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1 Einleitung

Das Mammakarzinom ist nach dem Lungenkrebs in den USA wie
auch in den meisten europdischen Industrienationen die hiufigste

maligne Erkrankung der Frau.

Verschiedene Statistiken zeigen, dass in diesen Landern etwa 10%
aller Frauen im Laufe ihres Lebens an einem Karzinom der Brust

erkranken.

Als Ursache fiir dieses Malignom werden viele und

unterschiedliche Griinde diskutiert.

Der erste Bericht iiber eine familiire Belastung mit Brustkrebs
stammt aus dem Jahre 1757 von Le Dran, der von einem Kollegen
aus Avignon berichtet, welcher bei einer 19-jdhrigen Frau, einer
Nonne, diese Diagnose stellte. Sie verweigerte die Mastektomie mit
dem Hinweis, daB ihre GroBmutter und ein GroBonkel

miitterlicherseits dieselbe Krankheit gehabt haben”’.

Wie wir heute wissen, liegt bei 5-10% der an einem Brustkrebs
erkrankten Patientinnen eine nachweisbare genetische Veridnderung
vor®. Gesunde Frauen, mit einer dieser genetischen Verinderung

haben ein erhohtes Erkrankungsrisiko fiir Brustkrebs.

Die Anstrengungen einen ursdchlichen Gendefekt zu identifizieren,

fiihrten zur Beschreibung mehrerer Gene.

Die beiden bekanntesten Gene fiir Brustkrebserkrankungen sind
BRCA1 und BRCA2. Daneben sind weitere Gene in der
Diskussion, wie BRCA3, BRCATA, BWSCR1A™.

Mutationen dieser bekannten Gene konnen etwa 1-2% der
Mammakarzinomneuerkrankungen pro Jahr erkldren. Zur
Begriindung des Neuauftretens von genetischen Defekten werden

Spontanmutationen und multifokale Vererbungsmodi diskutiert.

Wie epidemiologischen Studien erwarten lassen, variieren die

Haufigkeiten der Mutationen von Nation zu Nation. So ist in



Osteuropa und in Russland in 40% eine Variante des Exons 20 im
Genabschnitt BRCA-1 zu finden. Im Gegensatz dazu weisen die
erkrankten Frauen in Israel eine Variante im Exon 2 des BRCA-2
auf. In Italien und Deutschland konnten mehrere Polymorphismen

auf den verschiedenen Genen gefunden werden.

Bei der Suche nach der genetischen Ursache fiir maligne
Erkrankungen wurden Gene nach Ihrer auslésenden Wirkung
klassifiziert. So sind im menschlichen Erbgut Gen - Abschnitte
enthalten, die nach einer Mutation zu einer Entartung der Zelle
fiihren konnen. Dies sind z.B. Gene, die an der Regulation der

Proliferation und Differenzierung der Zelle beteiligt sind.

Eine Mutation kann die Funktionstiichtigkeit dieser regulierenden
Gene beeintriachtigen, so dass ungehemmte, undifferenzierte Zellen
entstechen konnen. Damit ist aus dem regulierenden Gen durch
Mutation ein Onkogen geworden. Aus diesem Grund werden diese

Gene als Protoonkogene bezeichnet'’.

Im Fokus der Forschung stehen seit einigen Jahren die sog.
Tumorsuppressorgene (TSP-Gene) wie:

das ATM (Ataxia-teleangiectatica)-Gen

(auf Chromosom 17q23),

das Retinoblastomgen (auf Chromosom 13q14),

das p53 Gen (auf Chromosom 17q13) und

das p21 Gen (auf Chromosom 6p21.2)
Die Tumorsuppressorgene sind Gene, die in ihrer normalen
Wirkungsweise die Zellvermehrung hemmen. Kommt es zu einem
Verlust der ,Bremswirkung’ dieser Gene oder Genprodukte, kann
sich die Zelle unkontrolliert teilen und somit zur Krebszelle
entarten. In den letzten Jahren sind eine Reihe dieser
,,Kontrollgene* beschrieben worden. Zu ihren Aufgaben gehort die
direkte oder indirekte Kontrolle des Zellzyklus. Hierunter wird u.a.

die Proliferation, DNA-Reparatur und Apoptose verstanden.



Die meisten Korperzellen sind postmitotisch in der GO Zyklusphase

arretiert und nicht in der Lage sich von selbst zu teilen.

Erst durch den Einfluss von Wachstumsfaktoren kann die Zelle aus
der GO-Phase in die G1-Phase iibergehen. Dieses Stadium ist
biochemisch durch die RNA- und Proteinsynthese sowie durch eine
GroBenzunahme des  Zytoplasmas und des  Nukleolus

gekennzeichnet.

Go

Eiweiss-
Synthese

Chromatiden-
Segregation DMA-
Synthese

Go

Abbildung 1: Zellzyklusphase

Die G1 Phase dauert bei sich rasch teilenden, menschlichen Zellen
(z.B. Epithelien) 4-10 Stunden. Ab eines bestimmten Punktes
innerhalb dieser Phase, ist ein Riickschritt in die GO Phase nicht
mehr moglich. Dieser Zeitpunkt wird durch die Aktivitit des

Tumorsuppressorgenes pS3 bestimmt.

Das Transkriptionsprodukt des p53 Gens (das P53 Protein)
verhindert eine Zellteilung bei eingetretenen DNA-Schiden.

Somit konnen Reparaturmechanismen die entstandenen
Zellschdden ausbessern oder es wird das Absterben der Zelle
veranlasst (Apoptose). Diese Wirkungsweise des p5S3 Gens als
Tumorsuppressor-Gen ist lange Zeit verkannt worden™. Zahlreiche

Studien konnten jedoch die Bedeutung des p53 Gens herausstellen.



