, Oldendorf, D
Heizplatte und Magnetruhrer:

e Heidolph MR 3001 K Bibby Scientific, Staffordshire, UK
e Stuart SB 162 Bibby Scientific, Staffordshire, UK
Minishaker MS2 IKA®, Staufen im Breisgau, D
Thermocycler:

e TGradient Biometra® GmbH, Géttingen, D

e T1 Thermocycler Biometra® GmbH, Géttingen, D
LightCycler 2.0 PCR Device Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D

Gelkammern:

e Horizon 20.25 Horizontal Gel | Gibco®, Life Technologies™, Carlsbad,

Electrophoresis Apparatus USA
e Horizon 11.14 Horizontal Gel | Gibco®, Life Technologies™, Carlsbad,
Electrophoresis Apparatus USA
Gielvorrichtung fur Geltrager Armin Baack Labortechnik, Schwerin, D
Waage
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CP 4204 Sartorius AG, Gottingen, D

ChemiDoc™ XRS+ with Image Lab | Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules,

Software USA

Spannungsgerat

PS 304 Gibco®, Life Technologies™, Carlsbad,
D

Kdhlschrank +4°C Liebherr, D

Gefrierschrank -20°C Liebherr, D

Mikrowelle

Privileg 4020 Quelle, Furth, D

Software:

e Microsoft Word 2008 und 2018 Microsoft, UnterschleiRheim, D

e Microsoft Excel 2008 und 2018 Microsoft, Unterschleil3heim, D

2.3SNP-Auswahl
Fir diese Arbeit wurde ein SNP im Promotor des ESRRA-Gens mit Hilfe der
Internetseiten www.genecards.org und www.ncbi.nim.nih.gov/SNP ausgewahit.

Dieser ist dort unter der Bezeichnung rs72924108 bekannt.

2.4Polymerase Chain Reaction

Die Polymerase Ketten Reaktion (PCR) ist eine Labormethode, die der enzymatischen
Vervielfaltigung von Nukleinsauren dient. Entdecker dieser molekularbiologsichen
Methode war Kary Mullis (123).

Die PCR besteht aus drei sich wiederholenden Schritten (Abbildung 4):

1. Denaturierung: Dieser Schritt dient dem Ablosen der DNA-Strange voneinander.

Hierbei entstehen zwei Einzelstrange. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine
Temperatur von 94 °C gewahlt.

2. Annealing: Es lagert sich jeweils ein Primer an den Einzelstrangen an. Primer sind
synthetisch hergestellte Oligonukleotide, die den Ausgangspunkt der Synthese
festlegen und deren Sequenzen komplementar zu einem der Einzelstrange der
doppelstrangigen, urspringlichen DNA sind. Die Reaktionstemperatur in diesem

Schritt ist von den eingesetzten Primern abhangig.
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3. Elongation: Die DNA-Synthese erfolgt durch die DNA-Polymerase. Die Temperatur
richtet sich nach dem eingesetzten Enzym. In dieser Arbeit wurde eine Temperatur
von 72 °C fur die verwendete Tag-Polymerase verwendet.

Am Ende jedes Zyklus liegt also theoretisch im Vergleich zum Zyklus zuvor die

doppelte Menge der zu vervielfaltigenden DNA vor.

Bei dieser Arbeit wurde eine Tag-Polymerase, die aus dem Bakterium Thermus
agauticus stammt, verwendet. Sie zeichnet sich durch Hitzeunempfindlichkeit aus
(124). Weiterhin werden Oligonukleotide, die die Bausteine der DNA darstellen und

Polymerase-Puffer bendtigt.

nucleatide 5’ 3
) ) 3 s
5’ I 3
- [
— _ 5 I 3’
5 3 Denaturation Annealing Extension
3’ I 5
\ 3' I 51
—
™~ DNA primer 3 3 \
original DNA 5 — 3
3’ I 5

Abbildung  4: Polymerase  Ketten = Reaktion als Schema  (nach
https://www.xxpresspcr.com/all-news/polymerase-chain-reaction-the-past-present-
and-future/, abgerufen am 13.08.2019)

2.5Tetra-Primer Amplification Refractory Mutation System-PCR

Die Tetra-Primer Amplification Refractory Mutation System (ARMS)-PCR ist eine
modifizierte Methode der herkdbmmlichen PCR zur Analyse von SNPs, die von Ye et
al. ausfuhrlich vorgestellt wird. Bei dieser Form der PCR werden nicht zwei, sondern
vier Primer eingesetzt, namlich zwei aulere Primer und zwei innere Primer. Die
inneren Primer sind durch einen Mismatch an der 3’-terminalen Base fiur jeweils eines
der zwei Allele spezifisch. Die Spezifitat wird durch einen zusatzlichen Mismatch, der
zwei Positionen von der 3’-terminalen Base entfernt ist, erhoht. Die Primer kdnnen sich
also nur dann erfolgreich an die DNA anlagern, wenn das entsprechende Nukleotid
auch an der Stelle vorhanden ist. AuRerdem werden die Primer durch die

Bezeichnungen vorwarts und ruckwarts naher charakterisiert. Es bilden jeweils ein
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aulerer vorwarts Primer und ein innerer rickwarts Primer sowie ein aul3erer rickwarts
Primer und ein innerer vorwarts Primer zwei PCR-Produkte, die die unterschiedlichen
Allele darstellen. Da die aulderen Primer unterschiedlich weit von dem untersuchten
Nukleotid entfernt sind, sind die zwei entstehenden Amplicons unterschiedlich grof}

und kénnen somit per Agarosegelelektrophorese unterschieden werden (Abbildung 5)
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(125).
Outer primer Inner primer A
el s p 7
DNA Template G
(G allele) C
(“_
; Inner primer Quter primer
Outer primer Inner primer A
— £
DINA Template A
(A allele) T
4T : .
¢ Inner primer Outer primer
} pcr
PCR product
(Not allele specific)
PCR product G
(G allele specific) C
PCR product A
(A allele specific) 11

G/G homozygote

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Tetra-Primer ARMS-PCR (nach Ye S et

al. 2001 (125)

2.6 SNP-Primer

Fur diese Arbeit wurden zu dem SNP vier verschiedene Primer entwickelt, deren

ch' electrophoresis

A/A homozy gote

G/A heterozygote

Sequenz in der nachfolgenden Tabelle 17 aufgeflihrt ist.
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Tabelle 17: Primer zur Analyse des SNP rs72924108

Primer Sequenz Base pairs (bp)
Innerer T-Primer  GAGGAGGTGTACGTCTTTCCATTCGT 205 bp
(IPT)

Innerer C-Primer  GCTTAGAAATTGTAACCAGCAACGGG 168 bp
(IPC)

AuBerer Primer 1 TCCCAAAGTATTGGGATTACAAGTGTGA | 321 bp
(OP1)
AuBerer Primer 2 TTGTGAAGTTTGAAGGTGACAATCCAG | 321 bp
(OP2)

2.7PCR-Ansatz

Die beschriebenen SNP Primer wurden zusammen mit den anderen fur die Tetra-
Primer ARMS-PCR bendtigten Reagenzien eingesetzt. Um einen optimalen PCR-
Ansatz zu erreichen, mussten zuerst verschiedene Mdglichkeiten getestet werden. Es
war wichtig, den PCR-Ansatz so oft zu variieren, bis in der Agarosegelelektrophorese
eine eindeutige Zuordnung des Genotyps zu den Proben moglich war. Dabei wurden
insbesondere das Verhaltnis der Primer zueinander und die Annealingtemperatur
geandert. Wir gingen zunachst von dem in Tabelle 18 aufgefuhrten Standardansatz
aus.

Zur Herstellung des Ansatzes wurde ein Mastermix aus allen Reagenzien bis auf die
DNA hergestellt. Dabei wurden alle Reagenzien bis auf die GoTaq® DNA Polymerase
aufgetaut und auf Eis gelagert. Nach kurzem Vortexen und Abzentrifugieren wurden
die einzelnen Reagenzien in einem Eppendorf Cup zusammengefuhrt, dann wieder
kurz gemischt und abzentrifugiert. Zum Schluss wurde das Enzym hinzugefugt.
Danach wurden jeweils 8 pl des Mastermixes in PCR-Tubes pipettiert. Zum Schluss
wurde 2 pl der DNA-Probe mit einer Konzentration von 50 ng/ul hinzugefugt.
Entsprechend der Probenanzahl, die genotypisiert werden sollte, wurde ein Vielfaches
des Ansatzes hergestellt. Die DNA-Proben wurden wahrend den Versuchen auf Eis
gelagert. Die PCR-Tubes wurden in den Thermocycler gestellt und das Programm
wurde nach dem Protokoll in Tabelle 19 gestartet. Wahrend der Durchfihrung der
Versuche fand ein Austausch der GoTaq® DNA Polymerase durch die GoTaq® G2
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DNA Polymerase statt. Der Einfachheit halber haben wir nur die GoTaq® DNA-
Polymerase in den Ansatzen aufgefuhrt.

Die Isolation der DNA aus Blutproben ist nicht separat als Methode aufgefuhrt, da fur
diese Arbeit bereits isolierte DNA zur Verfugung stand und verwendet wurde.

Tabelle 18: Standard 10 yl PCR-Ansatz

Reagenzien ‘ Menge

IPC 10 uM 0,2 pl
IPT 10 uM 0,2 pl
OP1 10 uM 0,2 pl
OP2 10 uM 0,2 pl
dNTP Mix 10 mM 0,2 pl
GoTaq® Puffer 5x 2,0 ul
GoTag® DNA 0,1 pl
Polymerase 5u/pl

Nucleasefreies Wasser 4,9 pl
DNA 50 ng/pl 2 ul

Tabelle 19: PCR-Protokoll

Schritte

105 °C Vorlauf

94 °C far 10 min

94 °C Dentaurierung fur 30 s

60 °C Annealing fur 30 s

5. 72 °C Elongation fur 1 min

=>» Wiederholung der Schritte 3.-5. 37 Mal
6. 72 °C Finale Elongation fur 5 min

N =

7. 4°C Pause bis die Tubes entfernt wurden

Da die Bande des C-Allels in der Agarosegelektrophorese anfangs nicht eindeutig
sichtbar war, musste mehr von dem IPC eingesetzt werden. Folgender Ansatz wurde

dann etabliert (Tabelle 20). Der PCR-Ansatz musste zwar wie in Kapitel 2.10
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beschrieben immer wieder abgeandert werden, um eindeutige Ergebnisse
festzustellen. Die optimierten Ansatze basierten jedoch immer auf den in Tabelle 20

beschriebenen Ansatz.

Tabelle 20: 10 yl PCR-Ansatz zur Analyse des SNPs rs72924108

Reagenz Menge

IPC 10 uM 1,0 pl
IPT 10 uM 0,2
OP1 10 uM 0,2 pl
OP2 10 uM 0,2 pl
dNTP Mix 10 mM 0,2 pl
GoTaq® Puffer 5x 2,0 ul
GoTag® DNA 0,1 ul
Polymerase 5u/pl
Nucleasefreies Wasser | 4,1pl
DNA 50 ng/pl 2 ul

Die Annealing-Temperatur und der Rest des PCR-Programms konnten wie oben
beschrieben belassen werden. Die PCR-Produkte wurden dann auf ein 1,5%iges
Agarosegel (siehe unten) aufgetragen. Es wurde bei jedem Versuch eine
Wasserprobe als Negativkontrolle mit aufgenommen, um eine Kontamination

auszuschlief3en.

