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Glossar und Abkirzungen

AIDS
APC
ARF

AT

BAX

Bcel

BMI
BRCA
BUB
CCD-Kamera
Cdc
CdK
c-erbB-2
CIS
DCIS
DNA
DNS
EGFR
EZM
FAS
GDR
HBV
HCC
HCV
Her-2/neu
HHV
HPV

kB

LCIS
MAD2

acquired immunodeficiency syndrome
anaphase promoting complex
apoptosis-released factor

Ataxia teleangiectatica

B cell leukemia/lymphoma-2 associated X protein
B cell leukemia/lymphoma
body-mass-index

breast cancer gene

budding uninhibited by benzimidazole
charge-coupled-device-Kamera

cell division cycle

cyclin-dependent kinase

cellular avian erythroblastosis homologue B2
carcinoma in situ

Ductales carcinoma in situ
deoxyribonucleic acid
Desoxyribonukleinsaure
Epidermal-Growth-Factor-Rezeptor
Extrazellulare Matrix
fibroblast-associated

German Democratic Republic
Hepatitis-B-Virus

Hepatozellulares Karzinom
Hepatitis-C-Virus

human epidermal growth factor receptor
Humanes Herpesvirus

Humane Papillomviren

Kilobase

lobuléres carcinoma in situ

mitotic arrest defective



MMAC1 mutated in multiple advanced cancers 1

MMP Matrix-Metallo-Proteinasen

NSW New South Wales

OR Odds Ratio

PCR Polymerasekettenreaktion

PDGFR platelet-derived growth factor receptor

pRB Retinoblastomaprotein

pTEN phosphatase and tensin homolog deleted on chromo
some

ras rat sarcoma

RET rearranged transforming, Protoonkogen

RNA ribonucleic acid

RR Relatives Risiko

SEER Surveillance Epidemiology and End Results

SNPs single nucleotide polymorphism

SPSS standardised mortality for breast cancer in different
countries

src-TK sarcoma tyrosinkinase

TNF Tumornekrosefaktor

TIMPs tissue inhibitors of metalloproteinases

TNM Tumor, Nodes, Metastasen

TP 53 Tumor Protein 53

u.a unter anderem

USA United States of Amerika

UK United Kingdom

WHI women’s health initiative

WHO world health organisation

z. T. zum Teil
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Zusammenfassung

Einleitung: Brustkrebs als haufigste maligne Tumorerkrankung der Frau, ist
multifaktoriell bedingt. Einer der wichtigsten Prozesse in der Karzinogenese sowie
im Tumorwachstum stellt die Fahigkeit der Gewebeinfiltration dar. Diese wiederum
wird entscheidend von Matrix-Metallo-Proteinasen (MMP) beinflusst. Zwischen der
Aggressivitat eines Tumors und seiner Expression an MMPs besteht eine positive
Korrelation. Einige Mitglieder dieser MMP-Familie sind bei Mammakarzinomen in
hohem Ausmal} Uberexprimiert. Zu ihnen gehort auch die interstitielle Kollagenase
(MMP-1). Genetische Polymorphismen in den MMP Genen spielen eine wichtige
Rolle fur die MMP Expression. Ziel dieser Studie ist es daher einen
Genpolymorphismus im MMP-1 Gen als moglichen Risikofaktor fur Brustkrebs
bzw. als Modulator der Tumorprogredienz zu untersuchen.

Methoden: Zwischen Janner und Juli 2002, wurden 500 pravalente Patientinnen
mit histologisch verifizierten Mammakarzinom an der Klinischen Abteilung flr
Onkologie, der Medizinischen Universitatsklinik Graz in die Studie eingebracht.
Fir jede dieser Patientinnen, ohne synchrone und/oder metachrone maligne
Zweitneoplasie konnte eine gesunde, altersgleiche (£1 Jahr) Probandin aus zwei
populationsbasierten Screeningprogrammen rekrutiert werden. Zur Bestimmung
der MMP Genotypen wurde aus Vollblut genomische DNA isoliert. Die Bereiche
mit den Polymorphismen wurden mittels PCR vervielfaltigt und anschlielRend mit
spezifischen Restriktionsendonukleasen geschnitten. Die Schnittprodukte wurden
auf einem Agarose-Gel aufgetrennt, durch eine CCD-Kamera dokumentiert und
ausgewertet. Die statistische Auswertung erfolgte mittels SPSS.

Ergebnisse: Die Patientinnen waren bei Diagnosestellung im Alter zwischen 28
und 84 Jahren, wobei das Durchschnittsalter 57 + 11 Jahre betrug. Die MMP-1
Genotypen konnten bei den Patientinnen in 499 sowie bei den Kontrollen in 482
Fallen bestimmt werden. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied in
den Verteilungen der einzelnen MMP Genotypen 2G/2G, 1G/2G, 1G/1G zwischen
den Patientinnen (25.3, 51.9, 22.8%) und den Kontrollen (25.1, 50.0, 24.9%, p=
0,738). Auch konnte kein statistisch signifikanter Unterschied in Bezug auf die

Tumorcharakteristika (Tumorgrofle und -grading, primare Lymphknoten-
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beteiligung, Hormonrezeptorexpression und dem Patientenalter bei Erstdiagnose)

sowie in der Metastasierungswahrscheinlichkeit aufgezeigt werden.
Schlussfolgerung: Dieser von uns untersuchte MMP-1 Genpolymorphismus

stellt keinen generellen Risikofaktor fur die Entstehung beziehungsweise

Metastasierung von Brustkrebs dar.
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Abstract

Introduction: The matrix metalloproteinase 1 (MMP-1), also known as interstitial
collagenase is a key-player for carcinogenesis and tumour growth. A gene
polymorphism is associated with differences in MMP-1 activity and has been
linked to cancer susceptibility in some studies. In the present study we evaluated
the role of this polymorphism for breast cancer risk and the risk for metastases.

Methods: MMP-1 genotype (1607 1G/2G) was determined in 500 women with
breast cancer and 500 sex- and age-matched healthy control subjects.

Results: MMP-1 genotype frequencies were similar among patients and
controls. The MMP genotype was furthermore not associated with tumour
characteristics and the risk for metastases.

Conclusion: The MMP-1 gene polymorphism does not appear to influence
breast cancer susceptibility and the risk for metastasizing among breast cancer

patients.



1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Mammakarzinom

1.1.1 Definition

Als Mammakarzinom bezeichnet man einen
malignen epithelialen Tumor des Brustdrisen-
parenchyms. Die maligne Entartung kann
sowohl von den Drisengéngen als auch von

den Lappchen der Brust ausgehen.1

1.1.2 Klassifikation

Mammakarzinome werden laut World Health Organisation (WHO) in 2

histologische Gruppen eingeteilt:

¢ Invasive Karzinome (Tumore, die in das umliegende nicht-neoplastische
Gewebe einwachsen oder einen Gefaleinbruch verursachen)
¢ Nichtinvasive Karzinome, sog. Carcinoma in situ (Lasion infiltriert nicht in

die Umgebung)

Brustkrebs - Driisenlappen

(widchst in Umgebung hinein)

(bleibt innerhalb der Grenze des Driisenldppchens)

Abb. 1 Mammakarzinomklassifikation

Katharina Hirschmann
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1 Einleitung

Weiters kénnen diese in ductale und lobulére Karzinome eingeteilt werden.*®

Lobulares
Carcinoma
in situ (LCIS)

Duktales
Carcinoma
in situ (DCIS)

Abb. 2 Nichtinvasive Karzinome

Histologische Einteilung der Mammakarzinome

Typ Haufigkeit
invasive Karzinome 80-85%

e invasiv-duktal >70%

e invasiv-lobular 10%

e Sonderformen <5%

u.a. tubular, muzinds, szirrhos, medullar

nicht invasive Karzinome (CIS) 15-20%
e duktal ca. 95% aller CIS
e lobular ca. 5% aller CIS

CIS = Carcinoma in situ

Tab. 1 Histologische Einteilung der Mammakarzinome

Katharina Hirschmann
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1 Einleitung

1.1.3 Lokalisation

Der groRte Teil der Mammakarzinome (50%) ent-
steht im &uReren oberen Quadranten, 20% im
Mamillenbereich und 10% findet man in den restlichen

Quadranten.’

Abb. 3 Lokalisationshaufigkeit

114 Epidemiologie

1.1.41 Pravalenz

Das Mammakarzinom ist weltweit mit 23% aller Karzinome die haufigste
maligne Tumorerkrankung der Frau, wobei es einen Unterschied zwischen der
westlichen Welt und den Entwicklungslandern gibt, zugunsten der letzteren.®®

In den sogenannten ,more developed countries” erkrankt ca. jede 9. Frau im
Laufe ihres Lebes an diesem Tumor.” Am haufigsten entwickeln sich Mamma-

karzinome im 5. und 6. Lebensjahrzehnt.”

1.1.4.2 Inzidenz und Mortalitat

Die Neuerkrankungsrate pro Jahr des Mammakarzinoms liegt bei 70-80 pro
100000 Frauen." In den Industrieldndern ist das Mammakarzinom bei Frauen die
haufigste Todesursache aller malignen Erkrankungen. Die groRte alters-
standardisierte Inzidenz ist 99,4 pro 100,000 in Nordamerika, die niedrigste
Inzidenz ist in Zentralafrika mit 16,5 pro 100,000. 2002 werden geschatzt 1.15
Millionen neue Falle diagnostiziert, davon 361.000 in Europa (27.3% der Krebs-
erkrankungen bei Frauen) und 230.000 in Nordamerika (31,3%).°

Obwohl die Inzidenz seit 1983 steigt, ist die Mortalitat ricklaufig, was auf das
haufigere Screeningverfahren zurtckgefuhrt wird, das in der Fruhdiagnostik eine
wichtige Rolle spielt.”” (Abb.4) Das Mammakarzinom ist die haufigste Todes-

ursache bei Frauen zwischen 40 und 55 Jahren."

Katharina Hirschmann



1 Einleitung

Bosartige Neubildungen der weiblichen Brust im Zeitverlauf
altersstandardisierte Haten auf 100.000 Personen

(WHO-Weltbevdlkerung, 2001)

Inzidenz Maortalitat
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Abb. 4 Bosartige Neubildungen der weiblichen Brust im Zeitverlauf

Den Vorteil nicht an einem Mammakarzinom zu erkranken scheinen Frauen in

Sludeuropa zu haben, da hier die Inzidenz- und Mortalitatsraten deutlich geringer

sind als in Nordeuropa. Studien haben gezeigt, dass Auswanderer von Japan

nach Hawaii, die Brustkrebsrate des Gastlandes innerhalb von 1 oder 2

Generationen annehmen und somit Umweltfaktoren eine gréRere Rolle spielen als

genetische.'? Interessanterweise ist die Inzidenz in Japan sehr niedrig, trotz des

hohen Industrialisierungsgrades.™

Katharina Hirschmann
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1 Einleitung

1.1.5

Atiologie und Risikofaktoren

So wie bei vielen anderen Karzinomen ist die Entstehung vom Mamma-

karzinom multifaktoriell, endogene und exogene Faktoren erhéhen das Risiko.