So finden sich, abhidngig von der Zellzyklusphase (G1/S-Phase),
unterschiedliche Konzentrationen des P53 Proteins in der Zelle,

was fiir eine differenzierte Aufgabe im Zellzyklus spricht™~%,

Eine Anreicherung des P53 Proteins fiihrt zu einer
transkriptionellen Aktivierung des p21 Gens und schlieflich zum

Zellzyklusarrest™=#0:669.

Wie in Abbildung 2 dargestellt, konnen in der Zelle DNA Schiden

- {Kommentar [FE1]: Abbil Doppelpunkt J

Lvorliegen. Diese @ werden nun  durch  entsprechende -

Reparaturmechanismen behoben, oder es wird die Apoptose

. L 42
eingeleitet>>.

DNA Schidigung

normales p33

mutiertes p53

Zellwachstumsstopp oder Apoptose Zellwachstum
effiziente DNA Reparatur ineffiziente DNA Reparatur
stabiles Genom Entartungspotential

Abbildung 2:  Aktivierung von normalem bzw. mutiertem

p53 Gen und Apoptose’



Eine Mutation in den Reparaturgenen kann zu einer Vermehrung
von geschidigten Zellen und somit zu einem malignen

Tumorleiden fiihren.

Untersuchungen des p53 Gens bei Mammakarzinompatientinnen
zeigen, dass eine Mutationsrate von 20-40% gefunden werden
kann>®. Liegt eine Veridnderung des P53 Proteins vor, so ist der
Abbau dieses Proteins oder die Interaktion mit der DNA gestort.
Die Halbwertszeit des Proteins verldngert sich iiber die normalen
20 Minuten hinaus und das Protein reichert sich in der Zelle
an' 22499 purch den verlangsamten Abbau erhoht sich die
Konzentration von P53 Protein in der Zelle. Dies, wie Calabretta et.

al. berichtet, ist unter anderem Ausloser fiir ein exponentielles

Zellwachstum™,

Eine Analyse von Karzinomengewebe in unterschiedlichen
Organen, z.B. beim Kolonkarzinom, Lungenkarzinom, der
Leukdmie und dem Mammakarzinom, ergab, dass in diesen
Karzinomen  verschiedene  Varianten des p53  Gens

. 7:24:41,47;71;72
vorliegen .

Einen guten Uberblick iiber die unterschiedlichen Mutationsstellen

Strang dargestellt. Die Stellen der hédufigsten Mutationen sind mit

Rot gekennzeichnet.

- {Kommentar [FE2]: Abbildung Doppelpunkt J




Abbildung 3: Die Struktur des Proteins P53

in der DNA Bindunglg;
Das p53 Molekiil ist farblich nach der Haufigkeit der beschriebenen

Mutationen unterlegt (Blau: selten; Rot: hiufig). Die beiden Pfeile zeigen

auf die Stellen der héaufigsten Genmutationen bei Tumoren.

Eine geschidigte Zelle kann auf mehreren Ebenen und unter

Einbeziehung verschiedenster Gene oder Proteine repariert werden.

Einen vereinfachten Uberblick iiber die von p53 Gen {K T w— kt}
P ommentar H 1ldung doppelpun




Mutagener Strefl |

6’}‘ @, aktiviertes P53 &

Abbildung 4: Die von p53 abhingigen Pathways zur

Zellregulation (modifiziert nach Soehnge et al®®).

Erlduterung siehe Text.

Die Zellstorung (Genotoxic Mutagener Stress) ist der
Ausgangspunkt fiir die p53 Aktivierung. Diese wiederum stimuliert
weitere Gene wie z.B. p21, MDM?2 usw. Eine Verdnderung des
Genoms oder Proteins kann unterschiedlichste Auswirkungen auf

die Kontrollmechanismen haben.

Neben dem P53 Protein sind an der direkten Zellzykluskontrolle
noch weitere Proteine beteiligt: Cycline; Cyclin-abhédngige Kinasen
(CDK) und CDK- Inhibitoren (CDKI).
P53 Gen interagiert neben MDM?2 und Gadd 45 und auch mit p21,
einem "Cyclin abhidngigen Kinase Inhibitor” (CDKI). Eine
Aktivierung des p53 Gens fiihrt auch zu einer Aktivierung und
Transkription des p21 Gen.
(siche Abbildung 4)

- { Kommentar [FE4]: Abbildung Doppelpunkt J

Im Zellzyklus wird das Voranschreiten aus der G1-Phase in die S-
Phase u.a. durch die CDK und deren Wirkung auf die
Phosphorylierung von E2F (Transkriptionsfaktor) bestimmt.
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Ist die CDK ungehemmt, so fiihrt dies zum Voranschreiten des
Zellzykluses aus der G1- in die S-Phase. P21 wiederum, als CDKI,
verlangsamt, bzw. stoppt den Zellzyklus in der G1-Phase™.

Das Transkriptionsprodukt des p21 Gen, das P21 Protein, hat
ebenfalls Funktionen bei der ,Genreparatur’ im Verlauf der

Zellteilung; dariiber hinaus aber auch bei der Angiogenese’”.

IIl Binding pocket
Guanoesine-5"-triphosphate with O3[} replaced by C3[} (GTO)

Abbildung 5: Molekiilstruktur des P21 Proteins mit Darstellung
der DNA-Bindungsstelle®®

Durch Blockade der Phosphorylierung der Cyclin abhingigen
Kinase bewirkt das P21 Protein auch eine Hemmung der Apoptose

iiber mehrere Zellgenerationen hinweg"**,

Bei verdndertem P21 Protein, kann das Protein nicht durch das

CASP3 Enzym gespalten werden.

12



Diese ,,Spaltung® ist jedoch notwendig, damit die P21 Proteine aus
dem Zellkern ins Zytoplasma austreten konnen, und dadurch die

nukleare CDK aktivieren.