2.8 Agarosegelelektrophorese

Mittels Agarosegelektrophorese konnen Amplicons aus einer PCR nach lhrer GroRRe
aufgetrennt und sichtbar gemacht werden. Das Verfahren basiert auf die Erkenntnis,
dass geladene Teilchen in einem elektrischen Feld entsprechend ihrer GroRe
unterschiedlich weit wandern konnen. In diesem Fall sind die negativ geladenen
Phosphatgruppen der DNA von Bedeutung. Durch das Anlegen einer elektrischen
Spannung wandern die DNA-Fragmente entsprechend ihrer Gro3e durch die aus
Agarose bestehende Gelmatrix zur Anode. Dabei legen kleinere Fragmente eine
grélRere Strecke zurlick als grof3e. Fur diese Arbeit wurden 3,6 Millimeter (mm) dicke
1,5%ige Agarosegele verwendet. Diese wurden mit 2,7 g Agarose und 180 ml TBE 1x
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Puffer hergestellt. Nachdem die Reagenzien in einer Mikrowelle zum Kochen gebracht
wurden, wurde nach Abkuhlen 9 ul des Roti®-Safe hinzugefugt. Das Gel wurde dann
in einen Geltrager gegossen und zwei 30er Kdmme wurden eingesetzt, damit Taschen
zum Beladen der DNA-Proben entstehen. Das feste Gel wurde dann in eine mit 1x
TBE geflllte Gelelektrophoresekammer gelegt und die Kdmme entfernt. Die Taschen
wurden mit den DNA-Proben beladen, als Langenstandard wurde eine 1 kb Ladder mit
aufgetragen. Eine Stromquelle wurde angeschlossen und eine Stromstarke von 140
mA fur ca. 75 min eingestellt. Als die zu untersuchenden Proben weit genug gewandert
waren, wurde die Elektrophorese beendet und der Geltrager aus der Gelkammer
entfernt. Zum Schluss konnten im ChemiDoc™ Imager mittels Ultraviolett-Licht die
aufgetrennten Banden im Gel sichtbar gemacht werden. Dafur war das zu Beginn
eingesetzte Reagenz Roti®-Safe verantwortlich, das ein Fluoresezenzfarbstoff ist.
Fluoreszenzfarbstoffe lagern sich in die DNA ein, wirken also interkalierend. Das
entstandene Gelbild konnte dann ausgewertet werden: die Bandengrol3e der Allele
war bekannt und dank der 10 kb Ladder konnte eingeschatzt werden, wo die
entsprechenden Banden liegen mussten. Abbildung 6 zeigt ein Beispiel fur ein Gelbild,

das im Rahmen der vorliegenden Arbeit entstanden ist.
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Abbildung 6: Beispiel eines Gelelektrophoresebildes des SNPs
rs72924108. Auswertung der ersten vier oberen Bahnen: 1.Bahn: 10 kb
Ladder, 2. Bahn: CT (heterozygot), 3. Bahn: TT (homozygot), 4. Bahn:
CC (homozygot)
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2.9 Optimierungsversuche

2.9.1 Doppelter Ansatz

Wahrend der experimentellen Phase der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene
Variationen des PCR-Ansatzes hergestellt, um eindeutige Banden zu erkennen.
Grundlage dieser Ansatze war immer das in Kapitel 2.8 vorgestellte Basisrezept. Dabei
wurde je nach Bedarf vor allem die DNA-Menge variiert und die Wassermenge
angepasst. Auch erhoffte man sich mit doppelten oder dreifachen Ansatzen klare
Ergebnisse zu erzielen. Im Folgenden werden einige Anderungen der Ansatze
beispielhaft gezeigt. Variationen des Gels wurden ebenso vorgenommen.

Noch relativ am Anfang der Arbeit konnte festgestellt werden, dass manche Proben
mit dem in Kapitel 2.8 beschriebenen Ansatz nicht eindeutig genotypisiert wurden.
Deshalb wurde dieser optimiert und der Ansatz wie in Tabelle 21 beschrieben

verwendet.

Tabelle 21: Doppelter 20 pl Ansatz zur Analyse des SNP rs72924108

Reagenz Menge

IPC 10 uM 2,0 pl
IPT 10 uM 0,4 pl
OP1 10 uM 0,4 pl
OP2 10 uM 0,4 pl
dNTP Mix 10 mM 0,4 pl
GoTaq® Puffer 5x 4,0 ul
GoTaqg® DNA 0,2 ul
Polymerase 5u/pl
Nucleasefreies Wasser | 8,2 pl
DNA 50 ng/pl 4l

Die Zyklenzahl des Programms wurde dabei auf 40 erhoht.
Die Proben wurden dann auf ein 5 mm dickes 1,5%iges Agarosegel (250 ml TBE 1x
Puffer, 3,75 g Agarose und 12,5 pl Rotisafe) aufgetragen.
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2.9.2 Ansatz fir uneindeutige Proben

Proben, die nach dem ersten Durchgang noch kein eindeutiges Ergebnis lieferten,
wurden mit veranderten Ansatzen wiederholt und deren PCR-Produkte auf
unterschiedliche Gele aufgetragen. Dabei hat sich folgender Ansatz etabliert (Tabelle
22).

Tabelle 22: Modifizierter 10 pl PCR-Ansatz zur Analyse des SNP rs72924108

Reagenz ‘ Menge

IPC 10 uM 1,0 pl
IPT 10 uM 0,2
OP1 10 uM 0,2 pl
OP2 10 uM 0,2 pl
dNTP Mix 10 mM 0,2 pl
GoTaq® Puffer 5x 2,0 ul
GoTaqg® DNA 0,1 ul
Polymerase 5u/pl
Nucleasefreies Wasser | 0,1 pl
DNA 50 ng/pl 6 ul

Das PCR-Programm wurde auf 42 Zyklen erhoht. Die PCR-Produkte wurden auf ein
3,6 mm dickes, 1,8%iges Agarosegel aufgetragen. Dieser wurde mit 180 ml TBE 1x
Puffer, 3,24 g Agarose und 9 pl Rotisafe hergestellt. Beim Gelgie3en wurde nur der

obere Kamm eingesetzt, sodass eine langere Laufzeit moglich war.

210 Methodenvalidierung

Um die Reproduzierbarkeit der Methode der Tetra-ARMS-PCR wund der
Agarosegelelektrophorese zu bestatigen, wurden etwa 100 Proben erneut
genotypisiert und die Ergebnisse des ersten und zweiten Durchgangs verglichen.
Dieser Versuch war erfolgreich. Lediglich der Genotyp einer Probe zeigte ein
widerspruchliches, wenn auch nicht eindeutiges Ergebnis hinsichtlich des eigentlich

zugewiesenen Genotyps und wurde deshalb aus der Studie entfernt.
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211 Quantitative Real Time PCR

Eine grof3e Menge an Proben aus der Ovarialkarzinomgruppe lieR sich mittels Tetra-
Primer ARMS-PCR nicht erfolgreich genotypisieren. Um eine ausreichend grof3e
Stichprobe dieser Karzinomgruppe zu gewahrleisten, wurde fur diese Proben die
gPCR mittels Light Cycler® angewandt. Die qPCR stellt eine weitere Methode zur
Amplifikation von DNA-Fragmenten dar, ermoglicht aber eine Messung in Echtzeit
mithilfe Fluoreszenzfarbstoffe, z.B. SYBR® Green |. Wie bei einer herkémmlichen PCR
werden die einzelnen Reaktionsschritte Denaturierung, Annealing und Elongation
durchlaufen.

Auch bei der qPCR etablierte sich nach mehreren Versuchen ein Ansatz. Das
Vorgehen zur Herstellung eines Ansatzes war ahnlich wie fur die Tetra-Primer ARMS-
PCR. Nach Erstellen eines Ansatzes wurde dieser jedoch nach dem Abzentrifugieren
in PCR-Tubes in Light Cycler® Kapillare pipettiert. Diese wurden anschlieRend mit
einem Stopfen verschlossen. Nach nochmaligem Abzentrifugieren wurden diese
Kapillaren in das Kapillarkarussell des Light Cyclers® gestellt und die gPCR konnte
nach einem bestimmten Protokoll (Tabelle 24) gestartet werden. Auch bei dieser PCR
basierten Methode wurde eine Wasserprobe als Negativkontrolle immer mituntersucht
(Tabelle 23).

Tabelle 23: Light Cycler Ansatz

Reagenz ‘ Menge

RNase freies Wasser 4,8 pl
MgCl2 0,6 pl
IPT 0,2 ul
IPC 1,0 pl
OP1 0,2 ul
OoP2 0,2 ul
10x Fast Start DNA Master | 1 pl
SYBR® Green |

DNA 50 ng/pl 2yl
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Tabelle 24: gPCR Protokoll

Schritte

1. 95 °C Startschmelze 15 min

2. 95 °C Denaturierung 15 s

3. 60 °C Annealing

4. 72 °C Elongation

Wiederholung der Schritte 2.-4. 48 Mal

Mithilfe der Schmelzkurvenanalyse, die das unterschiedliche Schmelzverhalten
unterschiedlich groRer PCR-Produkte ausnutzt, ist eine direkte Zuordnung des
Genotyps auch moglich. Dabei spiegeln Peaks in der Schmelzkurvenanalyse die
modglichen PCR-Produkte wieder (Abbildung 7). In der vorliegenden Arbeit wurden die
Genotype jedoch wie nach der Tetra-Primer ARMS-PCR im Anschluss an die qPCR
mittels Agarosegelelektrophorese ermittelt. Das Vorgehen war wie in Kapitel 2.9
beschrieben. Im Unterschied dazu mussten die Ansatze aus den Light Cycler
Kapillaren in Eppendorf Cups Uberfuhrt werden und anschliel3end noch 1 pl eines 10x
Ladepuffers hinzugefugt werden.
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Abbildung 7: Das abgeleitete Hochauflosungsschmelzkurvendiagramm erlaubt die
Darstellung der Genotype der Wildtyp-, der heterozygoten und der mutierten
homozygoten Proben (nach https://www.jax.org/news-and-insights/jax-
blog/2015/september/hold-the-agarose-advanced-pcr-methods-for-genotyping-mice,
abgerufen am 22.08.2019)

2.12 Statistische Auswertung

Die experimentell ermittelten Genotype wurden in Microsoft Excel Ubertragen.

Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse zu dem SNP rs72924108 wurden
Microsoft Excel, die Webseite des Instituts fur Humangenetik der Technischen

Universitat Minchen (https://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.pl), die die DeFinetti Software
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nutzt und die Webseite SISA (http://www.quantitativeskills.com/sisa/index.htm) zur
Durchfuhrung des Fisher’s Exact Tests eingesetzt.

Grundlage der statistischen Auswertung waren die Nullhypothese HO und die
Alternativhypothese H1. Die erste geht von einer Unabhangigkeit zweier Merkmale
aus (z.B. Allele des SNPs und ein Karzinom, Allele des SNPs und klinisch-
pathologische Merkmale). Unterschiede in der Allelverteilung zwischen der Kontroll-
und Karzinomgruppe wurden demnach zufallig entstehen.

Die Alternativhypothese H1 hingegen besagt, dass die zwei Merkmale voneinander
abhangig sind und Unterschiede statistisch signifikant seien. Zur Uberprifung der
Nullhypothese bzw. der Unabhangigkeit der Merkmale wurden verschiedene Tests,
die im Abschnitt 2.13.3 genauer erlautert werden, durchgefuhrt. Es wurde ein
Signifikanzniveau o von 0,05 festgelegt, bei p-Werten zwischen 0,05 und 0,1 sprach
man von einem Trend. Das heil3t, dass die Nullhypothese HO bei p-Werten <0,05 mit
einer Irrtumswahrscheinlichkeit <5% zugunsten der Alternativhypothese H1 verworfen

wurde.