14,15

Es gibt eine Reihe von Einflussfaktoren, die die Entstehung eines Mamma-

karzinoms begunstigen und somit die Wahrscheinlichkeit erh6hen. Man kann sie

in allgemeine und determinierende Risikofaktoren einteilen.

Established and probable risk factors for breast cancer

Factor
Age
Geographical location

Age at menarche
Age at menopause

Age at first full pregnancy
Family history

Previous benign disease
Cancer in other breast
Socioeconomic group
Diet
Body weight:

e Premenopausal

e postmenopausal
Alcohol consumption

Exposure to ionising radiation

Taking exogenous hormones:

e Oral contraceptives
e Hormone
therapy

Diethylstilbestrol

Tab. 2 Mammakarzinomrisikofaktoren

replacement

RR
>10

0.7

1.3
3

1.24
1.35

High risk group
Elderly
Developed country

Menarche before age 11
Menopause after age 54

First child in early 40s

Breast cancer in first degree relative
when young

Atypical hyperplasia

Groups | and I
High intake of saturated fat

Body mass index >35

Body mass index >35

Excessive intake

Abnormal exposure in young females
after age 10

Current use
Use for 210 years

Use during pregnancy

Katharina Hirschmann
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1 Einleitung

1.1.5.1 Hoheres Lebensalter

Das Alter ist der Hauptrisikofaktor fiir die Mammakarzinomentstehung.® Die
Inzidenz der Erkrankung steigt kontinuierlich vom 29. bis circa 50. Lebensjahr;
nach der Menopause nimmt sie in den USA und Nordeuropa weiter bis zum 75.

Lebensjahr zu, wahrend es in Japan nach dem 45. Lebensjahr zu einer

langsamen Abnahme der Inzidenz kommt."

Mit zunehmendem Alter steigt auch die Neuerkrankungsrate an und verdoppelt

sich in etwa alle 10 Jahre bis zur Menopause.
30

20

10

% of all patients

25 35 45 55 65 75 85
age (years)

Abb. 6 Prozentualer Anteil aller Todesfalle von Brustkrebspatientinnen

1.1.5.2 GroRe
Kleine Frauen haben eine geringere Wahrscheinlichkeit an Brustkrebs zu
erkranken als Frauen mit einer Grof3e >1,67m, weil die KorpergrofRe und rasches

Wachstum parallel mit dem Eintreten der Menarche einhergehen.’

1.1.5.3 Ethnische und peristatische Faktoren

Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass weile Frauen Nordamerikas,
Nord- und Mitteleuropas ca. 5Smal haufiger ein Mammakarzinom bekommen, als in

Sldamerika und Asien. Angehdrige hoherer sozialer Schichten erkranken haufiger

als Mitglieder aus der drmeren Bevélkerung.’

Katharina Hirschmann
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1 Einleitung

1.1.5.4 Westliche Lebensweise

1.1.5.4.1 Adipositas und hoher Body-Mass-Index

Es besteht ein grolRer Zusammenhang zwischen Gewicht und Brustkrebsrisiko,
das vom Alter der Frau abhangig ist. Fur 50-jahrige Frauen ist das Risiko nur
minimal, hingegen haben Frauen Uber 60 Jahre, bei einer Gewichtszunahme von
10kg eine 80%-ige Steigerung des Brustkrebsrisikos.'®

In einer prospektiven Studie von Calle et al. an tGber 900.000 Mannern und
Frauen wurde der Einfluss von Kérpergewicht und Krebsinzidenz analysiert."” Es
stellte sich fir das Mammakarzinom heraus, dass es mit steigendem BMI, zu
einem signifikanten Anstieg von Inzidenz und Mortalitat kommt.

Gewichtszunahme steigert das Risiko eines postmenopausalen Mamma-
karzinoms.'® Das relative Risiko von Ubergewicht vor allem in der Postmenopause
betragt 1,2."° Es wurde berechnet, dass circa 10-16% aller Mammakarzinome bei
postmenopausalen Frauen auf Adipositas und Gewichtszunahme zuruckzufihren

sind.?°

1.1.5.4.2 Alkoholkonsum

Viele Studien beschreiben eine positive Korrelation zwischen Alkoholkonsum
und Brustkrebsrisiko.?" # Es besteht ein linearer Anstieg der Mammakarzinom-
inzidenz, abhangig von der tiglich konsumierten Alkoholmenge.? Die Risiko-

erhdhung von nur moderatem Alkoholkonsum konnte nachgewiesen werden.?* %

Eine groRe Metaanalyse beschrieb ein relatives Risiko von 1,1 bei einem
Getrank pro Tag, ein relatives Risiko von 1,2 bei 2 Getranken und ein relatives
Risiko von 1,4 bei 3 Getranken pro Tag.? Zusétzliche Daten von prospektiven
Studien bestatigen diesen Anstieg.”® Der Effekt von Alkoholkonsum, der eine
Erhohung des Ostrogenspiegels verursacht?’, kann durch Einnahme von Folsaure

vermindert werden.?®

Weiters konnte gezeigt werden, dass postmenopausale Frauen, die einen

héheren Alkoholkonsum und einen Mangel an Folsaure haben, das Risiko fur die

Entwicklung Ostrogen-Rezeptor-negativer Tumoren gesteigert ist.>

Katharina Hirschmann



1 Einleitung

In mehreren Studien konnte nachgewiesen werden, dass Alkohol entweder
indirekt Einfluss auf die Karzinomentstehung nehmen kann, durch seinen ersten
Metaboliten Acetaldehyd, ein bekanntes Karzinogen und Mutagen, oder er kann

ein Tumorpromoter sein, der zu gesteigerter prokarzinogener Aktivitat fiihrt.?

Es wird geschatzt, dass circa 2% aller Mammakarzinome in den USA®' und bis

zu 15% in Italien®® auf Alkoholkonsum zuriickzufiihren sind.

Es scheint weiters einen Zusammenhang zu geben, zwischen Brustkrebsrisiko
und Erndhrung. Man nimmt an, dass das Brustkrebsrisiko steigt, bei Mangel an

Friichten und Gemiise.?? 32

1.1.5.5 Familidre Dispositon und genetische Faktoren

Bei 10% der Mammakarzinome in den westlichen Landern liegt eine genetische
Pradisposition vor.” > 34 Es wurden, wie bei vielen anderen Tumoren auch, bei
Brustkrebs Dysfunktionen und Mutationen von Onkogenen und Tumorsuppressor-
genen gefunden, die zu einem Teil an der Entstehung der Mammakarzinome
beteiligt sind. Von den Onkogenen ist die Amplifikation des HER-2/neu
(Synonyme: c-erbB-2, p185) und des Epidermal-Growth-Factor-Rezeptor-Gens
(EGFR; Synonym: erbB-1) und von den Tumorsuppressorgenen Mutationen von
p53, BRCA-1, BRCA-2, AT (Ataxia teleangiectatica) und pTEN/MMAC1
relevant.”” ® % Allerdings lasst sich der GroRteil der hereditaren Mamma-
karzinome durch die vererbten Mutationen im BRCA-1 und BRCA-2 Gen
erklaren.®” Die Mutationen in einem oder beiden dieser Gene sind auch fiir weitere
Tumorerkrankungen verantwortlich wie z.B. flir das Prostatakarzinom, das maligne

Melanom und das Pankreaskarzinom.°

BRCA-1 und BRCA-2 sind zwei Brustkrebsgene, die auf dem langen Arm von
Chromosom 17 und 13 lokalisiert sind, auf die 50% der genetisch pra-
determinierten Brustkrebsfalle zuriickgehen.'? Die Mutationen erstrecken sich bei
beiden Uiber das gesamte Gen.*' Bei Existenz einer BRCA-1 Mutation, steigt die

Wabhrscheinlichkeit, bis zum 70. Lebensjahr einen Brustkrebs zu entwickeln, von

Katharina Hirschmann



1 Einleitung

7,3% (Normalbevélkerung) auf circa 87% (BRCA-1-Mutationstrégerinnen).*? Es
wird geschatzt, dass eine von 800 Frauen BRCA-1-Mutation-Tragerin ist.*> Frauen
mit einer Mutation im BRCA-1 Gen haben auch eine hohere Wahrscheinlichkeit
vor dem 50. Lebensjahr einen Brustkrebs zu entwickeln.** Das BRCA-1 Gen
wurde von Miki*® 1994 identifiziert und das BRCA-2 Gen 1995 von Wooster*®. Sie
sind Tumorsuppressorgene, die fur Stabilitdt und Reparatur der DNS mit-
verantwortlich sind.*’ Findet eine Mutation im BRCA-1 und BRCA-2 Gen statt,
fuhrt das zu fehlerhaften Reparaturvorgangen von DNA-Doppelstrangbrichen, die
beispielsweise durch ionisierende Strahlen hervor-gerufen werden.*® Frauen mit
BRCA-1 und BRCA-2 Keimbahnmutationen haben ein deutlich héheres Risiko an
Brust- und Ovarialkrebs zu erkranken, verglichen mit der Normalbevélkerung.*? *°
Hartmann et al.’" untersuchten die Wirksamkeit der bilateralen prophylaktischen
Mastektomie in einer retrospektiven Kohortenstudie mit 639 Mittel- bis Hochrisiko
Frauen, die eine bilaterale prophylaktische Mastektomie in der Mayo Klinik
zwischen 1960 und 1993 erhalten haben. Daten dieser Studie ergaben einen
Vorteil der prophylaktischen Mastektomie, da sie mit einer 90%igen Reduktion von
Brustkrebsinzidenz und —mortalitdt einhergeht. Im Nachhinein konnte nach-

gewiesen werden, dass 18 Frauen BRCA-1/-2 Mutationstragerinnen waren.?

Das Li-Fraumeni Syndrom ist eine seltene Erkrankung, bei dem Kinder anfallig
fur Gehirntumore und Nebennierenkarzinome sind. Dieses Syndrom ist assoziiert
mit dem hohen Risiko einer Entstehung eines Mammakarzinoms bei jungen
Frauen.>® Keimbahnmutationen im Tumorsuppressorgen p53 wurde bei Patienten
mit Li-Fraumeni Syndrom entdeckt.>**® In einer Studie von Coles et al. konnte
nachgewiesen werden, dass bei 40% der Mammatumore eine p53 Mutation

vorliegt.”

1.1.5.6 Strahlenexposition

Die Einwirkung von ionisierender Strahlung auf die Brustdrise ist ein bekannter

Risikofaktor.% ¢

Es konnte nachgewiesen werden, dass strahlenexponierte Frauen, wie z.B.

durch haufige Durchleuchtungen bei Lungentuberkulose oder nach den
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Atombombenabwiurfen auf Hiroshima, signifikant haufiger an einem Mamma-

karzinom erkrankten.’