Polymorphismen im p21 Gen oder dem CASP3 Gen unterdriicken
somit die Apoptose der Zelle. Durch das fehlende Eintreten der
Apoptose konnen sich aber Zellen erfolgreich teilen, die wegen
eines schweren DNA Schadens entweder repariert werden miiflten
oder aber absterben wiirden®.
Bisher wurde im Zusammenhang mit Mammakarzinomen kaum

iiber Polymorphismen des p21 Gens berichtet**~**,

Darstellung des P21 Proteins mit seinen Protein-Interaktionsstellen.

2126 31 49 153 160
N C— - — e
cyclin cyclin

Abbildung 6: Das P21 Protein mit zwei seiner interaktiven

Stellen®. An Codon 31 ist der untersuchte SNP lokalisiert

Wie schon erwihnt, wird durch Verdnderung des p21 Gens der
normale Reparaturmechanismus der Zelle geschwicht. Die Zelle
kann nach Durchlaufen des p53 ,Checkpoints’ in der Gl-Phase
ungehindert Transkriptionsfaktoren der Familie E2F synthetisieren,

obwohl die DNA Schiden nicht behoben sind.

Durch E2F werden die mRNAs der Proteine aktiviert, die
wiederum fiir eine DNA-Synthese notwendig sind. Die Kontrolle
tiber die  Expression von  E2F  obliegt  einigen
Tumorsuppressorgenen wie dem Retinoblastomgen (Rb-Gen,

einem Inhibitor von E2F) und dem Onkogen Cyclin D1.

Diese Aktivierung ist der Beginn der S-Phase im Zellzyklus.
In den etwa 8 Stunden dieser Phase ldauft die DNA- und Histon-

Synthese, einschlieBlich der Bildung des Centromers ab.
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In der nachfolgenden G2-Phase werden die fiir die Mitose
notwendigen Proteine synthetisiert. Auch Kkontrolliert das
Zellsystem, ob die gesamte DNA korrekt repliziert wurde. Dieser

Vorgang dauert in der humanen Zelle bis zu 12 Stunden.

Im Falle einer UnregelmiBigkeit verharrt die Zelle in der G2 Phase
und tritt nicht in die Mitose-Phase iiber. Durch das Vorhandensein
eines diploiden Chromosomensatzes fiihrt nicht jede Verdnderung
des Erbgutes zu einer Schidigung oder zu einer Fehlfunktion der
Zelle. Bei der Vererbung eines Polymorphismus, welcher die
Funktionsweise beeintrichtigt, kann das parallele Gen (das Allel)
das Defizit ausgleichen und die korrekte Wirkungsweise

sicherstellen.

Erst beim Auftreten einer weiteren spontanen Veridnderung dieses
zweiten Allels, kommt es zu einem Ausfall oder zu einer

Fehlfunktion der betroffenen Zelle.

Die in der vorliegenden Studie betrachtete Variante des p21 Gens
ist der Single Nukleotide Polymorphism (SNP) S31R. Diese
Verianderung der Gensequenz von AGC (Seronin) zu AGA
(Arginin) ist nach Lukas et al. mit einem erhShten
Erkrankungsrisiko fiir Brustkrebs assoziiert'. Neben den weiteren
bekannten Varianten sind fiir diese Stelle auch Zusammenhénge

mit einer Lungenkarzinomerkrankung beschrieben®.

Fiir das p53 Gen sind 18 Zelllinienpolymorphismen bekannt. Fiir
viele wurde ein Zusammenhang zu einer oder mehreren malignen
Erkrankungen angegeben. Der Austausch von CGC (Arginin) zu
CCC (Prolin) am Codon 72, das SNP R72P, wurde 1991 von
Olschwang et al. erstmalig im Zusammenhang mit einer

Kolonkarzinomerkrankung beschrieben.

2003 konnte von Dumont et al gezeigt werden, dass in Zelllinien

mit homozygoten arg72 im Vergleich zu homozygoten pro72 oder

14



der heterozygoten Form, die Apoptose signifikant héufiger
ausgelost wurde”. Der Grund hierfir wird in einer besseren
Bindungsfihigkeit zu den Mitochondrien vermutet. Fiir den p53

arg72pro Polymorphismus sind Zusammenhidnge mit Lungen-,

. . . 331567
Zervix- und Mammakarzinomen beschrieben worden™ ",

Mit der vorliegenden Arbeit soll die folgende Frage beantwortet

werden:

Besteht eine Korrelation zwischen
der p53 Gen Variante R72P/rs1042522 und
der p21 Gen Variante S31R/ss4388499 und

einer Mammakarzinom Erkrankung?

Diese Frage wurde anhand einer Fallkontroll-Studie untersucht.

15



Die nachfolgenden weiteren Fragen wurden gestellt um eine
Antwort auf die Bedeutung der Genmutation p53 (SNP R72P) und
der Genmutation p21 (SNP S31R) beim Mammakarzinom zu

bekommen.

1.1 Fragestellungen

1. Gibt es Unterschiede zwischen dem Patientinnenkollektiv
und dem Kontrollkollektiv hinsichtlich der Varianten S31R
des p21 Gens und R72P des p53 Gens?

2. Gibt es Unterschiede zwischen der Erkrankungsdauer und
der Auftretenshidufigkeit der Varianten R72P des p53 Gens
und S31P des p21 Gens?

3. Gibt es Unterschiede zwischen der Tumorklassifikation
(TNM-System) und der Auftretenshdufigkeit der Varianten
R72P des pS3 Gens und S31P des p21 Gens?

16



2 Material und Methode

2.1 Art der Studie

Es handelt sich um eine Fallkontrollstudie, der die Auswertung von
814 Fragebdgen und von den zugehorigen Blutproben zugrunde

liegen.