2.12.1 Assoziationsstudien

Mithilfe von Assoziationsstudien kann untersucht werden, ob bestimmte Allele mit
Phanotypen (z.B. Erkrankungen, ER-negative oder schlecht differenzierte Karzinome)
verbunden sind. Dies soll am Beispiel der vorliegenden Arbeit erklart werden. Es wurde
uberpruft, ob der interessierende SNP im Zusammenhang mit einem Karzinom steht.
Dazu wurden die Allel-, Genotypfrequenzen und die Allelpositivitat der Kontroll- und
der Karzinomgruppen ermittelt und die Verteilung dieser innerhalb der zwei Gruppen
betrachtet. Die Nullhypothese HO besagt, dass kein Unterschied in der Verteilung
vorliegt, also, dass der SNP und das Karzinom unabhangig voneinander auftreten.
Kommt jedoch z.B. ein Allel des SNPs innerhalb der erkrankten Gruppe signifikant
haufiger vor, wird die Alternativhypothese H1 angenommen. Der SNP und das
Karzinom sind voneinander abhangig.

Im Hinblick auf die klinisch-pathologischen Merkmale sind Assoziationsstudien ebenso
moglich. In diesem Fall wird jedoch die Abhangigkeit des SNPs beispielsweise mit dem

Grading eines Karzinoms untersucht.
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2.12.2 Das Hardy-Weinberg-Equilibrium

Mit dem Hardy-Weinberg-Equilibrium (HWE) ist eine Berechnung der
Genotyphaufigkeiten in einer Population mdglich. Die oben genannte Software
uberpruft die erhobenen Ergebnisse auf eine mogliche Abweichung vom HWE und
erlaubt somit eine Aussage daruber, ob die errechneten Haufigkeiten mit den
erhobenen Haufigkeiten vereinbar sind. Da ein Signifikanzniveau o von 0,05 gewahlt
wurde, sprach ein p-Wert <0,05 fur eine signifikante Verletzung des HWEs bei einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von <5%.

2.12.3 Chi?-Test und Fisher’s Exact Test

Der Chi2-Test und Fisher’s Exact Test sind beide Tests, die die Unabhangigkeit zweier
Merkmale voneinander Uberprifen. Zunachst zum Chi?-Test: Ein Beispiel aus der
vorliegenden Arbeit ware ein Allel als Exposition und der Krankheitsstatus als Ereignis.
Um die Informationen darzustellen, wird eine Vierfeldertafel verwendet (Tabelle 25).

Tabelle 25: Vierfeldertafel zur Veranschaulichung der beobachteten Haufigkeiten
(126)

Exposition NEW O 02
Exposition NI O3 O4

01+03 02,+04

Die Buchstaben O1.4 geben dabei die jeweiligen beobachteten Haufigkeiten an. Wenn
man davon ausgeht, dass die zwei Merkmale voneinander unabhangig sind, musste
der Anteil an Karzinompatientinnen mit einem Allel genauso hoch sein wie der an
Kontrollpatientinnen mit diesem Allel. So kommt man zu einer zweiten

Kontingenztabelle, die die erwarteten Ergebnisse (E1-E4) angibt (Tabelle 26).
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Tabelle 26: Vierfeldertafel zur Veranschaulichung der zu erwartenden Haufigkeiten
(126)

Exposition NEW E E>
Exposition NC Es Es

Eq+E3 Ex+E4

Unsere Nullhypothese besagt also, dass der Krankheitsstatus (Kontrolle oder
Karzinom) oder das klinisch-pathologische Merkmal (z.B. Grading 1 und 2 im Vergleich
zum Grading 3) von dem Allel unabhangig ist. Um dies zu Uberprufen vergleichen wir
die Werte der ersten mit der zweiten Tabelle und stellen fest, dass diese sich entweder
sehr ahnlich sind oder sich stark unterscheiden. Dazu fiihren wir den Chi?-Test durch:

X2=y (0i—Ei)?
Ei |’

Dabei ist O die beobachtete Haufigkeit und E die erwartete Haufigkeit. Der Buchstabe

i kann Werte 1 bis n annehmen, wenn n die Anzahl an Zellen in der Kontingenztabelle
ist. Mit dem Wissen, dass in dieser Arbeit ein Signifikanzniveau von p <0,05 gewahlt
wurde und eine 2x2 Kontingenztabelle vorliegt, ist der Chi>-Wert=3,841. Ist der Wert
X? >3,841, kdnnen wir davon ausgehen, dass eine Abhangigkeit vorliegt. Das heift,
die Nullhypothese wird verworfen und die Alternativhypothese, namlich, dass eine
Abhangigkeit besteht, angenommen (126).

Der Fisher’s Exact Test wird auch zur Uberpriifung der Abhéngigkeit zweier Merkmale
verwendet. Dieser Test ist jedoch genauer und vor allem bei kleineren Zahlen
empfohlen (127).

2.12.4 Odds Ratio und Konfidenzintervall 95%

AuRerdem wurde die Odds Ratio (OR), also das Quotenverhaltnis, berechnet. Diese
gibt die Chance an, dass ein Zusammenhang zwischen einer Exposition und einem
Ereignis besteht. Um dies genauer zu erklaren ist es hilfreich eine Vierfeldertafel zu
zeichnen (Tabelle 27).
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Tabelle 27: Vierfeldertafel zur Berechnung der OR (128)

Exposition NEW a b
Exposition NI C d

In diesem Fall wird die OR wie folgt berechnet:
OR=alc / b/d=ad/bc
Es wird also das Verhaltnis aus zwei Quoten berechnet: die, bei denen ein Ereignis

eingetreten ist und die ohne Ereignis.
Die OR lasst uns also eine Aussage dartiber machen, wie hoch die Chance ist, dass
eine Exposition zu einem Ereignis fuhrt, indem sie die Chance, dass dieses Ereignis
unter einer bestimmten Exposition auftritt mit der vergleicht, dass diese ohne diese
Exposition auftritt. Je nachdem ob die Werte groR3er, gleich oder kleiner eins sind, kann
die OR unterschiedlich interpretiert werden:

e OR>1 Exposition fuhrt zu einer hdheren Chance flir das Ereignis

e OR=1 Exposition ist nicht mit dem Ereignis assoziiert

e OR<1 Exposition fuhrt zu einer niedrigeren Chance fir das Ereignis

Dieses Mal} ist fur Fall-Kontroll-Studien, wie in dieser Arbeit, geeignet.

Das Konfidenzintervall 95% (Cl 95%) wiederum gibt die Genauigkeit der OR an: bei
einem grolRen Intervall ist die OR ungenauer, bei einem kleinen Intervall kann man von
einer genaueren OR ausgehen (128).
In der vorliegenden Arbeit wird statt einer Exposition ein Allel als Risikofaktor
betrachtet. Um im Bereich der Genotypfrequenz die OR fiir den heterozygoten
Genotyp CT und den selteneren homozygoten Genotyp CC anzugeben, wurde der
haufigere homozygote Genotyp — in diesem Fall der Genotyp TT — als Vergleich
benutzt.
Diese werden dann wie folgt berechnet:
e ORfurden Genotyp CT: ad/bc mit a=Anzahl an Karzinomen mit heterozygotem
Genotyp CT, b=Anzahl an Karzinomen mit homozygotem Genotyp TT,
c=Anzahl an Kontrollen mit homozygotem Genotyp CT, d=Anzahl an Kontrollen

mit homozygotem Genotyp TT
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e OR fur den Genotyp CC: ad/bc mit a=Anzahl an Karzinomen mit homozygotem
Genotyp CC, b=Anzahl an Karzinomen mit homozygotem Genotyp TT,
c=Anzahl an Kontrollen mit homozygotem Genotyp CC, d=Anzahl an
Karzinomen mit homozygotem Genotyp TT

Die OR fir den Genotyp TT ist dann der Kehrwert der OR des Genotyps CC.
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3. Ergebnisse

In diesem Teil der Arbeit werden die Ergebnisse zu den Assoziationsstudien zur
besseren Darstellung in Tabellen bzw. Diagrammen aufgefuhrt. In den Tabellen sind
jeweils die absoluten Haufigkeiten sowie in Klammern die relativen Haufigkeiten in
Prozent angegeben.

1101 der untersuchten Proben konnten in die vier Subgruppen, die in dieser Arbeit von
Interesse waren, eingeteilt werden. Die Verteilung der Patientinnen auf die

Subgruppen wird in Tabelle 28 dargestellt.

Tabelle 28: Verteilung der Patientinnen auf die Subgruppen

Subgruppe Patientinnenanzahl n

Kontrollgruppe 419
Mammakarzinomgruppe 373
Ovarialkarzinomgruppe 133
Endometriumkarzinomgruppe 176
Gesamt 1101

3.1Ergebnisse zur Kontrollgruppe

Bei der Genotypisierung der Kontrollgruppe konnte die folgende Genotypverteilung
festgestellt werden (Tabelle 29). Mit diesen Ergebnissen wurden in dieser SNP Studie
die Daten der jeweiligen Karzinomgruppe verglichen. Hinsichtlich des HWE wies die
Kontrollgruppe keine Abweichung auf (p=0,856). Nach Ausschluss aller Patientinnen
ohne Altersangabe ergab sich die Tabelle 30.

Tabelle 29: Genotypverteilung der Kontrollgruppe

Genotyp Patientinnenanzahl n

CT 192
TT 171
CC 56
Gesamt 419
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Tabelle 30: Genotypverteilung der Kontrollgruppe nach Ausschluss aller Patientinnen

ohne Altersangabe

Genotyp Patientinnenanzahl n

CT 173
TT 158
CC 49
Gesamt 380

3.2Ergebnisse zum Mammakarzinom

Zuerst wurde die Gruppe der Patientinnen, bei denen ein Mammakarzinom
diagnostiziert wurde, untersucht. Nach der Genotypisierung der
Mammakarzinomgruppe konnte die folgende Verteilung der Genotype festgestellt
werden (Tabelle 31). Diese wich nicht vom HWE ab (p=0,435).

Tabelle 31: Genotypverteilung der Mammakarzinomgruppe

Genotyp Patientinnenanzahl n

CT 169
TT 169
CC 35
Gesamt 373

3.2.1 Assoziation des SNPs rs72924108 mit dem Mammakarzinom

Beim Vergleich der Kontrollgruppe mit der Gruppe der Mammakarzinome konnten
bezlglich einer Assoziation mit dem SNP rs72924108 zwei Trends festgestellt werden
(Tabelle 32). Bei der Untersuchung der Allelfrequenz fiel auf, dass das C-Allel bei der
Kontrollgruppe (36,3%) haufiger vorkam als bei der Karzinomgruppe (32,0%)
(OR=0,828; ClI 95%=0,672-1,020). Dagegen war der Anteil an
Mammakarzinompatientinnen mit einem T-Allel grolRer (68,0%) als der der
Kontrollgruppe (63,7%) (p-Wert Chi?-Test=0,076; p-Wert Fisher's Exact-Test=0,080;
OR=1,208; Cl 95%=0,980-1,488). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die
Karzinomgruppe tendenziell eine Positivitat fir das T-Allel aufwies (p-Wert Chi?-
Test=0,079; p-Wert Fisher's Exact-Test=0,094; OR=1,490; Cl 95%=0,952-2,331). Bei
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dieser Gruppe lag tendenziell haufiger (90,6%) ein TT- oder CT-Genotyp vor als bei
der Kontrollgruppe (86,6%).