In Studien an der Bevolkerung, die die Atombombenexplosionen von Hiroshima
und Nagasaki Uberlebt haben, konnte gezeigt werden, dass sich bei der Strahlen-
belastung die Beziehung zwischen Alter und Risiko invers verhalt. Weiters ist das

Risiko dosisabhéngig und neigt dazu, mit der Zeit stufenweise abzunehmen.®’

Ein besonders hohes Risiko haben Frauen, die vor dem 15. Lebensjahr

aufgrund eines Hodgkin Lymphoms bestrahlt werden.®® >

1.1.5.7 Hormonelle Faktoren

Die Korrelation zwischen Ostrogenen und Brustkrebs ist schon lange bekannt.
Ostrogene beglinstigen das Wachstum und die Progression von Tumorzellen in
vitro. Frauen, die einer langeren Ostrogenexposition ausgesetzt sind, wie z.B.
durch frihere Menarche und spatere Menopause, haben ein erhdhtes
Brustkrebsrisiko.?°

Man unterscheidet exogene und endogene Hormone.

1.1.5.7.1 Endogene Hormone

Epidemiologische Studien haben eine Zahl von Brustkrebsrisikofaktoren
kenntlich gemacht, die durch einen héheren endogenen Ostrogenspiegel zustande
kommen.®"®® Zu diesen Faktoren, die das Krebsrisiko erhéhen, zahlen z. B. frithe

Menarche, Nullipara, spate Erstgebérende und spate Menopause.®* ¢

Adipositas®® und postmenopausale Hormontherapie,®® bei postmenopausalen

Frauen haben beide eine positive Korrelation mit den Plasmadstrogen- und

-dstradiolspiegeln.®® ©7
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1.1.5.7.1.1 Zeitpunkt Menarche / Menopause

Das frilhe Einsetzen der 1. Regelblutung®® vor dem 12. Lebensjahr und die
letzte Menstruation nach dem 55. Lebensjahr ist dafiir verantwortlich, dass durch
die langere Dauer der natiirlichen Ostrogenproduktion®® "° das Krebsrisiko auf das
1,3 bis 2-fache ansteigt.12 Das relative Risiko einer Frau, die mit 45 Jahren in die
Menopause kommt, hat das halbe Risiko fur die Entstehung eines Brustkrebs

verglichen mit einer Frau, die ihre Menopause erst mit 55 Jahren bekommt.”

Der frihe Beginn der Menarche ist assoziiert mit einem gesteigerten Brust-
krebsrisiko von 10-20%.? Das Risiko fiir die Mammakarzinomentstehung sinkt mit

jedem Jahr verspitet eintretender Menarche um 20%.">

1.1.5.7.1.2 Nullipara / spate Erstgebarende

Beides erhoht die Inzidenz von Brustkrebs. Nullipara haben ein ca. 1,4-fach
hoheres relatives Risiko.”* Eine 30-jahrige Erstgebarende hat ein 2mal so hohes
Risiko als eine 20-jahrige Erstgebarende. Das grofite Risiko hat eine Frau, die ihr

erstes Kind nach dem 35. Lebensjahr auf die Welt bringt."?

Da die Auswirkung einer Schwangerschaft einen Effekt auf die Differenzierung

der Brustdriisenzelle hat, ist eine frilhe Schwangerschaft protektiv.” "

Ergebnisse von Studien bei Frauen mit BRCA-1 Mutationen empfehlen eine

frihe Oophorektomie zur Verhinderung einer Brustkrebsentstehung.””
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1.1.5.7.2 Exogene Hormone

Die Effekte von exogenen Hormonen, wie Hormonersatztherapie und orale

Kontrazeptiva wurden ausgiebig untersucht.

1.1.5.7.2.1 Hormonersatztherapie

Metaanalysen vom Effekt der Hormonersatztherapie beweisen eine kleine, aber
statistisch signifikante Erhdhung des Risikos.®> ® " Eine Kombination von
Ostrogenen und Gestagenen hat ein statisch signifikantes hoheres Risiko als die
alleinige Einnahme von Ostrogen.®* 8" In der WHI Ostrogen-plus-Progestin-Studie
konnte gezeigt werden, dass das Risiko an einem invasiven Brustkrebs zu
erkranken, unter der Einnahme von Ostrogen und Progestin gesteigert ist. Nach
einem Follow-up von 5 Jahren, zeigte sich bei Frauen, die diese Hormonersatz-
therapie eingenommen hatten, dass sie ein um 24% hdheres Risiko hatten, an

Brustkrebs zu erkranken, verglichen mit der Placebogruppe.®?

Das Risiko wird nach Beendigung der Hormonersatztherapie wieder verringert

und nach 5 Jahren kann es verschwunden sein.®

1.1.5.7.2.2 Kontrazeptiva

Die Einnahme von Kontrazeptiva ist fiir das Brustkrebsrisiko unbedeutend.?* 8
Das relative Risiko liegt, in einer Analyse von 54 Studien bei 1,24.%° In manchen
Studien wird ein kleines Risiko flr Frauen beschrieben, die junger als 35 Jahre
sind und orale Kontrazeptiva einnehmen, abhangig von der Dauer der

Einnahme.®* &
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Ubersicht von hormonvermittelten Brustkrebsrisikofaktoren in der Tabelle 3.%°

Indicator

Sex

Age (yr)

Age at menarche (yr)

Age at birth of first child (yr)

Use of oral contraceptives

Breast feeding (mo)

Parity

Age at oophorectomy (yr)

Age at natural menopause (yr)

Estrogen therapy

Estrogen-progestin therapy
Postmenopausal
body-mass-index

Family history of breast cancer

Serum estradiol concentration

Breast density on
mammaography (%)

Bone density

Tab. 3 Hormonvermittelte Indikatoren des Brustkrebsrisikos

Risk Group
Low High
male female

30-34 | 70-74
>14 <12
<20 >30

never current
>16 0

>5 0
<35 -
<45 >55

never  current

never current
<229 >30.7
no yes

l.g. h.q.

0 >75

l.g. h.q.

RR

150.0
17.0
1.5
1.9-
3.5

1.07-
1.2
1.37
1.4
3.0
2.0
1.2-
1.4
1.4
1.6

2.6
1.8-
5.0
6.0

2.7-
3.5

Reference

Hulka

Madigan et al.

Hulka

Hulka, Leon et al.,
Madigan et al.,
Ramon et al., Lambe

et al.

Hulka, Ursin et al.,

Enger et al.

Hulka, Madigan et al.

Hulka

Hulka

Hulka, Grodstein et
al.

Grodstein et al.
Hulka

Madigan et al.
Toniolo et al.,
Thomas et al.

Boyd et al.

Cauley et al., Zhang

et al.
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1.1.5.8 Atypische Hyperplasie

In einer Studie von London et al.?% konnte nachgewiesen werden, dass Frauen
mit einer atypischen Hyperplasie ein deutlich erhdhtes Risiko flir eine Mamma-

karzinomentwicklung haben.®

1.1.5.9 Brustdichte in der Mammographie

Ebenfalls ein Risikofaktor ist eine hohe Brustdichte in der Mammographie.®*%*

Die Dichte der Brust nimmt mit steigendem Alter, postmenopausalen Status,
gesteigerter Geburtenzahl und sinkendem Koérpergewicht, ab. Es wird an-
genommen, dass die Gewebeveranderungen, die fur die Brustdichte ver-

antwortlich sind, unter hormoneller Kontrolle stehen.> %

Beide Studien von Byrne und Boyd kamen zu dem Ergebnis, dass ungefahr
10% der Frauen mit einer >75% hohen Brustdichte, ein 4-5 mal hoheres Risiko

haben, als Frauen mit keiner erhdhten Brustdichte.%% 97 98

1.1.5.10 Positive Auswirkung

1.1.5.10.1 Stillen

Eine verlangerte Stillzeit soll sich protektiv gegenlber einer Brustkrebs-
entwicklung verhalten.®® Fir alle 12 Monate stillen, sinkt das RR um 4,3%

auRerdem nimmt es um 7% pro Geburt ab.'®

1.1.5.10.2 Kaorperliche Aktivitat

Sport und korperliche Betatigung in der Freizeit oder wahrend der Arbeit
reduzieren das Brustkrebsrisiko.”” ' In zahlreichen Studien konnte gezeigt
werden, dass korperliche Aktivitat einen glnstigen Einfluss auf das Brustkrebs-
risiko hat."® % Dafiir gibt es etliche Griinde wie z.B. eine Abnahme der
Ostrogenproduktion, eine Reduktion des Kdrpergewichts, Optimierung des Lipid-
status, Zunahme der Glukosemetabolisierung durch ,Verlust® der peripheren

Insulinresistenz, Steigerung der Immunitat sind nur ein paar, z.T. direkt mit dem
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Insulinstoffwechsel verknupfte Gesichtspunkte, die in der Mammakarzinom-
entstehung eine relevante Funktion haben konnen und Ausdauersport einen

entscheidenden Einfluss auf diese Faktoren hat.'®

In Folge dessen konnte in etlichen Studien neben einer Abnahme des BMI, eine
Senkung des relativen Risikos bis zu einem Faktor RR=0,53 nachgewiesen

Werden.m’ 105-108

Verschiedene Studien konnten auch die Brustkrebsrisikosenkung durch

gesteigerte korperliche Aktivitat bei postmenopausalen Frauen feststellen.'%'""

1.1.5.11 Rauchen

Viele durchgeflihrte Studien konnten keine relevante Beziehung zwischen

Rauchen und Brustkrebsrisiko feststellen.

Mehrere Studien haben gezeigt, dass Rauchen in jungen Jahren (vor dem 16.
Lebensjahr) das Brustkrebsrisiko um circa 20% erhoht, abhangig von der Dauer
des Zigarettenkonsums.'*"'* Eine groRe Fall-Kontroll-Studie, die 17000 Brust-
krebsfalle inkludiert hat, kam zu dem Ergebnis, dass postmenopausale Frauen,

die vor dem 16. Lebensjahr zu Rauchen begonnen haben, das Risiko gering

erhoht ist.”™

Der Effekt von Passivrauchen wird noch immer diskutiert; manche Autoren

115-117

berichten Uber eine positive Korrelation, wahrend andere keinen Zusammen-

hang finden kénnen.'™* 118
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1.2 Prinzipien der Tumorbiologie

1.2.1 Einfihrung

Die Zellen aller Lebewesen liegen in einem prazise geregelten homdo-
statischen Gleichgewicht von Wachstum (Proliferation), Differenzierung (zellulare
Spezialisierung) und Zelltod (Apoptose bzw. Nekrose). Diese zellularen
Erscheinungsformen basieren auf exakt definierten genetischen Anleitungen, die
das Wachstumsverhalten von Zellen und den prazisen Prozess der Zellteilung
(Zellzyklus) regeln. Solche genetischen Ablaufe werden malfigeblich durch extra-
zellulare Signale beeinflusst, die die Aktivitat der Zelle festlegen. Fehlregulation
der Genaktivitat, durch DNS-Schadigungen (Mutationen), kann zu unkontrollierter
Zellproliferation filhren."® Die Interaktion von genetischen Veranderungen, die die
Zellproliferation aktivieren und die Apoptose unterdrlicken, ist von entscheidender
Relevanz fiir die Entstehung von Tumoren.'®

Die Verhinderung der Apoptose, wodurch das Uberleben DNS-geschadigter
Zellen erhéht wird, tragt zum karzinogenen Prozess bei.'*!