Patientinnen, die in dem Zeitraum von Mai 2000 bis November
2001 an der Klinik und Poliklinik fiir Frauenheilkunde und
Geburtshilfe der Universitdt Miinchen - Innenstadt zur allgemeinen
gynikologischen Vorsorge, zur Brustkrebsvorsorge, zur Nachsorge
nach histologisch gesichertem Brustkrebs oder zur Behandlung
eines extern diagnostizierten Brusttumors kamen, wurden auf eine

Studienteilnahme angesprochen.

Bei Interesse wurden von den Patientinnen Fragebogen ausgefiillt

und das schriftliche Einverstdndnis gegeben.

Unter Zuhilfenahme des Tumorpasses und ggf. der Patientenakte
wurde der Fragebogen fiir die statistische Bearbeitung ergénzt und
wurde der Patientin 2x3ml vendses Blut in ein EDTA-R6hrchen

(Primavette-S, Kabe Labortechnik) entnommen.

2.2 Datenbank und Definitionen

Alle Daten wurden in einer Datenbank mit Microsoft Access 2000

erfasst.

Um die Datenerhebung zu erleichtern und um eine einheitliche
Nomenklatur zu gewihrleisten war das Eingabeformular in Haupt-

und Untertabellen gegliedert.

Freitextfelder ermdoglichten das Erfassen qualitativer Aussagen, wie

z.B. histologische Klassifikation und Hormonsubstitution.

Bei Merkmalen, bei denen keine quantitativen Angaben gemacht

werden mussten, wurden ,Checkboxen’ (Ja-Nein-Felder) in die
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Tabelle integriert, z.B. um ,Postmenopausal’ oder ,belastete

Familienanamnese’ zu erfassen.

Durch die Verwendung von Checkboxen und Freitextfeldern

minimalisierten sich Eingabefehler wie auch der Eingabeaufwand.

Bei der Frage nach der genetischen Abstammung wurde
entsprechend dem Patientinnenklientel eine Auswahl zwischen
,Deutsch’, ,Tirkisch’, ,Jugoslawisch’ oder ,sonstige’ vom

Eingabeformular angeboten.

2.3 Merkmalskatalog

Im Folgenden werden die Daten ndher erldutert, die erhoben

wurden um den Merkmalskatalog zu erstellen:

Allgemeine Patientendaten (2.3.1) und die genetischen
Abstammung der Eltern, der Postmenopausenstatus (2.3.2) und die
Hormon- bzw. kompetitive Antagonisteneinnahme (,,Tamoxifen*)

(2.3.3) wurden erfragt.

Des weiteren wurden Informationen bzgl. der familidren und der
eigenen Malignombelastung erhoben, und ggf. nach den Daten des
Tumors (2.3.4), etwa die der Erstdiagnose des Tumorleidens, der
Klassifizierung und der Histologie, gefragt

(7. Datenerhebungsbogen).

2.3.1 Allgemeine Patientendaten

Das Geburtsdatum und die Initialen der Patientin wurde zur
Kennzeichnung, aber auch zur  Anonymisierung  der

Erhebungsbogen verwendet.

2.3.2 Alters- und Hormonstatus

Aufgrund des Fallkontrollstudiendesigns wurden vor allem gesunde
Patientinnen  angesprochen, die der Altersverteilung der
Karzinomgruppe entsprachen. Der Postmenopausenstatus wurde

anamnestisch erhoben. Als postmenopausal wurde eine Patientin
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bezeichnet, wenn ihre letzte Periode ldnger als 12 Monate

zuriicklag®.

Eine Hormontherapie (HRT) kann die Postmenopause durch
induzierte Periodenblutungen maskieren.
Andererseits wurde in der Karzinomgruppe die Hormonproduktion
des Eierstocks u. U. durch eine Adnektomie, eine kompetetive
Ostrogenantagonisteneinnahme (z.B. Tamoxifen) oder durch eine

Chemotherapie frithzeitig eingeschrinkt oder beendet.

Da die Menopause durch Ovarektomie oder Hormoneinnahme
beeinflusst wird, oder durch eine Hysterektomie kaschiert werden

kann, wurde folgende Festlegung getroffen:

Wenn die Menopause bei Frauen ab dem 50. Lebensjahr
nicht eindeutig festzulegen war, wurden sie als
postmenopausal eingestuft, da 83% aller Teilnehmerinnen
tiber 50 Jahre der Kontrollgruppe ohne Hysterektomie (HE)
und ohne HRT angegeben hatten, in der Postmenopause zu

sein.

2.3.3 Hormontherapie

In diesem Feld wurde eine aktuelle Hormonersatztherapie und eine
kompetetive Ostrogenantagonisteneinnahme oder eine endokrine

Tumortherapie mit dem Generikum- oder Wirkstoffnamen erfasst.

2.3.4 Tumordaten

Durch die Anamnese wurden Patientinnen mit maligner

Zweiterkrankungen von der Studie ausgeschlossen.

2.3.4.1 TNM Klassifikation

Falls die Patientin an Brustkrebs erkrankt, bzw. die Erstdiagnose
Mammakarzinom gestellt worden war, wurden weitere Daten bzgl.
des Tumors (Tumor, Lymphknoten und Metastasierung: TNM) und

der Nachsorge erhoben.
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Das TNM System wurde 1981 von der WHO zur
Tumorklassifikation eingefiihrt’’. In den letzten Jahren wurde diese
Einteilung mehrfach iiberarbeitet und liegt nun in der zweiten