Tabelle 32: Assoziation des SNPs rs72924108 mit dem Mammakarzinom

‘ Allelfrequenz Genotypfrequenz Allelpositivitat
Kontroll- T C CT TT CC TT+CT CC+CT
gruppe 534 304 192 171 56 363 248

Erhobene (63,7%) (36,3%) | (45,8%) (40,8%) (13,4%) | (86,6%) : (59,2%)
Werte
Karzinom- | T C CT TT CC TT+CT CC+CT
gruppe 507 239 169 169 35 338 204

Erhobene (68,0%) (32,0%) | (45,3%) (45,3%) (9,4%) | (90,6%)  (54,6%)
Werte

OR 1,208 0,828 | CT: 0,891 1,490 0,832
TT: 1,581
CC: 0,632

Cl 95% 0,980- 0,672- |CT:0,662-1,198 0,952-  0,628-

1,488 1,020 | TT:0,986-2,537 2,331 1,103

CC: 0,394-1,015

P-Wert 0,076 0,160 0,079 0,202

Chi?-Test

P-Wert 0,080 0,158 0,094 0,222

Fisher’'s

Exact Test
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Abbildung 8: Allelfrequenzen der Kontroll- und Mammakarzinomgruppe
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Abbildung 9: Genotypfrequenzen der Kontroll- und Mammakarzinomgruppe
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Abbildung 10: Allelpositivitaten der Kontroll- und Mammakarzinomgruppe
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3.2.2 Assoziation des SNPs rs72924108 mit dem Mammakarzinom nach
Alterskorrektur

Um das durchschnittliche Alter der Kontrollgruppe an die der Karzinomgruppe (ca. 60
Jahre alt) anzupassen, wurde eine Alterskorrektur durchgefuhrt. Dies gelang, indem
ausschlieBlich Patientinnen mit einem Alter >46 Jahre in die Kontrollgruppe
eingeschlossen wurden. Nach der Alterskorrektur lagen keine signifikanten
Ergebnisse vor (Tabelle 33). Weder die Mammakarzinomgruppe (p=0,601), noch die
Kontrollgruppe (p=0,812) wich nach Alterskorrektur vom HWE ab.

Tabelle 33: Assoziation des SNPs rs72924108 mit dem Mammakarzinom nach

Alterskorrektur
Allelfrequenz ‘ Genotypfrequenz Allelpositivitat
Kontroll- T C CT TT CC TT+CT CC+CT
gruppe 303 171 111 96 30 207 141

Erhobene (63,9%) (36,1%) | (46,8%) (40,5%) (12,7%) | (87,3%) (59,5%)
Werte
Karzinom- T C CT TT CC TT+CT CC+CT
gruppe 487 231 161 163 35 324 196

Erhobene (67,8%) (32,2%) | (44,8%) (45,4%) (9,7%) | (90,3%) (54,6%)
Werte

OR 0,840 1,190 | CT: 0,854 1,342 0,819
TT:1,455
CC: 0,687

Cl 95% 0,658- 0,932- | CT:0,602-1,211 0,799- 0,587-

1,073 1,519 | TT:0,841-2,520 2,252 1,141

CC: 0,397-1,190

P-Wert 0,163 0,364 0,265 0,238

Chi?- Test

P-Wert 0,169 0,361 0,284 0,272

Fisher’'s

Exact Test
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Abbildung 11: Allelfrequenzen der Kontroll- und Mammakarzinomgruppe nach
Alterskorrektur
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Abbildung 12: Genotypfrequenzen der Kontroll- und Mammakarzinomgruppe nach
Alterskorrektur
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Abbildung 13: Allelpositivitaten der Kontroll- und Mammakarzinomgruppe nach
Alterskorrektur
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3.2.3 Assoziation des SNPs rs72924108 mit klinisch-pathologischen Merkmalen
des Mammakarzinoms

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob eine Assoziation zwischen dem SNP

rs72924108 und klinisch-pathologischen Merkmalen des Mammakarzinoms vorliegt.

Dabei interessierten die TumorgrofRe, der Nodalstatus und der Differenzierungsgrad,

der Steroidhormonrezeptorstatus (ER und PR) und der Her2-Rezeptorstatus. Tabelle

34 gibt Informationen zu der Verteilung der erhobenen Daten.
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Tabelle 34: Patientinnen der Mammakarzinomgruppe nach Tumorgrof3e, Nodalstatus,

Grading, Hormon- und Her2-Rezeptorstatus

Merkmal Patientinnenanzahl n

TumorgroBe
- s 7
-1 203
- 2 129
- 3 13
- 4 8
- unbekannt 13

Nodalstatus

-0 218
-1 99
- 2 21
- 3 16
- unbekannt 19
Grading
-1 38
- 2 219
- 3 102
- unbekannt 14

Her2-Status

- positiv 49

- negativ 302

- unbekannt 22
ER-Status

- positiv 313

- negativ 47

- unbekannt 13
ER-Status

- positiv 281

- negativ 77

- unbekannt 15

66



Ergebnisse

3.2.31 Assoziation des SNPs rs72924108 mit der TumorgroRe

Das erste klinisch-pathologische Kriterium des Mammakarzinoms, das bezuglich einer
Assoziation mit dem SNP rs72924108 untersucht wurde, war die Tumorgrol3e. Es
wurde in keinem Bereich statistische Signifikanz erreicht (Tabelle 35).

Tabelle 35: Assoziation des SNPs rs72924108 mit der TumorgréfRe (Tis=Carcinoma
in Situ)

Allelfrequenz ‘ Genotypfrequenz Allelpositivitat
Tis+1 T C CT TT CC TT+CT CC+CT
Erhobene 285 135 89 98 23 187 112
Werte (67,9%) (32,1%) | (42,4%)  (46,7%) (11,0%) | (89,0%) : (53,3%)
T2-4 T C CT TT CC TT+CT CC+CT
Erhobene 205 95 73 66 11 139 84
Werte (68,3%) (31,7%) | (48,7%) (44,0%) (7,3%) | (92,7%)  (56,0%)
OR 1,022 0,978 CT: 1,218 1,554 1,114
TT:1,408
CC: 0,710
Cl 95% 0,744- 0,712- | CT:0,785-1,890 0,733- 0,731-
1,405 1,345 TT: 0,643-3,082 3,294 1,697
CC: 0,324-1,554
P-Wert Chi?- | 0,893 0,347 0,247 0,616
Test
P-Wert 0,935 0,359 0,277 0,668
Fisher’s
Exact Test
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Abbildung 14: Allelfrequenzen der Mammakarzinome nach Tumorgrofde
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Abbildung 15: Genotypfrequenzen der Mammakarzinome nach Tumorgrof3e
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Abbildung 16: Allelpositivitaten Mammakarzinome nach Tumorgroe
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3.2.3.2 Assoziation des SNPs rs72924108 mit dem Nodalstatus

Bei der Erhebung der Daten zum Nodalstatus des Mammakrzinoms, konnte folgende
Verteilung der Daten festgestellt werden (Tabelle 36).

Im Bereich der Allelpositivitat wurde ein signifikantes Ergebnis erhoben: Die Gruppe
der Patientinnen, die keine Lymphknotenmetastasen aufwiesen, war haufiger positiv
fur das T-Allel (94,0%) als Patientinnen mit einem positiven Nodalstatus (86,8%) (p-
Wert Chi*-Test=0,019; p-Wert Fisher's Exact-Test=0,021; OR=0,416, Cl 95%=0,197-
0,879). AuRerdem wurde sowohl in der Kategorie der Allel- als auch der
Genotypfrequenz Signifikanz erreicht: Das T-Allel ist bei der nodal-negativen haufiger
(71,6%) als bei der nodal-positiven (64,0%) Gruppe gefunden wurden (OR=0,706; ClI
95%=0,511-0,975). Dagegen kam das C-Allel 6fter bei der positiven (36,0%) als bei
der negativen Gruppe (28,4%) vor (p-Wert Chi*-Test=0,034; p-Wert Fisher's Exact
Test=0,037; OR=1,417; Cl 95%=1,026-1,958). Schliel3lich wies die Gruppe ohne
Lymphknotenmetastasen signifikant haufiger (49,1%) den TT-Genotyp auf, als die
Gruppe mit Metastasen (41,2%). Im Vergleich dazu war der CC-Genotyp bei der
zweiten Gruppe (13,2%) haufiger verteilt bei der ersten Gruppe (6,0%) (p-Wert Chi?-
Test=0,045, p-Wert Fisher’s Exact Test=0,047).
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Tabelle 36: Assoziation des SNPs rs72924108 mit dem Nodalstatus

‘ Allelfrequenz Genotypfrequenz ‘ Allelpositivitat
N-negativ | T C CT TT CC TT+CT | CC+CT
(NO) 312 124 98 107 13 205 111

Erhobene (71,6%) (28,4%) | (45,0%) (49,1%) (6,0%) | (94,0%) (50,9%)
Werte

N-positiv T C CT TT CcC TT+CT CC+CT
(N1-3) 174 98 62 56 18 118 80

Erhobene (64,0%) (36,0%) | (45,6%) (41,2%) (13,2%) | (86,8%)  (58,8%)
Werte

OR 0,706 1,417 CT: 1,209 0,416 1,377
TT: 0,378
CC: 2,646

Cl 95% 0,511-  1,026- CT: 0,768-1,902 0,197-  0,894-

0,975 1,958 TT: 0,173-0,827 0,879 2,122

CC: 1,209-5,790

P-Wert 0,034 0,045 0,019 0,147

Chi?-Test

P-Wert 0,037 0,047 0,021 0,155

Fisher’'s

Exact Test

70



Ergebnisse

80,00%
70,00% iy oA 0%
, (]

60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

36,00% ot
28,40% oc

N-negativ N-positiv

Abbildung 17: Allelfrequenzen der Mammakarzinome nach Nodalstatus

60,00%
49,10% 45,60%

50,00% 45,00%

——  41,20%
40,00% 1
oCT
0,
30,00% OTT
20,00% cc
° 6,00% 13,20%
10,00%
0,00%
N-negativ N-positiv

Abbildung 18: Genotypfrequenzen der Mammakarzinome nach Nodalstatus

100,00%  94.00%
90,00% | | 86,80%

80,00%

70,00%
58,80%

o,
60,00% 50,90% o T-Positivitat
50,00% ]

40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

O C-Positivitat

N-negativ N-positiv
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3.23.3 Assoziation des SNPs rs72924108 mit dem Grading
Als Nachstes war das Grading des Mammakarzinoms von Interesse. Die Unterschiede

in der Verteilung der Daten waren nicht signifikant (Tabelle 37).

Tabelle 37: Assoziation des SNPs rs72924108 mit dem Grading

Allelfrequenz ‘ Genotypfrequenz Allelpositivitat
G1+2 T C CT TT CC TT+CT CC+CT
Erhobene 348 166 118 115 24 233 142
Werte (67,7%) (32,3%) | (45,9%) (44,7%) (9,3%) | (90,7%) (55,3%)
G3 T C CT TT CC TT+CT CC+CT
Erhobene 137 67 45 46 11 91 56
Werte (67,2%) (32,8%) | (44,1%) (45,1%) (10,8%) | (89,2%) (54,9%)
OR 1,025 0,975 CT: 0,953 0,852 0,986
TT:0,873
CC: 1,146
Cl 95% 0,726- 0,690- | CT:0,587-1,548 0,401- 0,622-
1,449 1,378 TT:0,396-1,926 1,811 1,563
CC: 0,519-2,528
P-Wert Chi?- | 0,888 0,900 0,677 0,952
Test
P-Wert 0,930 0,885 0,695 1
Fisher's
Exact Test
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3.234

Im Folgenden wurde verglichen, ob die Verteilung der Allel- und Genotypfrequenzen

Assoziation des SNPs rs72924108 mit dem Her2-Rezeptorstatus

sowie die Allelpositivitdat vom Her2-Status des Mammakarzinoms abhangig ist. Die
Ergebnisse waren nicht signifikant (Tabelle 38).