Ausloser jeder Tumorerkrankung sind Veranderungen im Erbmaterial der

primaren Tumorzelle (Mutationen oder Virusinfektionen).'??

Zum Uberwiegenden Teil erfolgen tumoraktivierende Mutationen in Somazellen,

allerdings kénnen auch vererbte genetische Defekte im Genom von Keimzellen

eine erhebliche Pradisposition fiir das Tumorrisiko determinieren.'?® 124
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1.2.1.1 Typen der genetischen Veranderungen

Man kann bei den genetischen Veranderungen von Tumorzellen einige Arten

unterscheiden:'?®

e Punktmutationen (Einzelbasenveranderung)

Normal
"A" andert sich zu "C"

Mutation

Abb. 7 Punktmutation

e Deletion (Verlust grokerer DNS- Abschnitte)

Fehlende Nucleotide

—~v

Mutation

Abb. 8 Deletion
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¢ Insertion (Integration von Fremd-DNS)

Zuséatzliche Nucleotide

an

f

Mutation

Abb. 9 Insertion

¢ Amplifikation (Vermehrung einzelner DNS-Teile)
e Rekombination (chromosomales Rearrangement) oder

e Viraler Befall

Diese genetischen Abanderungen konnen unterschiedliche Auswirkungen auf
die Genaktivitat und Proteinfunktion in einer Zelle haben, z.B. Beschadigung eines
Gens oder kodierten Proteins, Herstellung eines funktionell veranderten Proteins
oder Fehlregulation eines Gens und in Folge dessen Erzeugung einer un-

physiologischen Anzahl des zugehérenden Proteins.'"

1.2.2 Zellproliferation, Zellzyklus und Apoptose

Um das Gleichgewicht von Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose zu
erhalten sind bestimmte Regulationsmechanismen notwendig, die im Zellzyklus
wirksam werden und involvieren zum einen exogene Einflisse (z.B. Wachstums-
faktoren) wie auch endogene Mechanismen (z.B. Zyklin/cdc Proteine, Kontroll-

punktregulatoren)'®
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1.2.2.1 Zellzyklus

1.2.21.1  Zellzyklusphasen

Der Zellzyklus kann in 5 verschiedene Stadien unterteilt werden."®

e G4-Phase
e S-Phase
e Gy-Phase
¢ M-Phase
e (p-Phase
7]
2 &
© Q
= &
s &
et IS 62;
I B <0
K@
— Q\Q_',
Gr 2
oo
e
Telophase
"
||II II
— I (?N
- GO

Abb. 10 Zellzyklus

G1-Phase:

Das ist die Wachstumsphase der Zelle und dient der Vorbereitung der S-
Phase.'?’

S-Phase:
Hier erfolgt die Replikation (Verdopplung) der DNA."?’
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G.,-Phase:

Es finden Kontrollmechanismen statt und die replizierte DNA wird gepruft, bevor

sie in die Mitose (ibergeht.""®

M-Phase:
Hier lauft die Kernteilung ab. Die beiden Tochterzellen verfigen aufgrund

genauer Chromatidenverteilung iiber die gleiche genetische Information.'®
Sie besteht aus:'?’

e Prophase

e Prometaphase
e Metaphase

e Anaphase

e Telophase

o Zytokinese

G,-Phase:
Das ist die sogenannte Ruhephase. Hier befinden sich nicht-proliferierende

Zellen, die somit den Zellzyklus nicht durchlaufen.'®

Wird diese Rhythmusabfolge (S-M), gestort und unterbrochen, werden Zellen
gebildet, die Uber eine veranderte genetische Information verfugen, mit
modifizierten Proliferations- und/oder Apoptoseverhalten bis hin zu tumordsen

Zellen.'?®
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1.2.2.1.2 Kontrolle des Zellzyklus

Das Zellwachstum wird durch extrazellulare Signale gesteuert, die zum einen
aktivierende als auch hemmende Effekte haben kdnnen und gréfRtenteils auf die

G1-Phase einwirken.

Der Zellzyklus lauft unter strikter Kontrolle ab und Kontrollmechanismen sorgen
daflr, dass die Erbinformation gleich, fehlerfrei und ungeschadigt an die Tochter-

zelle weitergegeben wird.

Mutationsbedingte Fehlsteuerung der Wachstumskontrolle und der Apoptose
sind die primaren Ursachen der Tumorentwicklung. Mutationen sind aus diesem
Grunde tumorférdernd, wenn ein erhdhtes Proliferationspotential vorliegt und die
gegensteuernde Wirkung des programmierten Zelltods durch die Apoptose’® 1%

wegfallt.

Die Ubergéange von einer Zellzyklusphase in die nachste wird durch sogenannte
check points (Kontrollpunkte) reguliert.'"® 126. 127,131,132

Man unterscheidet 3 verschiedene Kontrollpunkte:

e G,-Kontrollpunkt am Ubergang von der G,-Phase zur Mitose
e Metaphasekontrollpunkt am Ubergang von der Mitose zur G-Phase
e Gi-Kontrollpunkt am Ubergang von Gi-Phase zur S-Phase

(Restriktionspunkt)'3* 134

t119, 126 und

Diese Kontrollpunkte werden durch Cyclin/CDK-Kinasen uberwach
konnen somit an den Punkten bei Schadigung der DNA den Zellzyklus anhalten.
Zykline sind Proteine und verbinden sich mit der Serin/Threonin Proteinkinase
(cdc)™® zu Komplexen.'®

Es fallen relevante Kontrollsysteme in Tumorzellen aus, die durch unzahlige

Gendefekte und chromosomale Instabilitiaten charakterisiert sind."'?®
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1.2.2.1.3 Reparatur von DNS-Schaden und genetische Stabilitat

Eine wesentliche Rolle spielt hier ein Tumorsuppressor, das p53-Protein, das
bei Schadigungen der DNA oder anderer Arten zellularen Stresses aktiviert wird
und am Gs-Kontrollpunkt einen Zellzyklusblock oder wenn der Schaden fir eine
Reparatur zu groR ist, kann p53 den Zelltod durch Apoptose auslésen.”® p53 ist
bei vielen Karzinomformen mutiert. Aus diesem Grund spielt p53 eine wichtige
Rolle in der Bewahrung der genetischen Stabilitdt und wird deswegen auch

,Wachter des Genoms* genannt.

Ein weitere wichtige Rolle fur die genetische Stabilitat spielt der Metaphase-

t, 137 weil z.B. eine veranderte Zahl von Zentrosomen oft in

Anaphase-Kontrollpunk
Tumorzellen nachgewiesen werden kann, was zu einer Dissegregation der
Chromosomen fiihren kann und damit zur genetischen Instabilitat beitragt.®®
Etliche Proteine, die an diesem Kontrollpunkt mitwirken, wie z.B. BUB-Proteine
oder MAD2,"®* '3 wurden in verschiedenen Tumoren in mutiertem Zustand ge-
funden, was zu chromosomaler Instabilitat fihrt.'*? Diese Proteine und die cyclin-
abhangigen Kinasen kontrollieren die Aktivitat des APC (anaphase promoting

complex).™°

1.2.2.2 Apoptose

Die Apoptose, der programmierte Zelltod,' ™' %2 st ein streng geregelter
naturlicher Vorgang, der durch extrazellulare Signale veranlasst wird. Bei
gesunden Menschen z.B. sterben pro Stunde im Darm oder Knochenmark
Milliarden von Zellen."®” Auch in der Embryonalentwicklung, z.B. bei Entstehung
der Finger oder Zehen und bei der Erneuerung alter Zellen spielt die Apoptose
eine wichtige Rolle. Eine unvollstandige Beseitigung mutierter Zellen bei gestorter
Apoptose, tragt entscheidend zur Tumorentstehung bei."’® Der programmierte
Zelltod ist somit bei normalen Abldufen in der Homdostase von Geweben und
Zellpopulationen, als auch bei pathologischen Ereignissen, wie sie bei
degenerativen Syndromen, Autoimmunerkrankungen, ischamischer Gewebs-

schadigung oder Tumoren vorkommen, von zentraler Bedeutung.” ''°
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Ausloser der Apoptose™ 119143

e Hormonahnliche Faktoren (TNF-o oder FAS-Liganden)

e Zellschadigungen (Toxine, Hypoxie, Radikale, Chemotherapeutika,*
Strahlentherapie)

e Osmotischer Schock

e Oxidativer Stress

e Bestrahlung

e Glucocorticoide

e Entzug von Wachstumsfaktoren

e P53

Die besonderen Kennzeichen der Apoptose sind:

das Schrumpfen der Zelle,

Membranausstulpungen (,membrane blebbing")

die Kondensierung des Chromatins und

die Fragmentierung der DNS.

Am Ende wird die Zelle in einzelne Teile (apoptotic bodies) zerlegt und von

benachbarten Zellen oder Makrophagen im Gewebe phagozytiert.

Die Apoptose findet Uber eine Signalkaskade statt. Zuerst Stimulation
bestimmter Rezeptoren (durch z.B. TNF-a oder CD95-Ligand) und dann
Aktivierung von Caspasen'? (Enzyme, die Proteine spalten), wird der
programmierte Zelltod eingeleitet. Ein wichtiger Apoptoseausloser ist BAX (bcl-2-

Antagonist).
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(Proliferation)

CDamage SentineD
DNA damage

\/ ~ Stress
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ﬁ
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Abb. 11 Aktivierung von wachstumsderegulierenden Lasionen triggern Wachterfunktionen, die,

die Zelle vor Mutationen schiitzen.

1.2.2.2.1 Apoptose und Tumorentstehung

Zu einer pathologisch herabgesetzten Apoptose kommt es, wenn es einen
Uberschuss an antiapoptotisch wirksamen Wachstumsfaktoren gibt."** Bei vielen
Krebsarten liegt eine Uberexpression von Apoptose hemmenden Genen (z. B. bcl-

2) oder Mutationen in den entsprechenden Genen (z.B. p53) vor.
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1.2.3 Onkogene und Tumorsuppressorgene

Grundsatzlich kann man zwei unterschiedliche Arten von genetischen
Veranderungen in menschlichen Tumoren vorfinden.'® Auf der einen Seite
konnen Gene aktiv, durch Mutationen oder Fehlregulation verandert, in der
Onkogenese mitwirken. Diese werden Onkogene genannt. Oder auf der anderen
Seite gibt es Gene, sogenannte Tumorsuppressorgene oder Antionkogene, die
durch Schadigung einer oder beider Allele zur malignen Transformation einer Zelle
beitragen. Ein gemeinsames Kennzeichen aller Tumore ist die Fehlregulation der

Zellproliferation.