Version von 1998 vor:

pT Primértumor

pTis Carcinoma in situ: duktales oder lobuléres
M. Paget der Mamille ohne nachweisbaren Tumor

pTl Tumor <= 2cm

pTla Tumor <= 0,5 cm in groBter Ausdehnung

pTlb Tumor zwischen 0,5 cm und 1cm

pTlc Tumor zwischen 1 cm und 2 cm

pT2 Tumor zwischen 2 cm und 5 cm

pT3 Tumor groBer als 5 cm

pT4 Tumor jeder Grosse mit direkter Ausdehnung auf die
Brustwand oder die Haut,

pT4a mit Ausdehnung auf die Brustwand, nicht aber M. Pectoralis
major

pT4b mit Odem, Ulzeration der Brusthaut oder Satelittenmetastasen
der Haut auf der selben Seite

pT4c Kriterien 4a und 4b

pT4d Inflammatorisches Karzinom

pN Regioniire Lymphknoten

pNx Keine Beurteilung der LK moglich

pNO Keine regionédren LK befallen

pN1 Metastasen in beweglichen ipsilateralen axillaren LK

pNla Nur Mikrometastasen (keine grofler als 0,2 cm)

pN1b Metastasen in beweglichen ipsilateralen LK grofer als 0,2 cm

pN1bii Metastasen in 1-3 LK, zwischen 0,2 cm und 2 cm

pN1biii Metastasen in 4 oder mehr LK zwischen 0,2 und 2 cm

pN1biv Ausdehnung der Metastasen iiber die Lymphknotenkapsel aber
kleiner als 2 cm

pN2 Metastasen in ipsilateralen axilliren LK, untereinander
verbacken oder an andere Strukturen fixiert

pN3 Metastasen in ipsilateralen LK entlang der A. mammaria
interna

M Fernmetastasen

Mx Das Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt
werden

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Tabelle 1. Internationale TNM Klassifikation’®

Im Falle eines invasiven Karzinoms, neben einem Carcinoma in
situ (CIS) wurde nur der invasive Karzinomanteil und nicht das

begleitende CIS vermerkt.

War bei der FErstdiagnose oder bei einem Rezidiv eine
Lymphknoten (LK)-Metastase oder eine Organmetastase bekannt,
so wurde dies zur effektiveren Datenverarbeitung zusétzlich in der

Datenbank auf einem Ja/Nein Feld eingegeben.
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2.3.4.2 Histologie
Nach der WHO Klassifikation ergibt sich fiir die histologische

Tumorklassifikation nachfolgendes Schema:

Nicht invasive Mammakarzinome
- Carcinoma duktale in situ (DCIS)
- Carcinoma lobulare in situ (LCIS)
Invasive Mammakarzinome
- Invasives duktales Karzinom
- Invasives duktales Karzinom mit dominierender
intraduktaler Komponente
- Invasives lobuldres Karzinom
- Muzinoses Karzinom
- Medulldres Karzinom mit Varianten:
o Papilldres
o Tubuldres
o Adenoid-zystisches
o  Sekretorisches
o Apokrines
- Karzinom mit Metaplasie:
o Lipid-sezernierendes
o Kleinzelliges
o Siegelringzell
- Morbus Paget:
intradermale Tumorzellmanifestation bei intraduktalem
Karzinom

Tabelle 2. Histologische Tumoreinteilung nach WHO'’

Die histologische Klassifikation, das TNM und das Grading
wurden aus den Krankenakten, der histologischen Diagnose, aus
Arztbriefen oder Tumorpissen iibernommen. Dabei war es ohne
Belang, ob die Patientin unter Behandlung war oder sich in der
Nachsorge befand. Die Diagnose wurde mit dem histologischen
Nachweis gesichert und der =zeitliche Beginn mit der
Diagnosestellung erfasst. Dieser Zeitpunkt konnte auch, da es sich

um eine retrospektive Studie handelt, Jahre zuriickliegen.

2.3.4.3 Grading

Beim Zellgrading handelt es sich um eine Punktbewertung der
Zelldifferenzierung erstmals von Bloom und Richards 1957
vorgestellt und u.a. von Elston und Ellis modifiziert' ™.
Mammakarzinome werden danach in 3 ,,Grading Gruppen*
eingeteilt. In mehreren Studien wurde ein Zusammenhang

zwischen Prognose und Chemosensibilitdt und dem histologischen
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Grading festgestellt. Daher wird das Grading eines Tumors als

Entscheidungshilfe fiir die weitere Therapie verwendet'*'7>*,

Tubuliire Differenzierung

Gut (meist reife Tubuli), >75% 1 Punkt
MaiBig (unreife Tubuli), 10-75% 2 Punkte
Gering oder fehlend, < 10% 3 Punkte
Zellkernpolymorphie

Gering (liberwiegend isomorphe Kerne) 1 Punkt
MaiBig (mittelgradige Form- und Grofenveriation) 2 Punkte
Stark (hochgradige Form- und GroBenvariation) 3 Punkte
Mitoseanzahl

Anzahl der Mitosen in 10 HPF bei 400facher Vergrosserung

<10 Mitosen 1 Punkt
10-20 Mitosen 2 Punkte
> 20 Mitosen 3 Punkte
Bewertung

3-5 Punkte = gut differenziertes Karzinom, G1

6-7 Punkte = miBig differenziertes Karzinom, G2

8-9 Punkte = wenig differenziertes Karzinom, G3

Tabelle 3. Internationale Klassifikation des

Tumorzellgradings nach Elston und Ellis''
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2.3.5 Die Analyse der Gene p53 und p21

2.3.5.1 Analysemethode

Nach der Blutabnahme wurden die Proben kurz geschiittelt um eine
gleichmissige Vermengung mit dem Antikoagulantien zu sichern.
Das abgenommene Blut wurde mit einer fortlaufenden Nummer
gekennzeichnet, welche auf dem  Einwilligungs- und
Anamnesebogen vermerkt wurde. Innerhalb von 12h wurden die
Proben auf -73°C gekiihlt und bis zum Abtransport bei dieser
Temperatur belassen. Zum Transport in das Analyselabor wurden

die Proben auf Trockeneis von 78,5°C gelagert. Der Transport

Nach der Ankunft im Labor von Sequenom, San Diego, USA
wurden die Proben auf Vollzdhligkeit tiberpriift, die Proben anhand
der Nummerierung mit den elektronisch iibermittelten
Anamnesedaten abgeglichen und fiir die Analyse auf

Raumtemperatur erwéirmt.