Tabelle 38: Assoziation des SNPs rs72924108 mit dem Her2-Rezeptorstatus

Allelfrequenz ‘ Genotypfrequenz Allelpositivitat
Her2-positiv | T C CT TT CC TT+CT CC+CT
Erhobene 68 30 18 25 6 43 24
Werte (69,4%) (30,6%) | (36,7%) (51,0%) (12,2%) | (87,8%) (49,0%)
Her2- T C CT TT CC TT+CT CC+CT
negativ 411 193 141 135 26 276 167
Erhobene (68,0%) (32,0%) | (46,7%) (44,7%) (8,6%) | (91,4%) (55,3%)
Werte
OR 0,940 1,064 CT: 1,451 1,481 1,289
TT: 1,246
CC: 0,802
Cl 95% 0,592- 0,670- | CT:0,757-2,779 0,576- 0,704-
1,492 1,690 TT: 0,465-3,337 3,807 2,358
CC: 0,300-2,149
P-Wert Chi?- | 0,791 0,386 0,412 0,410
Test
P-Wert 0,816 0,346 0,422 0,442
Fisher's
Exact Test
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3.2.3.5 Assoziation des SNPs rs72924108 mit dem Hormonrezeptorstatus
SchlieBlich wurde Uberpruft, ob sich die Verteilung der Allel- und Genotypfrequenzen
sowie der Allelpositivitat je nach Hormonrezeptorstatus unterschied. Dabei waren
sowohl der ER als auch der PR des Mammakarzinoms von Bedeutung. Bei diesen
Merkmalen konnten ebenso keine signifikanten Ergebnisse festgestellt werden
(Tabellen 39 und 40).

Tabelle 39: Assoziation des SNPs rs72924108 mit dem ER-Status

Allelfrequenz Genotypfrequenz Allelpositivitat
ER-positiv | T C CT TT CC TT+CT | CC+CT
Erhobene | 427 199 143 142 28 285 171
Werte (68,2%) (31,8%) | (45,7%) (45,4%) (8,9%) |(91,1%) (54,6%)
ER- T C CT TT CC TT+CT | CC+CT
negativ 65 29 19 23 5 42 24
Erhobene | (69,1%) (30,9%) | (40,4%) (48,9%) (10,6%) | (89,4%) (51,1%)
Werte

OR 1,045 0,957 CT: 0,820 0,825 0,867
TT: 0,907
CC: 1,102

Cl 95% 0,654- 0,599- | CT:0,428-1,572 0,302-  0,469-

1,669 1,530 TT: 0,318-2,588 2,255 1,601

CC: 0,386-3,146

P-Wert 0,855 0,782 0,708 0,647

Chi?-Test

P-Wert 0,906 0,735 0,785 0,754

Fisher’'s

Exact Test
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Abbildung 27: Genotypfrequenzen der Mammakarzinome nach ER-Status
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77



Ergebnisse

Tabelle 40: Assoziation des SNPs rs72924108 mit dem PR-Status

‘ Allelfrequenz ‘ Genotypfrequenz Allelpositivitat
PR-positiv | T C CT TT CC TT+CT CC+CT
Erhobene 388 174 128 130 23 258 151
Werte (69,0%)  (31,0%) | (45,6%) : (46,3%) (8,2%) | (91,8%)  (53,7%)
PR-negativ | T C CT TT CC TT+CT CC+CT
Erhobene 102 52 34 34 9 68 43
Werte (66,2%)  (33,8%) | (44,2%)  (44,2%) (11,7%) | (88,3%) (55,8%)
OR 0,880 1,137 CT: 1,016 0,674 1,089
TT: 0,668
CC: 1,496
Cl 95% 0,602- | 0,778- | CT:0,595-1,733 0,298- 0,656-
1,285 1,660 TT:0,283-1,577 1,523 1,808
CC: 0,634-3,529
P-Wert Chi?- | 0,507 0,633 0,340 0,742
Test
P-Wert 0,557 0,619 0,368 0,699
Fisher’s
Exact Test
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3.3Ergebnisse zum Ovarialkarzinom

Bei der zweiten Gruppe, die untersucht wurde, handelte es sich um Patientinnen, bei
denen ein Ovarialkarzinom diagnostiziert wurde. Bei dieser Karzinomgruppe ergab
sich folgende Genotypverteilung (Tabelle 41). Auch bei dieser Gruppe konnte keine
Abweichung vom HWE festgestellt werden (p=0,363).

Tabelle 41: Genotypverteilung bei der Ovarialkarzinomgruppe

Genotyp Patientinnenanzahl n

CT 69
TT 45
cC 19
Gesamt 133

3.3.1 Assoziation des SNPs rs72924108 mit dem Ovarialkarzinom
Als die Kontrollgruppe mit der Gruppe der Ovarialkarzinomen verglichen wurde,
konnte kein signifikantes Ergebnis bezuglich der Verteilung der Allel- und

Genotypfrequenz sowie der Allelpositivtat festgestellt werden (Tabelle 42).
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Tabelle 42: Assoziation des SNPs rs72924108 mit dem Ovarialkarzinom

Allelfrequenz

Genotypfrequenz

Allelpositivitat

Kontroll- | T C CT TT CC TT+CT CC+CT
gruppe 534 304 192 171 56 363 248
Erhobene | (63,7%) (36,3%) | (45,8%) (40,8%) (13,4%) | (86,6%) (59,2%)
Werte
Karzinom- | T C CT TT CC TT+CT CC+CT
gruppe 159 107 69 45 19 114 88
Erhobene | (59,8%) (40,2%) | (51,9%) (33,8%) (14,3%) | (85,7%) (66,2%)
Werte
OR 0,846 1,182 CT: 1,366 0,926 1,348
TT: 0,776
CC: 1,289
Cl 95% 0,638- 0,891- | CT:0,890-2,096 0,528- | 0,896-
1,122 1,568 TT: 0,419-1,435 1,623 2,029
CC: 0,697-2,385
P-Wert 0,246 0,350 0,787 0,151
Chi?-Test
P-Wert 0,245 0,344 0,773 0,155
Fisher’'s
Exact Test
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3.3.2 Assoziation des SNPs rs72924108 mit dem Ovarialkarzinom nach
Alterskorrektur

Bei der Ovarialkarzinomgruppe wurde ebenso eine Alterskorrektur durchgefihrt,
indem ausschliel3lich Patientinnen mit einem Alter von mindestens 45 Jahren in die
Kontrollgruppe aufgenommen wurden. Dadurch konnte das durchschnittliche Alter an
das der Ovarialkarzinomgruppe angepasst werden (ca. 59 Jahre). Nach dieser
Alterskorrektur konnten keine signifikanten Ergebnisse festgestellt werden (Tabelle
43). Ebenso fiel durch diese MalRnahme keine Abweichung vom HWE weder der
Ovarialkarzinomgruppe (p=0,332) noch der Kontrollgruppe (p=0,513) auf.

Tabelle 43: Assoziation des SNPs rs72924108 mit dem Ovarialkarzinom nach
Alterskorrektur

Allelfrequenz Genotypfrequenz Allelpositivitat
Kontroll- | T C CT TT CC TT+CT | CC+CT
gruppe 337 191 117 110 37 227 154

Erhobene | (63,8%) (36,2%) | (44,3%) (41,7%) (14,0%) | (86,0%) (58,3%)
Werte
Karzinom- | T C CT TT CC TT+CT CC+CT
gruppe 157 107 69 44 19 113 88

Erhobene | (59,5%) (40,5%) | (52,3%) (33,3%) (14,4%) | (85,6%) (66,7%)
Werte

OR 0,832 1,202 CT: 1,474 0,969 1,429
TT: 0,779
CC: 1,284

Cl 95% 0,614- 0,888- | CT:0,932-2,333 0,533-  0,923-

1,126 1,628 TT: 0,405-1,499 1,762 2,211

CC: 0,667-2,470

P-Wert 0,233 0,251 0,919 0,109

Chi?-Test

P-Wert 0,244 0,255 1 0,102

Fisher’'s

Exact Test
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3.3.3 Assoziation des SNPs rs72924108 mit dem Grading

Auch bei den Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom stellte sich die Frage, ob das
Grading als wichtiges klinisch-pathologisches Merkmal mit dem SNP rs72924108 im
Zusammenhang steht. Tabelle 44 gibt Informationen Uber die Datenverteilung.

Tabelle 44: Grading der Ovarialkarzinomgruppe

Grading Patientinnenanzahl n

G1 18
G2 44
G3 58
G unbekannt 13

Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Grading des
Ovarialkarzinoms und dem SNP rs72924108 festgestellt werden (Tabelle 45).
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Tabelle 45: Assoziation SNPs rs72924108 mit dem Grading

‘ Allelfrequenz Genotypfrequenz Allelpositivitat
G1+2 T C CT TT CC TT+CT CC+CT
Erhobene 75 49 31 22 9 53 40
Werte (60,5%) (39,5%) | (50%)  (35,5%) (14,5%) | (85,5%)  (64,5%)
G3 T C CT TT CC TT+CT CC+CT
Erhobene 71 45 31 20 7 51 38
Werte (61,2%) (38,8%) | (53,4%) (34,5%) (12,1%) | (87,9%)  (65,5%)
OR 1,031 0,970 CT: 1,100 1,237 1,045
TT: 1,169
CC: 0,856
Cl 95% 0,614- 0,577- | CT:0,502-2,409 0,429- 0,493-
1,732 1,630 TT:0,367-3,723 3,571 2,214
CC: 0,269-2,725
P-Wert Chi?- | 0,909 0,899 0,694 0,909
Test
P-Wert 1 0,905 0,791 1
Fisher's
Exact Test
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3.4Ergebnisse zum Endometriumkarzinom

Als letzte Karzinomgruppe wurden Patientinnen mit einem Endometriumkarzinom
betrachtet. Dabei kam es zu folgender Genotypverteilung (Tabelle 46). Im Hinblick auf
das HWE lag keine Abweichung vor (p=0,096).

Tabelle 46: Genotypverteilung bei der Endometriumkarzinomgruppe

Genotyp Patientinnenanzahl n

CT 68
TT 84
cC 24
Gesamt 176

3.4.1 Assoziation des SNPs rs72924108 mit dem Endometriumkarzinom

Beim Vergleich mit der Kontrollgruppe konnte keine signifikante Assoziation bezlglich
der Verteilung der Allel- und Genotypfrequenz sowie der Allelpositivitat gezeigt werden
(Tabelle 47).
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Tabelle 47: Assoziation des SNPs rs72924108 mit dem Endometriumkarzinom

Allelfrequenz Genotypfrequenz Allelpositivitat

Kontroll- T C CT TT CC TT+CT CC+CT
gruppe 534 304 192 171 56 363 248

Erhobene (63,7%) (36,3%) | (45,8%) (40,8%)  (13,4%) | (86,6%) (59,2%)
Werte
Karzinom- T C CT TT CC TT+CT CC+CT
gruppe 236 116 68 84 24 152 92

Erhobene (67,0%) (33,0%) | (38,6%) (47,7%) (13,6%) | (86,4%) (52,3%)
Werte

OR 1,158 0,863 | CT: 0,721 0,977 0,755
TT: 1,146
CC: 0,872

Cl 95% 0,890- 0,664- | CT:0,493-1,055 0,584-  0,530-

1,507 1,123 | TT: 0,665-1,976 1,634 1,076

CC: 0,506-1,504

P-Wert 0,274 0,240 0,929 0,120

Chi?-Test

P-Wert 0,288 0,240 1 0,124

Fisher’'s

Exact Test
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60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

45,80%

40,80%

Kontrollgruppe

13,40%

38,60%

47,70%

13,60%

Karzinomgruppe

oCT
oTT
CcC
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3.4.2 Assoziation des SNPs rs72924108 mit dem Endometriumkarzinom nach
Alterskorrektur
Da das durchschnittliche Alter der Patientinnen der Karzinomgruppe (63 Jahre)
deutlich groRer war als das der Kontrollgruppe, wurde das durchschnittliche Alter der
Kontrollgruppe angepasst, indem ausschliellich Patientinnen, die alter als 50 Jahre
alt waren, in die Gruppe aufgenommen wurden. Nach Alterskorrektur kam es nicht zu
einem signifikanten Ergebnis (Tabelle 48). Es konnte weder bei der Kontroll- (p=0,949)
noch bei der Endomteriumkarzinomgruppe (p=0,127) eine Abweichung vom HWE

festgestellt werden.