1.2.3.1 Onkogene und Protoonkogene

Onkogene sind Gene, die unter gewissen Bedingungen eine nicht-
neoplastische Zelle in einen tumorigenen Phanotyp umwandeln kénnen.'?
Inaktivierte Onkogene, die Teil des normalen Genoms sind, werden als
Protoonkogene bezeichnet und sind die Vorstufen der Onkogene. Aktivierte
Onkogene verursachen Uber eine Kette von Signaliibertragungen eine Stimulation
auf das zellulare Wachstum, weil sie den Zellzyklus stimulieren, die
Differenzierung hemmen oder die Apoptose verhindern, und fuhren daher zur
Bildung von Zellen mit einem tumorigenen Phanotyp. Sie haben einen dominanten
Einfluss, dass heiRt, es genligt die Anderung in einem Allel um eine veranderte
Genexpression auszuldsen. Bei der Umwandlung einer normalen Zelle in eine
Tumorzelle kommt es zu einer Aktivierung von Onkogenen und gleichzeitig

Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen.'?’
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1.2.3.1.1  Funktion der Onkogenprodukte

Man kann die Onkogene funktionell in 4 Gruppen einteilen:
e Wachstumsfaktoren (sis)
e Rezeptoren fur Wachstumsfaktoren (EGFR, c-erbB-2)
e Signalubermittler von der Zellmembran zum Zellkern (RET; src-TK; bcr-
abl; ras-G-Protein)

e Transkriptionsfaktoren

1.2.3.1.1.1 Wachstumsfaktoren

Die typischen Eigenschaften von Wachstumsfaktoren sind:
e Wachstumsfaktoren sind EiweiBmolekile, die als Polypeptide,
Oligopeptide oder Steroide existieren konnen
¢ Die Bindung findet an eigenen Rezeptoren statt
e Durch den Liganden-Rezeptor-Komplex wird ein Signal in der Zelle
ausgelost

e Dieser Komplex wird durch Endozytose in die Zelle eingeschleust

1.2.3.1.1.2 Onkoproteine als Rezeptoren fur Wachstumsfaktoren: EGFR und
c-erbB-2 Onkogen

Wachstumsfaktoren verbinden sich mit dem Rezeptor und aktivieren eine

Signalkaskade, die letztendlich zur Mitose der Zelle flihrt.

Es werden 4 Gruppen von Wachstumsfaktorrezeptoren unterschieden:
e Membranproteine mit Tyrosin-Kinase-Aktivitit (EGFR'®, c-erbB-2,
c-erbB-3, c-erbB-4, PDGFR)
e Membranproteine mit Tyrosin-Kinase-Aktivitat entsprechend Hormon-
rezeptoren (Adrenalin, Glukagon etc.)
¢ Intrazellulare SignalUbermittler (Transducer) entsprechend src- oder ras-
Proteinen

¢ Nukleare Transkriptionsfaktoren
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1.2.3.1.1.21 EGFR:

Es wurde eine vermehrte Anzahl an EGF-Rezeptoren bei vielen menschlichen
Tumoren, wie Mamma-, Bronchial-, Kopf-Hals-Tumoren, Glioblastomen und

kolorektalen Karzinomen gefunden.'"4

Etliche Studien haben bewiesen, dass die Uberexpression des EGFR bei einer
Reihe von Tumoren mit einer schlechten Prognose der Patienten einhergeht'*'%2
Diese Uberexpression ist in autokrin regulierten Karzinom- und Gliomzellen oft mit

einer Expression mutierter EGFR Variationen verbunden.'*'%

EGFRUVIIl ist die haufigste Variation von EGFR, die in einem Normalgewebe nicht
zu finden ist, aber auf etlichen Tumoren exprimiert wird, wie z.B. bei 50% aller
malignen Gliome, weiterhin in Prostatakarzinomen, nicht-kleinzelligen Bronchial-

karzinomen und Ovarialkarzinomen.'%® '°

Es lie® sich ein signifikanter Zusammenhang von EGFR-Expression und
verkirztem Uberleben bzw. verkiirztem rezidivfreien Intervall fir Ovarial- und
Larynxtumoren sowie Lymphknoten-positive Mamma- und Plattenepithel-

karzinome der Lunge feststellen.'" 192 158

1.2.3.1.1.2.2 c-erbB-2 (HER2/neu):

Her2/neu (human epidermal growth factor receptor 2, erb-B2, c-erbB2) zahlt zu
den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren,'® aktiviert die Zellproliferation und
inhibiert die Apoptose.’ '®' Eine Uberexpression des Wachstumsfaktors HER-2

ist haufig mit einem aggressiven Wachstum,'®?

einem geringeren rezidivfreien
Intervall und einer verminderten Gesamtiiberlebenszeit assoziiert.'®®

Carlomagno et al. konnten bei 30% von Lymphknoten-negativen Patientinnen
eine c-erbB-2-Uberexpression feststellen, die direkt mit der TumorgréRe und

indirekt mit der Konzentration des Ostrogenrezeptors zusammenhangt.'®*
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Eine erfolgversprechende Moglichkeit bietet der humanisierte monoklonale
Antikoérper Trastuzumab, der gegen den Oberflachenrezeptor HER2/neu gerichtet
ist und bei circa 20-25% aller Mammakarzinompatientinnen tiberexprimiert ist.'®>
Es wird empfohlen, dass Trastuzumab nur bei Patientinnen mit einer

HER2/neu-Uberexpression im Primartumor verwendet wird."*>"®

1.2.3.2 Tumorsuppressorgene

Eine relevante Vorraussetzung der Tumorentstehung ist auch der Ausfall der
Tumorsuppressorgene, die die geregelte Zellteilung im Zellzyklus kontrollieren.?
Eine Tumorzelle verliert durch einen genetischen Defekt die Tumorsuppressor-
aktivitat, die in einer normalen Zelle vorhanden ist."®® Diese Aktivitat wird als
,Bremse” des Zellzyklus beschrieben.

Da Tumorsuppressorgenmutationen rezessiv sind, reicht ein normales Allel aus,
um die normale Funktion beizubehalten.'® Erst durch eine 2. Mutation im 2. Allel
verliert das Tumorsuppressorgen seine Funktion.

Diese Zweischrittetheorie der Tumorentstehung wurde 1971 von Knudson'”®
anhand des Retinoblastoms beschrieben, das entweder in der familidaren Form
oder der sporadischen Form auftritt. Durch die epidemiologische Studie von

1

Knudson und anschlieRende Zellfusionsstudien'' wurde spater das Retino-

blastomgen entdeckt und die Rolle des p53 Gens erstmalig beschrieben.

1.2.3.2.1 Retinoblastomaprotein pRB

Das Rb-Gen ist auf Chromosom 13 lokalisiert. Das Rb-Protein befindet sich im
Zellkern und hat eine entscheidende Aufgabe in der Regulation der Genaktivitat im
Verlauf des Zellzyklus. pRB wirkt direkt auf Transkriptionsfaktoren, z.B. E2F-
Faktor, und Uberprift somit deren Aktivitat in der Regulation zellzyklusabhangiger

Genexpression.'"2

pRB beeinflusst die zeitliche Ausdehnung der Gi-Phase des Zellzyklus und legt
somit auch den Eintritt in die S-Phase fest. Aus diesem Grund hat das pRB eine
relevante Uberwachungsfunktion tber den Zellzyklus. Dysfunktionen fiihren zu

ungehemmten Zellwachstum und tragt damit zur Tumorentwicklung bei.'™
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1.2.3.2.2 Tumorsuppressorprotein p53

Das p53 Gen befindet sich am kurzen Arm des Chromosoms 17. Der am
haufigsten nachweisbare molekulare Schaden in Tumorzellen ist eine Dysfunktion
des Tumorsuppressorproteins p53."° In bis zu 50% aller humanen Malignome
zeigt sich ein p53-Genlocus-Defekt.'*'"® Keimbahnmutationen sind mit dem
hohen Risikofaktor einer Tumorentstehung verbunden, wie an Beispielen des Li-
Fraumeni-Syndroms oder zahlreicher Gliome demonstriert wurde."””” Das p53-

Protein hat viele Funktionen,'® 178

aber die Hauptaufgabe ist der Einfluss auf das
Proliferationsverhalten von Zellen. Es hat die Fahigkeit, den Zellzyklus in der G1-
Phase anzuhalten, wenn Defekte in der DNS vorliegen und hat somit eine
proliferationshemmende Wirkung. Mutationen im TP53 sind verbunden mit einem

hohen Risiko einer Brustkrebsentstehung bzw. auch anderer Karzinome.'”

1.2.4 Virusatiologie

Circa 15-20% aller Karzinome sind durch einen Virus verursacht."”'®2 Diese
Tumorviren sind in der Lage sich in das Wirtsgenom einzubauen und haben die
Madglichkeit zu ihrer eigenen Replikation. Die infizierte Zelle exprimiert die viralen
Gene, die imstande sind, das Zellwachstum und Proliferation zu induzieren und

die Apoptose zu hemmen.'®

Es gibt onkogene RNA- und DNA-Viren.

Zu den DNA-Viren gehoren: ' 18

Humane Papillomviren der High-risk-Gruppe (z.B. HPV16, 18, 31, 33 und 45)
Hepatitis-B-Virus

Epstein-Barr-Virus

Humanes Herpesvirus 8

Katharina Hirschmann
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1.2.4.1 Humane Papillomviren und Cervixkarzinom

15 verschiedene humane Papillomviren kénnen ein
Cervixkarzinom hervorrufen. HPV16 ist in 50% der Falle an der
Entstehung des Zervixkarzinoms beteiligt.'®® Der Weg der
Tumorentwicklung geht von der HPV Infektion, Viruspersistenz

uber Weiterentwicklung zur Prakanzerose und schlussendlich
tj86

zur Invasion. HPV ist die haufigste Geschlechtskrankhei
Abb. 12 HPV

Das Zervixkarzinom zahlt zu den haufigsten Krebserkrankungen bei Frauen

weltweit’® (nach dem Mammakarzinom). Die HPV-Impfungen, Gardasil und

Cervarix, die vor Infektion mit HPV16 und 18 schiutzen und die in 70% der Falle fur

die Karzinomentstehung verantwortlich sind, konnten die Karzinomfalle

reduzieren.'®’: 188

1.2.4.2 Hepatitis-B-Virus und Hepatozellulareskarzinom

Das hepatozellulare Karzinom ist weltweit an dritter Stelle der

)

Krebstodesursachen, 600.000 Patienten sterben jahrlich an

o

diesem Tumor."® Chronische HBV Infektion kann zu HCC |

fihren.'