Die Proben wurden auf den Genort S31R des p21 Gens und auf den
Genort R72P von p53 Gen untersucht und per Genchip die
entsprechenden Abschnitte analysiert. Die Genanalyse selbst wurde
mit einem sogenannten Genchip der Firma Sequenom, San Diego,

USA, vorgenommen.

2.3.6 Material und Methode

2.3.6.1 Primer Design

Die Spectrodesigner Software (http://www.sequenom.com/) wurde
verwendet um die PCR Primer zu designen, die den SNP flankieren
und Produkte von 80-120bp Linge erzeugen. Die PCR Primer
wurden so gewdhlt, dass sie mindestens 10bp vom SNP entfernt
waren und  bestimmte  Kompositionskriterien  erfiillten:
G+C 40-70%, Mischung aus allen 4 Basen, Verteilung der Basen

im Primer (maximal vier Wiederholungen derselben Base
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hintereinander erlaubt). Die erstrebte Schmelztemperatur lag bei

60°C.

Der Extensionsprimer wurde so gewihlt, dass er genau neben den
SNP zum Liegen kam und die Extension iiber dem SNP
verniinftige Abbruchprodukte ermoglicht.
Die erstrebte Schmelztemperatur war 53°C.
Alle Primer wurden darauf iiberpriift, dass sie nur eimal im Genom
binden und nicht miteinander interagieren. Der PCR Primer, der
den Strang komplementidr zum Extensionsprimer erzeugt, wurde
zusitzlich mit einer Universalsequenz versehen, die spiter den

Einbau eines Biotinmolekiils ermoglichte.

2.3.6.2 DNA Quantifizierung

Genomische DNA Konzentrationen wurden mit Hilfe von
Picogreen von Invitrogen (Carlsbad, USA) anhand des
Herstellerprotokols bestimmt. Zur Messung der Fluoreszenz wurde
ein Ascent Fluoreszenzmesser verwendet (Aktivierung mit 485nm,
Abstrahlung 538nm). Die DNA Proben wurden auf Sng/ul

gebracht, wovon 5 pl fiir die PCR verwendet wurden.

2.3.6.3 PCR Protokoll

Die PCR wurde unter standardisierten Bedingungen durchgefiihrt.
Das Gesamtvolumen betrug 50ul, darin enthalten waren 25ng
genomischer DNA, 1 Einheit der Taq-Polymerase (Hotstar Qiagen,
Chatsworth), 200umol von jedem dNTP, 25pmol des
genspezifischen PCR Primers 1, 2pmol des genspezifischen PCR
Primers 2 mit dem Universalsequenz und 10pmol des biotinylierten
Universalsequenz Primers. Der PCR Primer 2 erzeugte den zum
MassEXTEND  Primer  komplementiren =~ DNA  Strang.
Die Temperaturbedingungen waren wie folgt: eine anfingliche
Denaturierung bei 95°C fiir 15 Minuten, gefolgt von 45 Zyklen bei
95°C fiir 20s, 56°C fiir 30s , und 72°C fiir 20s und abschlieend
1 Zyklus bei 72°C fiir 3min.
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2.3.6.4 Vorbereitung der Einzelstrang DNA fiir die
MassEXTEND Reaktion

Die PCR Produkte wurden iiber den Biotinrest an streptavidin-
beschichteten paramagnetischen Micropartikeln, so genannten
Beads (Dynal, Oslo), immobilisiert. Danach wurde der
Doppelstrang unter Verwendung von 50ul von 0,IM NaOH bei
Raumtemperatur denaturiert. Nach Entfernung der NaOH Losung
und Neutralisation mit 10mM TrisHCI Losung wurden die Beads
mit den einzelstringigen PCR Produkten fiir die MassEXTEND

Reaktion verwendet.

2.3.6.5 Primer Extension Protokol

MassEXTEND Reaktionen wurden mit Hilfe eines genspezifischen
Extensionsprimers und einem SNP-spezifischen Nukleotid-
Terminationsmix durchgefiihrt. Dieser Terminationsmix ermoglicht
die Verldangerung der Primers oder den Abbruch des Stranges, je
nach Nukleotid an der SNP-Stelle. Das Reaktionsvolumen war
I5ul und enthielt 1 Einheit Thermosequenase (Amersham,
Pharmacia), 50umol des entsprechenden Terminationsmixes und
10pmol  des  testspezifischen = MassEXTEND  Primers.
Die Extensionsreaktion wurde unter folgenden Bedingungen
durchgefiihrt: eine initiale Denaturierung bei 80°C fiir 30s gefolgt
von 3 Zyklen bei 45°C fiir 15 s und 72°C fiir 1 min.

Die Extensionsprodukte wurden mit Ammoniumhydroxyd
solubilisiert. 15nl jeder Probe wurden dann mit einer

piezoelektrischen Pipettiervorrichtung auf einen SpectoCHIP

aufgetragen.
p21 pS3
Primer 1 gtccgtcagaacccatgegg | aagacccaggtccagatg
Primer 2 ctccagtggtgtcggtgac gecggtgtaggagetgctg
Extensionsprimer |cagcgagcagctgag gccagaggctgetecce
Terminationsmix |ddC ddG ddT dA ddA ddC ddT dG
Tabelle 4. Primer und Terminationsmixiibersicht
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2.3.6.6 MALDI-TOF Massenspektrometrie