Tabelle 48: Assoziation des SNPs rs72924108 mit dem Endometriumkarzinom nach

Alterskorrektur
Allelfrequenz Genotypfrequenz Allelpositivitat
Kontroll- T C CT TT CC TT+CT CC+CT
gruppe 246 138 88 79 25 167 113

Erhobene (64,1%) (35,9%) | (45,8%) (41,1%)  (13,0%) | (87,0%) (58,9%)
Werte
Karzinom- T C CT TT CC TT+CT CC+CT
gruppe 236 114 68 84 23 152 91

Erhobene (67,4%)  (32,6%) | (38,9%)  (48,0%) (13,1%) | (86,9%) (52,0%)
Werte

OR 1,161 0,861 CT: 0,727 0,989 0,757
TT: 1,156
CC: 0,865

Cl 95% 0,855- 0,634- | CT:0,468-1,130 0,539- 0,501-

1,577 1,169 | TT:0,607-2,201 1,816 1,145

CC: 0,454-1,648

P-Wert 0,337 0,365 0,972 0,187

Chi?-Test

P-Wert 0,351 0,363 1 0,207

Fisher’'s

Exact Test
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Abbildung 44: Allelfrequenzen der Kontroll- und Endometriumkarzinomgruppe nach
Alterskorrektur
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Abbildung 45: Genotypfreqeunzen der Kontroll- und Endometriumkarzinomgruppe
nach Alterskorrektur
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Abbildung 46: Allelpositivitaten der Kontroll- und Endometriumkarzinomgruppe nach
Alterskorrektur
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3.4.3 Assoziation des SNPs rs72924108 mit dem Grading
Es wurde wieder untersucht, ob das Grading in Zusammenhang mit einem Allel des
SNP rs72924108 steht. Tabelle 49 zeigt wie die Daten verteilt waren.

Tabelle 49: Grading der Endometriumkarzinomgruppe

Grading Patientinnenanzahl n

G1 40
G2 89
G3 28
G unbekannt 19

Im Hinblick auf das Grading lagen signifikante Ergebnisse vor (Tabelle 50). Es konnte
nachgewiesen werden, dass das T-Allel haufiger bei den gut und mittelgradig
differenzierten (72,9%) Karzinomen als bei den schlecht differenzierten Karzinomen
(50%) vorkommt (OR=0,372; Cl 95%=0,206-0,673). Gegensatzlich verhielt es sich mit
dem C-Allel (27,1% bei den G1 und G2 Karzinomen und 50% bei den G3 Karzinomen,
p-Werte Chi?- und Fisher's Exact-Test=0,001; OR=2,686; Cl 95%=1,487-4,852). Auch
im Bereich der Genotypfrequenz wurden signifikante Ergebnisse festgestellt (p-Wert
Chi?-Test=0,004 und p-Wert Fisher’s Exact-Test=0,002). Zunachst lag der Genotyp TT
bei den Karzinomen mit einem Grading von 1 und 2 (55,8%) haufiger vor als bei denen
mit einem Grading von 3 (10,1%). Die Genotype CT und CC wurden haufiger bei
schlecht differenzierten Karzinomen gefunden (57,1% und 21,4%) als bei den besser
differenzierten Karzinomen (34,1% und 10,1%). In Ubereinstimmung dazu weisen G3
Karzinome haufiger Positivitat fir das C-Allel auf (78,6%) als G1 und G2 Karzinome
(44,2%) (p-Werte Chi?- und Fisher’'s Exact-Test: 0,001; OR: 4,632; Cl 95%: 1,761-
12,184). Dagegen wurde bezlglich der T-Positivitat lediglich ein Trend im Chi?-Test
gefunden: bei den Karzinomen mit einer guten oder mittelgradigen Differenzierung war
haufiger (89,9%) ein CT- oder TT-Genotyp vorhanden als bei der anderen Gruppe
(78,6%) (p-Wert Chi2-Test=0,095; OR=0,411; Cl 95%=0,141-1,197).
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Tabelle 50: Assoziation des SNPs rs72924108 mit dem Grading

Allelfrequenz ‘ Genotypfrequenz Allelpositivitat
G1+2 T C CT TT CC TT+CT CC+CT
Erhobene | 188 70 44 72 13 116 57
Werte (72,9%) (27,1%) | (34,1%) (55,8%) (10,1%) | (89,9%) (44,2%)
G3 T C CT TT CC TT+CT CC+CT
Erhobene | 28 28 16 6 6 22 22
Werte (50,0%) (50,0%) | (57,1%) (21,4%)  (21,4%) | (78,6%) (78,6%)
OR 0,372 2,686 CT: 4,364 0,411 4,632
TT:0,181
CC: 5,538
Cl 95% 0,206- 1,487- | CT:1,589-11,986 0,141- 1,761-
0,673 4,852 TT:0,050-0,647 1,197 12,184
CC: 1,545-10,849
P-Wert 0,001 0,004 0,095 0,001
Chi?-Test
P-Wert 0,001 0,002 0,112 0,001
Fisher's
Exact
Test

9
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Abbildung 47: Allelfrequenzen der Endometriumarzinome nach Grading
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Abbildung 48: Genotypfrequenzen der Endometriumkarzinome nach Grading
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Abbildung 49: Allelpositivitaten der Endometriumkarzinome nach Grading
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4 Diskussion

4.1 Methoden zur Genotypisierung von SNPs

In dieser Arbeit wurden zur Genotypisierung des SNPs rs72924108 unter anderem
zwei PCR basierte Methoden verwendet, hauptsachlich jedoch die Tetra-Primer
ARMS-PCR. Diese Methode ist relativ einfach und kostengunstig in der Anwendung.
Die Entwicklung der Primer ist jedoch aufwendig, weshalb ein Computerprogramm
hierzu entwickelt wurde (125). Unserer Erfahrung nach gelangt man bei einem
Patientenkollektiv mittlerer Gro3e schnell zu Ergebnissen mit der Labormethode. Bis
zu 56 Proben konnten mit der anschlielend in dieser Arbeit verwendeten
Agarosegelelektrophorese auf einmal genotypisiert werden. Ye et al. schlagen jedoch
auch die Kombination der Tetra-Primer ARMS-PCR mit der microplate array diagonal
gel electrophoresis Technik vor, um einen hoheren Umsatz an genotypisierten Proben
zu erreichen (125). Weiterentwicklungen der Tetra-Primer ARMS-PCR lassen die
Genotypisierung mehrerer SNPs auf einmal zu. Als Beispiel soll eine Multiplex Tetra-
Primer ARMS-PCR genannt werden, mit der sechs SNPs in einer chemischen
Reaktion genotypisiert wurden (129). Die Tatsache, dass es in der
Methodenvalidierung zur Genotypisierung eines abweichenden, wenn auch nicht
eindeutigen, Genotyps kam, deutet auf einen Schwachpunkt dieser Arbeit hin. Dies
kann selbstverstandlich einem menschlichen Fehler, wie falsches Pipettieren oder das
Verwechseln einer Probe, verschuldet sein oder ebenso auf eine schlechte Qualitat
der verwendeten DNA hinweisen (130). Allein aus diesem Grund sind weiterfihrende
Arbeiten zu diesem SNP natig.

Die in dieser Arbeit weniger haufig eingesetzte Methode der gPCR mittels LightCycler®
erlaubt im Gegensatz zu der Tetra-Primer ARMS-PCR Technik die Zuordnung der
Genotype in Echtzeit. Ein Verzicht auf die nachfolgende Agarosegelelektrophorese
ware zwar moglich gelesen. Dies wurde jedoch unterlassen, um die Vergleichbarkeit
der Ergebnisse zu gewahrleisten. Die qPCR basierte Methode wird ebenso in der
Forschung durchgefiuhrt. Mit einer allel-spezifischen Variante wurde die Assoziation
von SNPs mit dem polyzystischen Ovariensyndrom untersucht, die sich als schnell,
kostengunstig und effizient erwies (131).

Es existiert dennoch ein breites Spektrum an alternativen Methoden, die die

Genotypisierung von SNPs ermdglichen, als die hier eingesetzten. Diese sind naturlich
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alle mit inren eigenen Vor- und Nachteilen vergesellschaftet. Nennenswerte Beispiele
sind der Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP), bei dem es zum Verdau
mittels eines Restriktionsenzyms kommt. Die Produkte, namlich DNA-Fragmente,
werden dann mithilfe einer Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und anschlieRend
erfolgt mittels Southern Blotting, einem Hybridisierungsverfahren, die Ermittlung der
DNA-Sequenz (132). Sehr fruh schon wurde erkannt, dass der RFLP angewendet
werden kann, um eine Landkarte des menschlichen Genoms zu erstellen (133). Ein
Review kritisiert den RFLP aufgrund des Aufwands und der hohen Kosten (134).

Bei GWAS besteht das Ziel darin SNPs zu identifizieren, die mit einem Merkmal, z.B.
einer Erkrankung, assoziiert sind. Fur diesen Zweck ist eine sehr viel effizientere
Methode notig, da eine sehr groRe Anzahl an SNPs — Hunderte bis Tausende — in sehr
vielen Proben von Interesse ist. Microarrays stellen fur solche GWAS eine Mdglichkeit
dar und es existieren schon viele verschiedene auf dem Markt. Diese sind zwar zur
Genotypisierung grofRer Stichproben geeignet, bringen jedoch auch eigene
Herausforderungen mit sich, vor allem was die PCR angeht (135). Diese werden nicht
nur bereits getestet und liefern auch erfolgversprechende Ergebnisse (136), sondern
kénnen auch in der Medizin Anwendung finden (137). Jedoch ist die Ausfuhrung von
GWAS mit Problemen verbunden, beispielsweise die notige in der Realitat nicht immer
umsetzbare Probenzahl (138).

Die in Rahmen dieser Arbeit genutzte Methode war fur diese SNP Studie ausreichend,
da sie schnell erlernt und kostengunstig ist. Wirde man die Ergebnisse dieser Arbeit
bestatigen wollen, indem man das Patientenkollektiv vergroRert, musste man eventuell
auf eine Methode ausweichen, bei der eine hohere Anzahl an Proben schneller
genotypisiert werden kann. Eine Validierung unserer Ergebnisse durch eine andere
Technik zur SNP-Genotypisierung ist ebenso zu empfehlen.

4.2Bedeutung von ESRRA und dessen Polymorphismen in der Forschung

Auf die Bedeutung von ESRRA allgemein und speziell fur gynakologische
Krebserkrankungen wurde im ersten Kapitel dieser Arbeit schon hingewiesen. Vor
dem Hintergrund, dass Ostrogene bei der Pathophysiologie der untersuchten
Karzinome eine wesentliche Rolle spielen und der ESRRA in das Ostrogensystem
eingreift, wurde ein SNP im Promotor des ESRRA-Gens auf eine Assoziation zum
Mamma-, Ovarial- und Endometriumkarzinom sowie deren klinisch-pathologische

Merkmale untersucht.
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Es existieren zwar schon verschiedenste Forschungsarbeiten zur Bedeutung von
genetischen Variationen des ERas bei gynakologischen Krebserkrankungen, im
Hinblick auf ESRRA besteht jedoch noch erheblicher Forschungsbedarf. In der
Vergangenheit konnten bestimmte Allele in SNPs des ERas als Risikoallele
identifiziert werden (139-143). Gynakologische Karzinome stellen jedoch eine sehr
heterogene Gruppe an Erkrankungen dar mit verschiedenen moglichen Phanotypen.
Auch diesen Aspekt berucksichtigten vergangene SNP-Studien und untersuchten, wie
diese Arbeit, ob klinisch-pathologische Merkmale z.B. des Mammakarzinoms auf
SNPs basieren (144—146). Dennoch ist belegt, dass nicht nur genetische Variationen
der Hormonrezeptoren selbst fur eine erhohte Suszeptibilitat fur die Erkrankung
verantwortlich sein konnen, sondern auch solche in Genen, die am
Hormonstoffwechsel beteiligt sind. Dies gilt z.B. fur die Familie der Cytochrom P 450
Enzyme (147,148). Die Frage, welche Auswirkungen SNPs im ESRRA, der an
Ostrogenabhangigen Signalwegen beteiligt ist, haben konnten, ist also durchaus
berechtigt.