T e

'y

Es wird geschatzt, dass die Ursache flur das HCC weltweit in
53% das Hepatits-B-Virus ist.”" In 70-90% entsteht ein HCC aus

einer Zirrhose oder Entziindung.'®®

Abb. 13 HBV

1.24.3 Epstein-Barr-Virus und Burkittlymphom

Das Epstein-Barr-Virus wurde vor Uber 40 Jahren aus einer
Burkitt-Lymphom-Biopsie entdeckt und war das erste Virus,
das direkt mit einem Karzinom assoziiert war.'®? Das Burkitt-

lymphom, ein hochaggressives Lymphom, wurde das erste
193, 194, 195

mal von Dennis Burkitt in Afrika 1958 beschrieben.

Abb. 14 EBV
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1.2.4.4 Humanes Herpesvirus 8 und Kaposisarkom

Das humane Herpesvirus 8 (HHV-8),"® auch bekannt unter _ﬂm

Kaposi-Sarkom-assoziiertes-Herpesvirus, wurde 1994 entdeckt.
HHV-8 ist stark assoziiert mit allen Subtypen des Kaposisarkoms
und Castleman-Syndroms.'®” Das Kaposisarkom ist der am

haufigsten vorkommende Krebs bei AIDS.'%%2%

Zu den RNA-Viren gehoren:
e Hepatitis-C-Virus

e Humanes T-Zell-Leukamie-Virus-1

HCV Infektion ist ein Risikofaktor flr die Entstehung eines

Hepatozellularenkarzinoms.?"" Abb. 16 HCV

1.3 Genetische Polymorphismen

Unsere im Zellkern lokalisierten Gene enthalten die Bauplane fur unsere
Proteine, die unser Leben regulieren und kennzeichnen. Obwohl alle Menschen
prinzipiell die gleichen Informationen in ihren Genen tragen, ist trotzdem jeder
Mensch individuell. Die Einzigartigkeit wird durch kleine Unterschiede in unserer
Erbinformation gewahrleistet. In der Tat sind es genau jene speziellen Variationen
(Genpolymorphismen), die uns fur gewisse Krankheiten anfalliger oder auch

widerstandsfahiger machen kénnen.

Die DNA (Desoxyribonukleinsaure) ist die Tragerin der Erbinformation und liegt
normalerweise als schraubenférmige Doppelhelix in Form von Chromosomen im
Zellkern vor. Sie ist ein langes Kettenmolekul und aus vielen Bausteinen, den
sogenannten Nukleotiden aufgebaut. Jedes Nukleotid besteht aus einer Phosphor-
saure, dem Zucker Desoxyribose sowie einer Base. Bei der Base kann man
zwischen Purinen (Adenin oder Guanin) und Pyrimidinen (Thymin oder Cytosin)

unterscheiden.?%?
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Abb. 17 Zellkern, Chromosom, Gene

Die lange DNA bildet Gene, die aufgespult in den Chromosomen sind und im

Zellkern liegen.
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Abb. 18 DNA

Die Gesamtheit des genetischen Materials oder der vererbbaren Information

einer Zelle, die als Desoxyribonukleinsaure vorliegt, wird als Genom bezeichnet.?*?
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Genetische Polymorphismen stellen Unterschiede in der Basenpaarsequenz
der DNA dar und kommen bei Individuen oder Bevolkerungsgruppen vor. Sie
kdnnen verschiedene Genotypen und/oder Phanotypen zur Folge haben.?®
Beispiele fur Phanotyppolymorphismen beinhalten den Arzneimittelmetabolismus,
sowie auch Karzinogenaktivierung und Detoxifikation. Diese Phanotyp-
polymorphismen werden oft durch Ergebnisse klinischer Beobachtungen, mit
Unterschieden in der therapeutischen Antwort oder Nebenwirkungen ver-
schiedener Behandlungsformen, in Zusammenhang gebracht.?**?% |m Gegensatz
dazu, sind genetische Polymorphismen, die unterschiedliche Nukleotidsequenzen
reprasentieren, nur durch Gensequenzierungstechniken nachweisbar. Die Be-
ziehung zwischen Polymorphismen und Krebspravention kann durch eine Anzahl
von Perspektiven in Zusammenhang gebracht werden, unter Einbeziehung der
Untersuchung von Enzymklassen und Rezeptoren, wie auch der genetischen
Variation in ,cancer-susceptibility-genes” und der Aussetzung verschiedener

karzinogener Risiken.?%"2"

Das menschliche Genom ist die Gesamtheit des genetischen Materials einer
Zelle oder eines Organismus,®'? dessen GroRe circa 3 Milliarden?'®2' (3x10')
Basenpaare ausmacht und etwa 25.000 Gene kodiert. Im Durchschnitt ist alle
1000-2000 Basenpaare ein Baustein unseres Genoms gegen einen anderen
ausgetauscht. Diese Veranderungen werden als Polymorphismus bezeichnet.
(meistens ist es ein Austausch einer einzelnen Nukleotid-Base)?'* Dieser Unter-
schied wird Mutation genannt, wenn er in <1% der Bevdlkerung vorkommt bzw.
als Genpolymorphismus bei einem Auftreten >1%. 99,9% der DNA-Sequenzen
der Menschen sind identisch, nur 0,1% sind unterschiedlich.?'® Es sind mehr als

10 Millionen SNPs im Genom identifiziert worden.?'"2"?

1.3.1 Was sind Genpolymorphismen und SNIPS?

Als genetischen Polymorphismus bezeichnet man die Existenz eines Genes in
mehreren Zustandsstrukturen (=Allelen), z.B. durch Auswechseln einer Base der
DNA durch eine andere oder auch durch Dasein oder Abwesenheit ganzer
Sequenzen. Dadurch kann es zu verschiedenen phanotypischen Ergebnissen des

Genprodukts kommen. Liegt der Polymorphismus innerhalb einer protein-
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kodierenden Sequenz, konnen strukturell und funktionell unterschiedliche Proteine
entstehen, liegt er auRerhalb, kénnen in diesem Bereich gelegene Komponenten
verfalscht sein, die fur die Uberwachung der Aktivitdt des Genes bedeutend sind,

z.B. in der Promoter-Region.

Die Untersuchung der SNIPS im menschlichen Genom ist der Schlissel zum

Verstandnis der Wichtigkeit der menschlichen genetischen Variation.?'® 220 221

SNIPS, oder auch Einzel-Nukleotid-Polymorphismus genannt,?'? sind singulare
kleine Nukleotidaustausche in der DNA von Genen, die viel ofter vorkommen

222 gls Genmutationen und meist keinen

(mindestens 1% der Bevolkerung)
Krankheitswert haben, aber ein Merkmal bestimmen.???

SNIPS sind fur eine Reihe von Eigenschaften verantwortlich, durch die sich
Menschen voneinander unterscheiden, wie beispielsweise KorpergrofRe, Blut-
gruppe, Augen-, Haut- und Haarfarbe. Viele dieser Variationen spielen sich auf

molekularer Ebene ab.??*

Genpolymorphismen kdnnen aus verschiedenen physikalischen Ereignissen
entstehen wie z.B. durch Transitionen (Austausch zwischen Purinen),
Transversionen (Ersatz der Purine durch Pyrimidine, oder Pyrimidine durch
Purine), Missense-Mutationen (Veranderung in einem Einzelbasenpaar der DNA,
das die Aminosaure andert), nonsense-Mutationen (Basenpaaraustausch, der ein
Stop-codon erzeugt, das zu einer vorzeitigen Termination der Proteinsynthese
fuhrt) oder durch andere Veranderungen. Jede beliebige Veranderung der
genetischen Information im Verhaltnis zum ,Wild-typ“-Genom wird als Mutation
angesehen. Diese Veranderungen kénnen sich im Phanotyp bemerkbar machen

oder es kann zu positivem oder negativem Uberlebensvorteil kommen.?*®
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1.4 Matrix-Metallo-Proteinasen

Die Extrazellulare Matrix haltet Zellen und den dreidimensionalen Korperbau
zusammen. Sie spielt auch eine groRe Rolle beim Wachstum, Differenzierung,
Uberleben und Bewegung von Zellen. Fiir eine Metastasierung ist es essenziell,
dass die Tumorzelle die Extrazellulare Matrix-Komponenten umbaut, die das
physikalische Hindernis fur die Zellmigration darstellen. Die Schlusselenzyme, die
fur den Abbau der extrazellularen Matrix zustandig sind, werden als Matrix-

Metallo-Proteinasen bezeichnet.??®

Matrix-Metallo-Proteinasen gehodren zur Familie der Zink-abhangigen Endo-
proteinasen,?”® deren enzymatische Aktivitdt sich gegen Komponenten der extra-
zelluldren Matrix richtet.”” Beim Menschen, sind circa 23 Mitglieder durch klonen
und sequenzialisieren identifiziert worden, und viele sind an Krebserkrankungen
beteiligt.”*® Diese Proteinasen haben einen direkten Zusammenhang mit Domain-
strukturen und stehen mit einer Familie der Proteinaseninhibitoren in Beziehung,
die TIMPs genannt werden (tissue inhibitors of metalloproteinases).??” %2 4
Mitglieder der TIMP Familie wurden beim Menschen geklont und sequenziert. Sie
inhibieren MMPs durch Bildung fester, nicht-kovalenter Verbindungen mit der
aktiven Stelle der MMPs. MMPs erleichtern Tumorzellinvasion und Metastasierung

durch zumindest drei verschiedene Mechanismen:

1. Zuerst beseitigt die Proteinasewirkung organische Hindernisse durch Abbau
der Extrazellularen Matrix-Makromoleklle wie Kollagen, Laminin, und Proteo-

glykane.

2. MMPs haben die Moglichkeit, die Zelladhasion zu regulieren. Zellen die
durch die extrazellulare Matrix wandern, missen im Stande sein, neue Zell-Matrix

und Zell-Zell-Bindungen zu bilden und bestehende zu trennen.??’