Nachdem die Produkte mit der Matrix (3-hydroxy-picolinic Sdure)
auf dem 384-well Chip homogene Kristalle geformt hatten, wurde
der Chip in einem MassARRAY Massenspektrometer (MS)
(Bruker-Sequenom, San Diego, USA) vermessen. Hierzu wurden
die Kristalle mit einem 337nm Laserimpuls beschossen. Dabei
wurden die Extensionprodukte aus der Matrix gelost, ionisiert und
durch ein elektrisches Feld im Massenspektrometer beschleunigt.
Die Geschwindigkeit war umgekehrt proportional zum Masse-
Ladung Quotienten und je grosser die Masse (je ldnger die
Produkte), desto langer war die Flugzeit (MALDI-TOF: Matrix-
assisted Laser Desorption Ionization/Time-of-flight). Diese
Massenspektra wurden digitalisiert und mit einer Software
(SpectroTYPER) analysiert, die auf Algorithmen zur
Baselinekorrektur, Peakidentifikation und Peakfldchenkalkulation
basiert. Zur Analyse der DNA der einzelnen Patientinnen wurde die
selbe Methodik verwendet, jedoch nur eine DNA Menge von 2,5ng
pro Patientin.

Die Nukleotidzusammensetzung des unmutierte p5S3 Gens ist unter
http://www.pubmed.com/** verdffentlicht und in folgender Tabelle
auszugsweise wiedergegeben. Die in dieser Studie untersuchte

Punktmutation am Nukleotid 72 wurde rot gekennzeichnet.

5’-
TGGAGGGCTG
TGAGGACCTG

GGGACCTGGA GGGCTGGGGG
GTCCTCTGACT GCTCTTTTC

GCTGGGGGGC
ACCCATCTAC

AGTCCCCCTT
GTCCCCGGAC
GGTCCAGATG
C/G
CGTGGCCCCT
GCACCAGCCC
CCCAGAAAAC

GCCGTCCCAA
GATATTGAAC
AAGCTCCCAG

GCACCAGCAG
CCTCCTGGCC
CTACCAGGGC

CTTCTTGCAT TCTGGGACAG
GTCAGTTGCC CTGAGGGGCT GGCTTCCATG AGACTTCAAT

GCAATGGATG
AATGGTTCAC
AATGCCAGAG

CTCCTACACC
CCTGTCATCT

AGCTACGGTT

CCAAGTCTGT

ATTTGATGCT
TGAAGACCCA
GCTGCTCCCC

GGCGGCCCCT

TCTGTCCCTT
TCCGTCTGGG
GACTTGCACG

Tabelle 5.

Auszug aus der p53 DNA Sequenz’>

Hierbei stehen die angegebenen Buchstaben fiir den

Anfangsbuchstaben des Nukleotides (Adenin, Guanin, Thymin und

Cytosin). Drei Nukleotide codieren fiir eine Aminosdure im
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Protein, bzw. fiir Start- oder Stop-Sequenzen innerhalb des

Genoms.

Beim Menschen kommen jedoch nur 20 Aminosduren vor. Die
meisten Aminoséduren werden von mehreren
Nukleotidkombinationen  codiert. Dies erklart, weshalb
unterschiedliche genetische Codes zu denselben,

funktionstiichtigen Proteinen fiihren konnen.

Die Hiufigkeit derartiger ,Schwankungen’ werden fiir das p53 Gen

in untenstehender Tabelle als sog. Allelhdufigkeit angegeben:

Hardy-Weinberg Wahrscheinlichkeit: 0.855
Geschitzte durchschnittliche Heterogenitidt:  0.494

Diese Zahlen wurden von Thorisson und Nickerson anhand einer
Analyse von 283 Proben auf http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

veroffentlicht.

Die geschitzte durchschnittliche Heterogenitit gibt den Grad der
Ubereinstimmung der beiden Gene in einem humanen diploiden

Chromosomensatz an.

Fiir die Position 72 ist die Verteilung fiir Cytosin und Guanin wie

folgt:

@)

0.457
G 0.543

Dies bewirkt im Protein einen Austausch der Aminosidure Arginin

zu Prolin”’.
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Das unmutierte p21 Gen ist wie folgt beschrieben:

5-
GGCCTCCTGT GGGAAGGAAG CAGGAAGACC
AGCTGGAAGG AGTGAGAGAG ACCCTCTGGT
AGGAAGACGT CACCTGAGGT GACACAGCAA
AGCCCGGCCA GGTAACATAG TGTCTAATCT
CCGCCGTGAC CAGGGCCTTC CTTGTATCTC
TGCTGCAGGC GCCATGTCAG AACCGGCTGG
GGATGTCCGT CAGAACCCAT GCGGCAGCAA
GGCCTGCCGC CGCCTCTTCG GCCCAGTGGA
CAGCGAGCAG CTGAG C/A
CGCGACTGTG ATGCGCTAAT GGCGGGCTGC
ATCCAGGAGG CCCGTGAGCG ATGGAACTTC
GACTTTGTCA CCGAGACACC ACTGGAGGGT
GACTTCGCCT GGGAGCGTGT GCGGGGCCTT
GGCCTGCCCA AGCTCTACCT TCCCACGGGG
CCCCGGCGAG GCCGGGATGA GTTGGGAGGA
GGCAGGCGGC CTGGCACCTC ACCTGCTCTG
CTGCAGGGGA CAGCAGAGGA AGACCATGTG
GACCTGTCAC TGTCT

Tabelle 6. Auszug aus der Sequenz des p21 Gens™”

In der Nukleotidsequenz des Genes p21 werden zum einen eine
Mutation von Cytosin nach Thymin in der 3’ untranslated Region,
20bp vor einem Stop Codon beschrieben, sowie ein Ersatz des

Cytosin (C) durch Adenin (A) im Codon 31.
Die Verteilung dieser beiden Allele wird angegeben mit:

A 0.248
C 0.752

Die Anderung im Codon fiihrt zu einem Austausch der Aminosiure

Seronin durch Arginin im Protein.