Vor dem Hintergrund, dass Promotoren eine regulatorische Funktion haben, wurde der
in der vorliegenden Arbeit untersuchte SNP rs72924108, der im Promotor des ESRAA-
Gens lokalisiert ist, ausgewahlt. Seine Funktionen bzw. molekulare Auswirkungen auf
den Rezeptor sind aktuell noch wunklar und muissen in weiterfUhrenden
Untersuchungen genau beleuchtet werden. Jedoch gibt es in der Literatur schon einige
Beispiele fur Arbeiten, die signifikante Zusammenhange mit SNPs in den
Promotorenregionen von Genen und gynakologischen Karzinomen herstellen konnten
(149-151) .

Andere Arbeiten zu diesem SNP lagen zum Zeitpunkt der Recherche nicht vor. Jedoch
wurden andere Polymorphismen im ESRRA untersucht. Ein in der Literatur
wiederkehrender SNP des ESRRA liegt ebenso im Promotorbereich des Gens und
beinhaltet einen ERRE. Der beschriebene Polymorphismus wurde in der NCBI SNP
Datenbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) als rs3217060 gekennzeichnet und
beeinflusst Uber komplexe Mechanismen die peroxisome proliferator-activated
receptor gamma coactivator 1-alpha induzierte Expression von ESRRA (152). Im
Rahmen einer SNP Assoziationsstudie wurde nachfolgend Uberpruft, ob eine
statistisch signifikante Assoziation zwischen Osteoporose und dem Polymorphismus
vorliegt. Dies konnte einerseits bestatigt werden (153), andererseits widerlegte eine

andere Studie dieselbe Hypothese (154).
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Im Rahmen der Recherche konnte eine weitere Arbeit gefunden werden, dessen
Fokus Intron SNPs im ESRRA waren. Es wurde untersucht, ob diese Tag SNPs
zusammen mit anderen im Mitofusin-2 Gen mit Diabetes Mellitus 2 in Zusammenhang
stehen. Eine Assoziation mit den SNPs im ESRRA konnte nicht gefunden werden. Die
Autoren konnten jedoch zeigen, dass Interaktionen zwischen den SNPs im Mitofusin-
2 und ESRRA mdglich sind (155).

Schlieldlich liegt eine Arbeit vor, die einen SNP im Gen des ESRRAs und seine
Suszeptibilitat fur ein gynakologisches Karzinom untersuchte (156). Diese soll jedoch
im Zusammenhang mit den Ergebnissen zum Ovarialkarzinom naher diskutiert
werden.

Nachfolgend werden die Ergebnisse je nach Tumorentitat erortert.

4.3 Mammakarzinom

4.3.1 Der SNP rs72924108 als Risikofaktor fir das Mammakarzinom

Nach Genotypisierung konnte keine signifikante Assoziation zwischen dem SNP
rs72924108 und der Mammakarzinomgruppe gezeigt werden. Dennoch zeigte sich
bezuglich der Allelfrequenz und -positivitat, dass das T-Allel und die T-Positivitat
tendenziell haufiger bei der Karzinom- als bei der Kontrollgruppe vorkommen.
Gegensatzlich verhielt es sich mit dem C-Allel bezlglich der Allelfrequenz. Es ist
anzuraten, diese Trends in weiteren Studien mit gro3eren Stichproben zu Uberprafen.
Um ein Selektionsbias zu vermeiden, wurde eine Alterskorrektur durchgefuhrt, die die
eben genannten Tendenzen nicht bestatigen konnte. Allerdings konnte diese
MalRnahme nicht vollstandig angewendet werden, da bei 39 Patientinnen der
Kontrollgruppe und 14 Patientinnen der Karzinomgruppe Angaben zum Alter fehlten.
In der Literatur existieren noch keine anderen Studien zu diesem SNP bzw. ob seine
Allele wohl Risikofaktoren fur die Entwicklung eines Mammakarzinoms darstellen. Eine
direkte Gegenuberstellung der Ergebnisse ist also nicht moglich. Dennoch wird wie
bereits im ersten Kapitel beschrieben die Rolle des ESRRAs, z.B. als negativer
Prognosefaktor und als mogliches Ziel einer Therapie beim Mammakarzinom oft
thematisiert (90,95,96). Die Studienlage bestatigt, dass der Rezeptor sowohl an ER-
abhangigen Signalwegen in Mammakarzinomen beteiligt ist und diese beeinflussen
kann, als auch, dass der ESRRA unabhangig von Ostrogen in diesen Karzinomen
agieren kann (89,93). Es ist sicher, dass der Rezeptor eine entscheidende Rolle bei
der Entstehung des Mammakarzinoms spielt. Ob dies durch einen SNP
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moglicherweise verursacht wird, ist noch wungeklart und muss in weiteren

Forschungsarbeiten Uberpruft werden.

4.3.2 Der SNP rs72924108 in Verbindung mit klinisch-pathologischen
Merkmalen des Mammakarzinoms

Im Anschluss wurde eine Statistik zur Assoziation des SNPs rs72924108 mit klinisch-
pathologischen Merkmalen des Mammakarzinoms erstellt, wobei nur die Einteilung
anhand des Nodalstatus signifikante Ergebnisse lieferte. In allen Bereichen bis auf die
C-Positivitat konnte statistische Signifikanz erreicht werden. Eine Positivitat fur das T-
Allel wurde haufiger bei Patientinnen mit negativem Lymphknotenstatus gefunden. In
Ubereinstimmung dazu sind die Ergebnisse zur Genotypfrequenz: der TT-Genotyp ist
haufiger bei nodal-negativen Patientinnen vorhanden gewesen, der CC-Genotyp
dagegen ofter bei Patientinnen mit positivem Lymphknotenstatus. Schlie3lich waren
die Ergebnisse zur Allelfrequenz ebenso signifikant: in der Gruppe mit positivem
Nodalstatus war haufiger das C-Allel vorhanden, in der mit negativem Status das T-
Allel. Bisher wurden noch keine anderen Assoziationsstudien zu diesem oder anderen
Polymorphismen des ESRRAs und den klinisch-pathologischen Merkmalen dieser
Tumorentitat durchgefuhrt. Allgemein konnte aber im Hinblick auf den
Lymphknotenstatus kein Zusammenhang zwischen der Immunreaktivitat des ESRRAs
und diesem Merkmal festgestellt werden (90). Hinsichtlich anderer Parameter konnte
schon im ersten Kapitel dargelegt werden, dass die Untersuchungen sehr
interessante, wenn auch teils widerspruchliche Ergebnisse und beispielsweise zur
TumorgrofRe und zum Grading keinen Zusammenhang zeigen konnten (90,91).

Bei der Erhebung des Hormonrezeptorstatus soll zunachst der Prozentsatz positiver
Hormonrezeptoren und die Farbintensitat angegeben werden, daraus kdnnen dann
verschiedene Scores gebildet werden. In dieser Arbeit wurde der IRS verwendet, der
Werte von null bis zw6If annehmen kann (19). Ein anderer gebrauchlicher Score ist
der Allred-Score, der eine Skala von null bis acht einnimmt (20). In der vorliegenden
Arbeit wurden Karzinome schon ab einem IRS >0 als ER- und PR-positiv gewertet.
Diese Grenze ist mit dem alteren Konsensus vereinbar, die besagt, dass eine
antihormonelle Therapie bis auf wenige Ausnahmen bei jeder immunhistochemischen
Reaktion indiziert ist (157). Dennoch existiert auch eine Art Grauzone, wenn es um die
Entscheidung zur Therapie von Patientinnen mit einer Reaktion von 1-10% geht. In
diesem Fall ist ndmlich eine individuelle Abwagung notwendig (18). Man kame
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allerdings ebenso nicht zu statistisch signifikanten Ergebnissen, wenn man erst ab
einer IRS >2 von einem positiven Hormonrezeptorstatus ausgehen wurde.

Ob das T-Allel des SNPs rs72924108 tatsachlich vor einer Entwicklung von
Lymphknotenmetastasen schutzt und das C-Allel einen Risikofaktor fur
Lymphknotenmetastasen darstellt, kann nicht anhand dieser Arbeit entschieden
werden. Statistische Signifikanz konnte in fast allen Bereichen erreicht werden,
dennoch ist zu bedenken, dass es bei 19 Patientinnen keine Angabe zu diesem
Kriterium gab und diese somit nicht mit einbezogen wurden. Dies regt zur
Durchfuhrung weiterer Studien mit grof3eren Stichproben und vollstandigen Daten an.
Auch bezlglich der anderen Merkmale gab es eine betrachtliche Anzahl an
Patientinnen, bei denen keine Angaben gemacht werden konnten. Im Bereich der
TumorgrofRe war es bei 13 Patientinnen nicht moglich das Kriterium klar zu definieren,
im Hinblick auf das Grading waren es 14 fehlende Angaben. Als die Klassifikation
anhand der Rezeptoren vorgenommen wurden, fiel auf, dass bei der Bewertung des
Her2-Status zu 22  Patientinnen und bei der Bewertung des
Steroidhormonrezeptorstatus zu 13 (ER) bzw. 15 (PR) Patientinnen keine
Informationen vorhanden waren. Auch diese Tatsache sollte bei der Bewertung der
Daten berlcksichtigt werden, da bei vollstandigen Informationen die Ergebnisse eine
vollig andere Tendenz anzeigen konnen. Anhand der vorliegenden Daten kann also
kein allgemeingultiger Schluss gezogen werden, dass dieser SNP im Promotor des
ESRRA-Gens und seine Allele ein Risikofaktor fur das Mammakarzinom darstellen
und fur das Entstehen bestimmter Phanotypen des Mammakarzinoms verantwortlich
gemacht werden konnen. Hierzu waren weitaus grol3ere Stichproben notwendig.
Jedoch ist die Bedeutung des ESRRAs beim Mammakarzinom wissenschaftlich belegt
und schlie3t nicht aus, dass der untersuchte SNP bzw. andere genetische Variationen
im ESRRA-Gen ebenso bedeutend bzw. dafur verantwortlich sind.

4.4Ovarialkarzinom

4.41 Der SNP rs72924108 als Risikofaktor fur das Ovarialkarzinom

Die zweite maligne Tumorerkrankung, dessen Assoziation zum SNP rs72924108 in
dieser Arbeit untersucht wurde, war das Ovarialkarzinom. Beim Vergleich der
Karzinom- mit der Kontrollgruppe konnten weder Trends noch signifikante Ergebnisse
festgestellt werden. Auch nach einer Alterskorrektur lagen keine statistisch

signifikanten Ergebnisse vor. Es lag zwar zu fast allen Karzinompatientinnen
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Informationen bezuglich des Alters vor, dennoch fehlten wie bereits erwahnt bei einer
groReren Anzahl der Kontrollgruppe Daten dazu. Dies gilt es bei Betrachtung der
Ergebnisse zu beachten. Da bei dieser Studie die Stichprobe der erkrankten Gruppe
(n=133) deutlich kleiner war als die der Kontrollgruppe (n=419), sollte bei weiteren
Untersuchungen zu diesem Thema auf eine grof3ere Stichprobe der Karzinomgruppe
geachtet werden, um statistische Fehler zu vermeiden.