3. MMPs konnten auf extrazellulare Matrixkomponenten oder andere Proteine

einwirken, um versteckte biologische Aktivitaten zu enthdllen.
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Matrix-Metallo-Proteinasen sind bestatigte Schlusselfiguren in der Regulation
von Zell-Zell- und Zell-Extrazellularer-Matrix-Interaktionen. Sie sind involviert in
Matrixstrukturanderungen, Verfugbarkeit von Wachstumsfaktoren und die Funktion
von Zelloberflachensignalsystemen, mit daraus resultierenden Effekten bei der
Zelldifferenzierung, Proliferation und Apoptose.?®”® Sie spielen eine zentrale Rolle
in der Morphogenese, Wundheilung, Gewebereparatur und Umformung als
Reaktion auf eine Schadigung oder Verletzung. In der Entwicklung von Krank-
heiten, wie Arthritis, Krebs oder kardiovaskulare Erkrankungen sind sie ebenfalls
bedeutend.?® ?*® Abbau der Extrazelluldren Matrix steigert nicht nur die Tumor-
invasion, sondern beeinflusst das Tumorzellverhalten und fuhrt zur Krebs-
progression.?%°

Metastasen sind haufig verantwortlich dafur, an einem Krebs zu sterben, da der
Tumor entweder entscheidende Organe befallt oder aufgrund der Komplikationen
einer Therapie, die das Wachstum und die Ausbreitung versucht einzuschranken.
Den Mechanismus der Tumorzellinvasion und Metastasierung zu verstehen, ware
von grofder Wichtigkeit fur die Entwicklung einer gezielten Therapie, zur Ver-

hinderung einer Streuung.?*’

Ein friher Hinweis auf die Wichtigkeit der MMPs in der Tumorbiologie, war die
Charakterisierung einer sekretierten MMP im Jahr 1980 aus einer Melanom-

zelllinie, die im Stande war, Basalmembrankollagen abzubauen.?®* %'

MMP-1: wurde erstmals von Fullmer und Gibson 1966 in menschlichem

Zahnfleisch nachgewiesen.?*

Die Matrix-Metallo-Proteinase 1 (MMP-1) ist an der Tumorinvasion und
Metastasierung beteiligt. Es wurde bewiesen, dass das 2G Allel von der
polymorphen Stelle im MMP-1 Promoter eine groRere Transkriptionsaktivitat hat
als das 1G Allel. Allelimbalanzen im 11922 Lokus wird haufig in verschiedenen
Krebsarten beobachtet und konnte mit einer fortschreitenden Erkrankung ver-

bunden sein.?*

Matrix-Metallo-Proteinasen (MMPs) spielen eine wichtige Rolle bei diversen

physiologischen und pathologischen Prozessen. Die Aktivitat der MMPs wird auf
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verschiedenen Ebenen geregelt. Die Regulation der Transkription, scheint den
Schlisselschritt in der MMP Regulation darzustellen. Es gibt verschiedene Arten
der MMPs, die sich in Struktur und Funktion unterscheiden. MMP-1, eine
interstitielle Kollagenase, hat eine herausragende Rolle in der Spaltung der EZM.
Die Hohe der MMP-1 Expression kann durch verschiedene Single-nucleotid-
polymorphismen in der Promoterregion beeinflusst werden. Ein funktioneller
Polymorphismus auf der Position -1607 konnte die Transkriptionsaktivitat von
MMP-1 verandern und ist assoziiert mit verschiedenen pathologischen

Vorgangen.?®

In einer in diesem Jahr verdéffentlichten Studie von Kohrmann et al. konnte im
Brustkrebsgewebe eine starkere Expression einiger MMPs identifiziert werden,
verglichen mit einem Normalgewebe. Einige MMPs (wie z.B.: MMP-1, -2, -8, -9,
-10, -11, -12, -13, -15, -19, -23, -24, -27, -28) konnten mit der Brustkrebs-
entwicklung und Tumorprogression verbunden sein. Daher, sind die MMPs an-
gemessene Kandidaten, um weitere funktionelle Analysen in Bezug auf ihre Rolle

bei Brustkrebs durchzufiihren.?**

Die Matrix-Metallo-Proteinase 3 (MMP-3), auch bekannt als Stromelysin-1, ist
ein Schlisselenzym flr die Karzinogenese und das Tumorwachstum. Es konnte in
manchen Studien ein direkter Zusammenhang nachgewiesen werden, dass der
5A/6A Promoter Polymorphismus eine unterschiedliche MMP-3-Aktivitat ver-
ursacht und mit der Anfalligkeit fur eine Krebsentstehung assoziiert ist. In einer
Studie von Krippl et al. konnte gezeigt werden, dass der MMP-3 5A/6A Promoter
Polymorphismus nicht die Empfanglichkeit einer Brustkrebsentstehung beeinflusst,
aber es koénnte mit einem erhdhten Risiko fir eine Metastasierung bei

Brustkrebspatientinnen verbunden sein.?*°

Katharina Hirschmann

48



1 Einleitung

1.5 Studienziele

e Besteht ein genereller Zusammenhang zwischen dem
MMP-1-Genpolymorphismus (1607 1G/2G) und Brustkrebsrisiko?

e Gibt es einen Unterschied im Vorkommen des obengenannten Gen-
polymorphismus zwischen metastasierten und nicht metastasierten

Brustkrebspatientinnen?

e Hat der obengenannte Genpolymorphismus einen Einfluss auf den
Entstehungszeitpunkt des malignen Tumors (Patientenalter bei Tumor-

erstmanifestation), oder auf den Metastasierungszeitpunkt?

e Besteht ein Zusammenhang zwischen dem MMP-1-Genotypen und dem
primaren Tumorstadium (TNM-Staging, Ostrogen/Progesteron-Rezeptor-

status, HER2-neu Expression)
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2.1 Beschreibung der verwendeten Untersuchungsmethoden

211 Polymerasekettenreaktion

Die Einfuhrung der Polymerasekettenreaktion (PCR) stellte einen Durchbruch
fur die Gentechnik dar und war somit ein Meilenstein fur den Fortschritt der
molekularen Genetik. Diese haufig angewendete Methode und dieses un-
verzichtbare Verfahren wurde 1984 von Kary Mullis entwickelt, der flr diese
Erfindung 1993 den Nobelpreis erhalten hat.?*%%%

Die Anwendung dieser Methode hat bereits beinahe alle Gebiete der Medizin
und Wissenschaft, zusammen mit der forensischen Medizin, pranataler Diagnostik
genetischer  Erkrankungen, Gewebetypisierung flir  Organtransplantation,
Onkologie, und die mikrobiologische Diagnostik revolutioniert.?*% 24’

Der Einsatz molekularer Techniken fur die Bestimmung von Krankheiten wird
auRerordentlich durch die Einfiihrung der PCR erleichtert.?*22

Die PCR gewahrt die Produktion gro3er Mengen spezieller DNA von einer
DNA-Komplex-Vorlage in einer einfachen enzymatischen Reaktion. Dieser
Prozess dient der in vitro DNA-Amplifikation.?*°

Fir die DNA-Amplifikation in der PCR wird eine thermostabile DNA-Polymerase
bendtigt, das ist ein Enzym, das auch bei Temperaturen von nahezu 100 °C die

t246

Polymeraseaktivitat behalte und wurde vom Thermus Aquaticus, einem

thermophilen, grampositiven Bakterium isoliert.>** %7

2111 PCR Grundlagen und Verfahren

Die meisten PCR Methoden amplifizieren typischerweise DNA-Fragmente bis
zu 10 Kilo Basenpaare (kb), obwohl manche Techniken eine Vervielfaltigung von

Fragmenten mit einer Lange bis zu 40 kb erlauben.?*®
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Die PCR benétigt folgende grundlegende Komponenten:2*°
e Die Original-DNA
e Zwei Primer
e Tag-Polymerase
e Desoxyribonucleosidtriphosphate
e Mg?*-lonen

e Pufferldsungen

21.1.2 Ablauf

Bei der Polymerasekettenreaktion wird DNA in vitro in immer wiederkehrenden
Polymerisationszyklen amplifiziert, die aus drei temperaturabhangigen Schritten
bestehen:

e DNA-Denaturierung
e Primerhybridisierung

e Elongation

Die Reinheit und das Ergebnis der Reaktionsprodukte hangen von mehreren
Parametern ab, einer davon ist die Anlagerungstemperatur.?*°
Die drei Schritte eines PCR-Zyklus:*" 22
1. Denaturierung: Das ist der erste regulare Zyklusschritt und erhitzt die
doppelstrangige DNA auf 94-96 °C fur 20-30 Sekunden, damit es zur
Trennung der Strange kommt. Es werden die Wasserstoffbricken-
bindungen zwischen den komplementaren Basen aufgebrochen, damit

man die DNA-Einzelstrange erhalt.

wwmwmmmmm

mmmmﬂmwmmmmﬂmmm—n—m

Abb. 19 Denaturierung
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2. Annealing: Nach erfolgter Denaturierung, liegt die DNA in Einzel-
strangen vor und somit sind die einzelstrangigen Primer in der Lage sich
komplementar an die entsprechende DNA-Zielsequenz anzulagern.

Das Annealing erfolgt zumeist 5-10 °C unter dem Schmelzpunkt der
Primersequenzen, dies entspricht haufig einer Temperatur zwischen 55
und 65 °C.

LT

Abb. 20 Annealing

3. Elongation: Die Temperatur hangt von der verwendeten Polymerase ab;
die Tag-Polymerase hat die optimale Aktivitat bei 68-72 °C und meistens

wird eine Temperatur von 72 °C verwendet.**"
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Abb. 21 Elongation
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Schematische Darstellung des PCR-Zyklus
1.Denaturierung bei ca. 96 °C
2.Primerhybridisierung bei ca. 68 °C
3.Elongation bei ca. 72 °C
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Abb. 22 Schematische Darstellung des PCR-Zyklus
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2.2 Studienpopulation

Zwischen Janner und Juli 2002, wurden 500 weibliche pravalente Patientinnen
mit einem histologisch nachgewiesenen Mammakarzinom ohne synchrone und /
oder metachrone maligne Zweitneoplasie an der Klinischen Abteilung fur
Onkologie, der Medizinischen Universitatsklinik Graz rekrutiert. Wahrend der
gesamten Rekrutierungszeit waren 2 Patienten nicht bereit, an der Studie teil-
zunehmen. (Partizipationsrate 99,6%)

Fir jede Patientin wurde eine gesunde Probandin, altersgematched (1 Jahr)
ohne malignen Tumor in der Anamnese aus dem Grazer Diabetes Screening
Programm rekrutiert, einer populationsbasierten Screening-Studie.

Die Studie wurde in Ubereinstimmung mit dem Osterreichischen Gentechnik-
gesetz, der Ethikkommission der Universitatsklinik Graz vorgefuhrt, Gberprift und

zugelassen.

221 Beschreibung der verwendeten Methoden in dieser Studie

1. Aus statistischen Grinden wurden 500 weibliche Mammakarzinom-
patientinnen in die Studie eingeschlossen, im Speziellen annahernd
gleich grolke Gruppen von Patienten im metastasierten und nicht

metastasierten Stadium.

2. Nach Abnahme eines Vollblutréhrchens (ca. 9ml) wurde nach Entfernung
des Serums mittels Zentrifuge, das Ubrige Blutkoagel vorerst in einem
Klhlschrank bis zur weiteren Bearbeitung gelagert. Anschlie3end
wurden diese gesammelten Réhrchen mit Kennnummern versehen, und
auf Tauglichkeit fur die Einbringung in die Studie Uberpruft. Sodann
wurden die erhobenen klinischen Daten archiviert. Im Anschluss wurden
die blutkoagelgefullten Rohrchen zur gentechnologischen Untersuchung

weiterverarbeitet.
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3. Methode der gentechnischen Untersuchung:
Zur Bestimmung der MMP Genotypen wurde aus 0,2 ml Vollblut
genomische DNA isoliert. Die Bereiche mit den Polymorphismen wurden
mittels PCR vervielfaltigt und anschlieRend mit spezifischen Restriktions-
endonukleasen geschnitten. Die Schnittprodukte wurden auf einem
Agarose-Gel aufgetrennt, durch eine CCD-Kamera dokumentiert und

ausgewertet.

2.2.2 Statistische Methoden

Fir die statistischen Analysen wurde SPSS 11.0 fir Windows verwendet. Der
Grenzwert fur die Signifikanz war p<0,05. Die Odds Ratio (OR) wurde fur die

Ermittlung des Mammakarzinomrisikos verwendet.
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3 Ergebnisse

Die Patientinnen waren bei Diagnosestellung im Alter zwischen 28 und 84
Jahren, wobei das Durchschnittsalter 57 £ 11 Jahre betrug. Die Patientinnen
der Kontrollgruppe waren altersgematched (x1 Jahr), daher lag das
durchschnittliche Patientinnenalter auch hier bei 57 + 11 Jahre und die
Kontrollen waren zwischen 28 und 84 Jahre alt.

Die MMP-1 Genotypen konnten bei den Patientinnen in 499 sowie bei den
Kontrollen in 482 Fallen bestimmt werden.

Wie in der Tabellen 4 und 5 angefuhrt, zeigte sich kein statistisch

signifikanter Unterschied in den Verteilungen der einzelnen Genotypen.

3.1 MMP1 Genotypen und Allelfrequenzverteilungen

3.1.1 MMP1 Genotypenverteilung: Entstehungsrisiko

Kontrollen | Patientinnen & Gesamt

MMP1 Genotyp 2G/2G Anzahl 121 126 247
in % 25,1% 25,3% 25,2%

1G/2G Anzahl 241 259 500

in % 50,0% 51,9% 51,0%

1G/1G Anzahl 120 114 234

in % 24,9% 22,8% 23,9%

Gesamt Anzahl 482 499 981

in % 100,0% 100,0% 100,0%

Tab. 4 Gesamtrisiko fur eine Mammakarzinomentstehung
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Chi-Quadrat-Tests: Entstehungsrisiko

Wert
Chi-Quadrat nach Pearson ,609°
Likelihood-Quotient ,609
Zusammenhang linear-mit-linear ,241
Anzahl der gultigen Falle 981

Tab. 5 Chi-Quadrat-Tests

3.1.2 MMP1 Genotypen: Metastasierungsrisiko

MMP1 Genotyp 2G/2G Anzahl
in %
1G/2G Anzahl
in %
1G/1G Anzahl
in %
Gesamt Anzahl
in %

Tab. 6 Risiko einer Metastasierung

df

,738
,738
,623

Metastasierung

nein

64
25,6%
126
50,4%
60
24,0%
250
100,0%

ja

62
24.9%
133
53,4%
54
21,7%
249
100,0%

Gesamt
126
25,3%
259
51,9%
114
22,8%
499
100,0%

Katharina Hirschmann

57



3 Ergebnisse

Chi-Quadrat-Tests: Metastasierungsrisiko
Asymptotische Signifikanz

Wert df (2-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson ,535% 2 ,765
Likelihood-Quotient 935 2 , 765
Zusammenhang linear-mit-linear ,067 1 , 795
Anzahl der gultigen Falle 499

Tab. 7 Chi-Quadrat-Tests

Wie aus den Tabellen 6 und 7 zu entnehmen ist, haben vom MMP-1 Genotyp
2G/2G 62, vom Genotyp 1G/2G 133 und vom Genotyp 1G/1G 54 Patientinnen
Metastasen entwickelt. Insgesamt waren bei 249 Patientinnen Metastasen
nachweisbar. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen

den metastasierten und nicht metastasierten Fallen.
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Metastasierungszeitpunkt
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Abb. 23 Kaplan Mayer Kurve zu Metastasierungszeitpunkt

Variablen/Risikofaktoren fiir Metastasierung in der Gleichung

Signifikanz 95,0% Konfidenzinterv. fur Exp(B)
Exp(B) Untere Obere
MMP1 ,320 1,107 ,906 1,351
Grading ,224 1,196 ,896 1,596
TumorgroRe ,000 1,954 1,451 2,632
Lymphknoten ,006 1,503 1,122 2,016
Rezeptoren ,494 ,886 ,626 1,254

Tab. 8 Multivariatanalyse zu Metastasierung
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3.1.3 Tumorcharakteristika

Der potentielle Kontext zwischen MMP-1 Genotypen und den Tumor-

charakteristika, sowie die Assoziation zum Patientinnenalter sind in der Tab. 9

dargestellt.
2G/2G
TumorgrofRe <2cm | 65 (53,3)
>2cm | 57 (46,7)
Histologischer Grad 1&2 64(53,3)
3&4 56 (46,7)
Lymphknotenmetastasen ' Neg. 56 (45,9)
Pos. 66 (54,1)
Ostrogenrezeptor Neg. 31 (25,8)
Pos. 89 (74,2)
Progesteronrezeptor Neg. 37 (31,1)
Pos. = 82 (68,9)

Alter bei Diagnose Jahre 56,9%£10,9

Tab. 9 Tumorcharakteristika

1G/2G

122 (48,4)
130 (51,6)
112 (45,2)
136 (54,8)
117 (46,6)
134 (53,4)
57 (22,4)
198 (77,6)
94 (37,0)
160 (63,0)
56,7+10,7

1G/1G

5 (57,5)

8 (42,5)
61 (55,0)
50 (45,0)

2 (46,5)
59 (53,2)
32 (29,1)
78 (70,9)
37 (33,9)
72 (66,1)
56,4+11,2

=)
0,25

0,14

0,99

0,37

0,52

0,9
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4 Diskussion

4 Diskussion

Der Vorgang der Gewebeinfiltration, das angrenzende Gewebe zu
penetrieren und in weiterer Folge zu metastasieren wird unter anderem malf3-
geblich von Matrix-Metalloproteinasen beeinflusst. Da einige Mitglieder der
MMP-Familie, wie z.B. die interstitielle Kollagenase in verschiedenen Karzinom-
typen, wie auch bei Mammakarzinomen uUberexprimiert sind und Poly-
morphismen in den MMP Genen eine wesentliche Rolle fur die MMP-
Expression darstellen, war das Ziel dieser Studie die Uberpriifung der
Beeinflussung eines MMP-1 Genpolymorphismus auf die Krankheitsentstehung
und Metastasierung von Brustkrebs.

In dieser Studie konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang,
zwischen den Matrix-Metalloproteinasen 1 Genotypen und einem Risiko an
Mammakarzinom zu erkranken, nachgewiesen werden.

Mittels einer Multivariatanalyse konnte auch keine signifikante Assoziation
zwischen den MMP-1 Genotypen und der Metastasierungswahrscheinlichkeit
beobachtet werden. Tumorgrading, Rezeptorstatus, Tumorgro3e und Lymph-
knotenstatus wurden dabei als zusatzliche Variablen in die Berechnung mit-
einbezogen.

Es konnte auch kein Uberlebensvorteil zwischen den Genotypen festgestellt
werden.

In einer Studie konnte der MMP-1-1607 1G/2G Polymorphismus mit einem
gesteigerten Risiko fiir die Entstehung eines Nasopharyngealkarzinoms,®**

2% assoziiert werden.

sowie in einer zweiten mit erhdhtem Lungenkrebsrisiko

Der Grund warum in der vorliegenden Studie, im Gegensatz zu den beiden
oben genannten Assoziationsstudien, kein signifikanter Unterschied zu diversen
Mammakarzinomcharakteristika beziehungsweise zu den Uberlebenszeiten bei
Erkrankung gesehen werden konnte, konnte am Tumortyp selbst liegen.

Das heif3t im Speziellen, dass Matrixmetalloproteinasen unter Umstanden bei
Nasopharyngealkarzinomen eine groRere Bedeutung haben kdnnten als beim
Mammakarzinom. Dort spielen mdglicherweise Wachstumsfaktoren wie der
vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor oder hormonabhangige Prozesse eine

bedeutendere Rolle.
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4 Diskussion

Auch kann es naturlich am Design der Studie selbst liegen. In unserer Studie
haben wir es mit inzidenten Patientinnen zu tun. Das heif3t, dass durch dieses
retrospektive Design ein Uberlebensnachteil vorhanden sein kénnte. Im
Speziellen ware die Moglichkeit, dass Patientinnen mit einem gewissen Geno-
typ kurzer leben und daher nie in unsere Studie, aufgrund der kurzeren
Lebenszeit, eingebracht werden konnten.

Ein weiterer Grund fur dieses Nullergebnis kdonnte auch darin liegen, dass
klassische Risikofaktoren fur die Entstehung von Brustkrebs wie Menarche,
Anzahl der Schwangerschaften, Ostrogensubstitutionstherapie, Alkohol, Nikotin
und dergleichen nicht erhoben wurden und aufgrund des retrospektiven
Designs auch nicht erhebbar sind.

Einige Mitglieder der MMP-Familie sind in vielen Karzinomtypen, sowie auch
bei Mammakarzinomen in hohem Ausmal Uberexprimiert. Zu ihnen gehdren
Stromelysin-3 (MMP-11), Gelatinase-A (MMP-2), Gelatinase-B (MMP-9),
interstitielle Kollagenase (MMP-1) und Stromelysin-1 (MMP-3).

MMP-1, -9, -12, -14 und -15 sind mit einem ungunstigeren outcome bei
Brustkrebspatientinnen assoziiert.”® Diese MMPs sind wahrscheinlich in die
Mammakarzinomprogression involviert und kénnten gute Ziele fur spezielle
MMP-Inhibitoren in der Brustkrebsbehandlung sein.

Umfangreichere Daten Uber die Rolle der MMP Polymorphismen fur Brust-
krebs konnten helfen, das individuelle Brustkrebsrisiko genauer zu bestimmen

und gegebenenfalls vorsorgende Malinahmen zu ergreifen.

Da eine starkere Expression der MMPs im Brustkrebsgewebe in mehreren
Studien nachgewiesen wurde und das wiederum mit einer Tumorprogression in
Zusammenhang stehen kdnnte, sind die MMPs hervorragende Kandidaten, um
weitere Studien bezlglich der Auswirkungen auf Brustkrebs durchzuftihren.

Der Protease-aktivierte Rezeptor (PAR1) ist ein G Protein-gekoppelter
Rezeptor, der im normalen Brustepithel nicht vorkommt, aber im invasiven
Brustkrebsgewebe Uberexprimiert wird. MMP-1 aktiviert auRerst stark die
PAR1-Akt Uberlebensdauer in Mammakarzinomzellen. In einer Studie konnte
der Vorteil von der Blockade der MMP1-PAR1-Signalisierung bei fort-
geschrittenen, metastasierten Mammakarzinom gezeigt werden, im Gegensatz

zur Taxoteretherapie allein.?®’
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Zurzeit werden MMP-Inhibitoren in klinischen Phase 1-3 Studien getestet.
Die Bestimmung von MMP Genotypen kénnte daher weiters eines Tages

helfen, eine ,malgeschneiderte“ Therapie mit MMP-Inhibitoren zu ermdglichen.
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