Die aktuelle Literatur erlaubt zwar nicht den direkten Vergleich unserer Ergebnisse, da
der vorliegende SNP noch nicht in Zusammenhang mit dem Ovarialkarzinom
untersucht wurde. Dennoch soll eine Studie, die eine Assoziation zwischen SNPs in
mitochondrial und nuklear kodierten Genen, die an der mitochondrialen Biogenese,
am Steroidhormonstoffwechsel und an der oxidativen Phosphorylierung beteiligt sind,
und dem Ovarialkarzinom untersuchte, erlautert werden. Diese Analysen erfolgten auf
Pathway-, Gen-, und SNP-Ebene. Dabei kam die Arbeitsgruppe zu dem Ergebnis,
dass Gene, die bei der mitochondrialen Biogenese eine Rolle spielen, darunter auch
der ESRRA, mit einem erhdhten Risiko fur dieses Karzinom assoziiert werden konnen.
Ein in dieser Studie untersuchter SNP rs11600990 befand sich in einem Intron des
ESRRAs und war im dominanten Modell mit einem erniedrigten Ovarialkarzinomrisiko
verbunden. Das Patientenkollektiv umfasste jedoch eine, im Vergleich zu dieser Arbeit
deutlich groRere Stichprobe von 3715 Personen, von denen 1815 an einem
Ovarialkarzinom erkrankt waren und 1900 als Kontrolle dienten (156).

44.2 Der SNP rs72924108 in Verbindung mit klinisch-pathologischen
Merkmalen des Ovarialkarzinoms
In der im Anschluss erstellten Statistik zur Untersuchung eines Zusammenhangs
zwischen der Tumordifferenzierung und dem SNP rs72924108 konnten auch keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Auffallig ist, dass der CT-Genotyp in
der Gruppe der G1 und G2 Karzinome genauso oft verteilt ist, wie in der Gruppe der
G3 Karzinome (31 Falle). Auch in der Verteilung der TT- und CC-Genotype sind die
Unterschiede sehr gering (22 und 20 bzw. 9 und 7 Falle). Allerdings muss beachtet
werden, dass bei 13 der 133 Ovarialkarzinompatientinnen keine Angaben zum
Grading gemacht wurde und diese daher nicht in diesen Teil der Studie miteinbezogen
werden konnten. Dies sollte bertcksichtigt werden, da die aktuelle Datenlage besagt,
dass die Expression des ESRRAs mit schlechter differenzierten Karzinomen assoziiert
ist (106). Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass bestimmte Allele von
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Polymorphismen daflir verantwortlich sind. In der Vergangenheit wurden zum FIGO
Stadium des Ovarialkarzinoms im Zusammenhang mit Polymorphismen in anderen
Genen bereits interessante Ergebnisse publiziert. Der AA Genotyp des SNPs
rs3020449 im ERPB wurde beispielsweise mit den FIGO-Stadien Il und IV in
Zusammenhang gebracht, wahrend das G-Allel dieses SNPs haufiger in den Stadien
[l und IV als in den Stadien | und Il vorhanden war (158). Diese Ergebnisse zeigen,
dass in Zukunft bei Assoziationsstudien zu SNPs im ESRRA-Gen das FIGO-Stadium
bei der Klassifikation anhand klinisch-pathologischer Merkmale ebenfalls
aufgenommen werden sollte. Vor allem, wenn man bedenkt, dass die mRNA-
Expression des Rezeptors allgemein mit dem FIGO-Stadium korreliert und zwar in
dem Sinne, dass erhohte mMRNA-Spiegel bei fortgeschrittenen Karzinomen gefunden
werden (106,107).

Auch wenn diese Studie keinen Zusammenhang zwischen dem untersuchten SNP und
dem Ovarialkarzinom und seinen klinisch-pathologischen Merkmalen hervorbringen
konnte, zeigt die Literatur, dass weitere Studien zu diesem Thema ermutigt werden
sollen. Im Vergleich zum Mammakarzinom liegen langst nicht so viele Arbeiten zum
Ovarialkarzinom und dem ESRRA vor. Es ist anzustreben in weiteren Arbeiten, die
genauen pathophysiologischen Zusammenhange des ESRRA mit dem
Ovarialkarzinom darzustellen, um die bisherigen Daten zu untermauern, z.B. das

Potential des ESRRA als neuen Prognosefaktor bei dieser Erkrankung (106,107).

4.5Endometriumkarzinom

4.5.1 Der SNP rs72924108 als Risikofaktor fiir das Endometriumkarzinom
SchlieBlich wurde eine Assoziation zwischen dem SNP rs72924108 und dem
Endometriumkarzinom uberpruft. Als die Genotypverteilung der Kontroll- mit der der
Karzinomgruppe verglichen wurde, konnten weder vor noch nach Alterskorrektur
signifikante Unterschiede festgestellt werden. Dennoch belegt die aktuelle Datenlage,
dass der ESRRA einerseits in  Abhangigkeit des ER-Status in
Endometriumkarzinomzellen unterschiedliche Funktionen aufweist (111,112),
andererseits dass der Rezeptor allgemein als Prognosefaktor fur das
Endometriumkarzinom eine Rolle spielen konnte. Es wurde namlich festgestellt, dass
die Expression des Rezeptors mit dem krankheitsfreiem Uberleben assoziiert ist und

zwar in dem Sinne, dass eine hohe Expression mit einer schlechteren Prognose
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korreliert (115). Es ist alleine durch diese Arbeit nicht auszuschlieRen, dass die
untersuchten Allele eine Rolle dabei spielen. Eine Wiederholung der Studie mit einem
groBeren Kollektiv ist anzuraten, da die StichprobengrofRe der Fallgruppe (n=176)
deutlicher kleiner war im Vergleich zur der der Kontrollgruppe (n=419).

4.5.2 Der SNP rs72924108 in Verbindung mit klinisch-pathologischen
Merkmalen Merkmale des Endometriumkarzinoms
Wie beim Mamma- und Ovarialkarzinom wurden die Patientinnen anhand der
Tumordifferenzierung klassifiziert, um eine Assoziation des SNPs rs72924108 mit
dieser Eigenschaft zu Uberprufen. Dabei konnten in allen Bereichen, auller der C-Allel-
Positivitat, bei der lediglich ein Trend vorlag, statistisch signifikante Ergebnisse
dargelegt werden. Es gab dennoch viele Patientinnen (n=19) ohne Angabe zum
Grading, die deshalb nicht in diesen Aspekt der Studie miteinbezogen werden konnten.
Dies muss beim Betrachten der Ergebnisse berucksichtigt werden. Bei den besser
differenzierten Karzinomen (G1 und G2) lag signifikant haufiger das T-Allel oder der
TT-Genotyp vor. Analog dazu wiesen schlecht differenzierte (G3) Karzinome 6fter das
C-Allel beziehungsweise ein CT- oder CC-Genotyp auf. In Ubereinstimmung dazu
waren die G3-Karzinome signifikant haufiger positiv fur das C-Allel, wahrend die T-
Positivitat tendenziell bei den G1- und G2-Karzinomen vorlag. Zusammenfassend
lasst sich also anhand dieser Ergebnisse das C-Allel als Risikofaktor fur die
Entwicklung schlecht differenzierter Karzinome bezeichnen. Im Vergleich dazu kann
man das T-Allel als Schutz vor der Entstehung eines G3-Karzinoms sehen. Ahnliche
Studien, die einen direkten Vergleich von Ergebnissen zulassen, liegen noch nicht vor.
Zwar kann allgemein dem ESRRA aktuell keine Verbindung zur Tumordifferenzierung
nachgesagt werden (114-116), jedoch haben die Ergebnisse in dieser Arbeit zu
diesem Tumormerkmal einen Wert fur die Forschung und regen zur Durchfuhrung von
Studien mit groReren Stichproben an. Mehr als doppelt so viele Patientinnen mit einem
schlecht differenzierten Karzinom (21,4%) hatten einen CC-Genotyp als Patientinnen
der Vergleichsgruppe (10,1%). Dasselbe Phanomen konnte bei dem TT-Genotyp bei
den G1 und G2-Karzinomen (55,8%) im Vergleich zu den G3-Karzinomen (21,4%)
beobachtet werden. Auch die OR von 5,538 war beeindruckend, welche besagt, dass
die Chance ein G3-Karzinom zu entwickeln bei einem CC-Genotyp uber funf Mal so

hoch ist, wie bei einem TT-Genotyp. Das Cl 95% dieser OR ist dennoch relativ grof3
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gewesen (Cl 95%=1,545-10,849). Ahnlich verhielt es sich mit dem CT-Genotyp
(OR=4,364, Cl 95%=1,589-11,986).

Schlieflich ist es bei kiinftigen Assoziationsstudien erstrebenswert das FIGO-Stadium
und die myometriale Invasionstiefe als weitere Tumormerkmale aufzunehmen und
einen Vergleich der Allel- und Genotypverteilung durchzufuhren, da manche Autoren
von einem Zusammenhang mit dem ESRRA berichten, in der Hinsicht, dass die
Expression des ESRRAs mit fortgeschrittenen Karzinomen und einer tieferen
myometrialen Invasion vergesellschaftet ist (114—116).
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Der ESRRA beeinflusst die ERE-abhangige Transkription in 6strogenabhangigen,
gynakologischen Karzinomen und wird oft als moglicher Prognosefaktor und
Therapiezielpunkt dieser vorgeschlagen (89,91,106,112,115). Um seine Bedeutung
beim Mamma-, Ovarial- und Endometriumkarzinom naher zu charakterisieren,
Uberpriften wir die Assoziation eines SNPs im Promotor des ESRRA-Gens mit diesen
Karzinomen und ihren klinisch-pathologischen Merkmalen.

Das untersuchte Patientenkollektiv umfasste 1101 Patientinnen, von denen 419 der
Kontroll-, 373 der Mammakarzinom-, 133 der Ovarialkarzinom- und 176 der
Endometriumkarzinomgruppe zugewiesen werden konnten. Die Genotypisierung des
SNPs rs72924108 erfolgte zum Groldteil mittels der Tetra-Primer ARMS-PCR. Eine
Zuordnung des Genotyps war nach Agarosegelelektrophorese moglich. Im Anschluss
erfolgte eine statistische Auswertung der Daten, wobei ein Signifikanzniveau von
p<0,05 gewahlt wurden. Die Unabhangigkeit der Charakteristika wurde mit dem Chi?-
und Fisher's-Exact-Test Uberprift. Die OR, das Cl 95% und das HWE wurden auch
angegeben.

Unsere Auswertung lieferte keine statistisch signifikanten Ergebnisse, als wir eine
Assoziation des SNPs rs72924108 mit den drei Tumorentitaten untersuchten. Im
Bereich der Mammakarzinome zeichnete sich zwar eine Tendenz ab, diese muss
jedoch in nachfolgenden Studien Uberprift werden.

Bezlglich des Nodalstatus beim Mammakarzinom konnten wir zeigen, dass das T-
Allel, der TT-Genotyp und ebenso die T-Positivitat signifikant haufiger bei Patientinnen
ohne Lymphknotenmetastasen beobachtet werden, wohingegen das C-Allel und der
CC-Genotyp signifikant haufiger bei Patientinnen mit Lymphknotenmetastasen
vorkommen. Im Hinblick auf das Endometriumkarzinom lagen das T-Allel und der TT-
Genotyp  signifikant  haufiger bei gut und mittelgradig differenzierten
Endometriumkarzinomen vor, wohingegen schlecht differenzierte
Endometriumkarzinome signifikant haufiger mit dem C-Allel, der C-Positivitat, dem CT-
sowie dem CC-Genotyp vergesellschaftet waren. Diese Ergebnisse verdeutlichen,
dass der SNP rs72924108 womoglich ein Risikofaktor fur die Entwicklung bestimmter

Tumormerkmale darstellt.
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Die in dieser Arbeit erarbeiteten Ergebnisse ermutigen dazu, weitere Studien zur Rolle

des ESRRA-Gens in diesen Tumorentitaten durchzufihren.
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