Diese Punktmutation wurde in unserer Studie genauer untersucht

und die betreffende Stelle in der Nukleotidsequenz mit rot markiert.

In Analogie wurde iiber einen Zusammenhang zwischen der
Variante an der Position 94 von Adenin zu Thymidin und

Brustkrebs berichtet™.
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Insgesamt gilt fiir das p21 Gen die untenstehende Verteilung

(Probenanzahl n=568):
Hardy-Weinberg Wahrscheinlichkeit: 0.979

Geschitzte durchschnittliche Heterogenitit: 0.450

Zur Veranschaulichung des rdumlichen Aufbaus, der durch die

beiden Gene codierten Proteine, sind die Strukturen in Abbildung 3 [ Kommentar [FES]: Doppelpunkt
P : Doppelpun

2.3.7 Studienprozess am Patienten und

Studienkriterien

2.3.7.1 Aufklirung und Einverstindnis

In einem ausfiihrlichen Gespriach wurde den Patientinnen das Ziel
der vorliegenden Studie und der Wirkmechanismus der zu

untersuchenden Gene erklart.

Durch das Unterschreiben der Zustimmungserkldrung bestitigte die
Patientin die Aufkldrung verstanden zu haben und erteilte ihr
Einverstindnis fiir das von der Ethikkommission gepriifte und

genehmigte Studienprotokoll.

2.3.7.2 Blutentnahme

Es wurde 2 x 3 ml EDTA Blut entnommen. Die Proben wurden mit
der Studiennummer der Patientin versehen und am selben Tag bei

-70°C bis zum Abtransport eingefroren.

Die gesammelten Proben wurden per Kurier in Trockeneis nach
San Diego zur Genanalyse an die Firma Sequenom versandt und
die zugehorigen Patientendaten wurden elektronisch verschliisselt
per Email an das Labor iibermittelt. Nach dem Eintreffen der
Proben wurden diese auf Vollstindigkeit kontrolliert, den

klinischen Daten zugeordnet und die Analyse durchgefiihrt.
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2.3.7.3 Studienkriterien

Die Kriterien zum Einschluf} in die Studie waren eine Erkrankung
an Brustkrebs und das Fehlen eines Zweitmalignoms fiir die
Karzinomgruppe, bzw. das Fehlen irgendeiner malignen

Erkrankung bei den Patientinnen der Kontrollgruppe.

Zum Zwecke der besseren Vergleichbarkeit wurden Matched Pairs
mit den Kriterien der selben Abstammung und einem

Altersunterschied von max. +/- 3Jahren gebildet.

Bei Abschluss der Rekrutierung waren in der Karzinomgruppe 427
Patientinnen und in der Kontrollgruppe 387 Patientinnen. Aufgrund
von fehlenden Angaben in der Anamnese, nicht ausreichender
Probenmenge, sowie fehlendem Matched Pair Partner oder
bekannter belastender Familienanamnese wurden 275 Proben je

Gruppe versandt und analysiert.

Nach Erhalt der Analyseergebnisse konnten 247 Matched Pairs mit
vollstdndigen Anamnese- und Analysedatensitzen gebildet werden.
Die statistische Auswertung der Analyseergebnisse erfolgte unter
Verwendung der Software SPSS 11.0 (Version 2001) von SPSS

Inc.
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3 Ergebnisse

Die vorliegende Studie rekrutierte von Mai 2000 bis November

2001 Mammakarzinom- und Kontrollpatientinnen.

Insgesamt beantworteten 427 Patientinnen mit einem histologisch
gesicherten Mammakarzinom und 387 Patientinnen ohne eine
Karzinomerkrankung den Fragebogen. Bei jeweils 275
Patientinnen jeder Gruppe wurden die genetischen Untersuchungen
durchgefiihrt. Wir erhielten hierbei insgesamt von 512 Patientinnen
(259 der Karzinom-; 253 der Kontrollgruppe) ein auswertbares

Ergebnis an den beiden Gen Loci.

3.1 Abstammung

Um genetische Faktoren ausschlieen zu konnen, die auf ethnische
Unterschieden beruhen, war nach der Abstammung der Eltern
gefragt worden. Die meisten Patientinnen waren deutscher

Abstammung wie der Tabelle 7 zu entnehmen ist.

Aufgrund der fehlenden Matched Pairs oder der geringen Fallzahl
wurden Patientinnen anderer Abstammung von der Auswertung
ausgeschlossen, so dass die vorliegende Arbeit jeweils 275
deutsch-stimmige Patientendaten in der Karzinom- und der

Kontrollgruppe untersuchte und verglich.

Abstammung Karzinomgruppe | Kontrollgruppe
Spanisch/Spanisch 1 0
Griechisch/Griechisch 1 3
Deutsch/Deutsch 391 336
Holldndisch/Holldndisch 1 0
Sonstige/Sonstige 9 14
Tiirkisch/Tiirkisch 3 6
Jugoslawisch/Jugoslawisch 19 26
Tschechisch/Tschechisch 0 2
Summe 427 387

Tabelle 7. Aufteilung der Patientinnen nach familidrer

Abstammung
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3.2 Familienanamnese

Alle Studienteilnehmerinnen wurden bzgl. Tumorerkrankungen bei

blutsverwandten Angehorigen bis zum 2. Verwandschaftsgrad

befragt.
Familidre Belastung mit Karzinomgruppe Kontrollgruppe
Mammakarzinom 62 (14,52%) 38 (9.82%)
Sonstige Karzinome 156 (36,53%) 129 (33,33%)
Tabelle 8. Familienanamnese maligner Erkrankungen

Wie zu erwarten — sieche Tabelle 8 — war die Anzahl mit einer
familidren Belastung fiir maligne Erkrankungen in der Gruppe der
Karzinompatientinnen (51,05%) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (43,15%) groBer. Dieser Unterschied war noch
eindeutiger, betrachtete man nur die familidre

Mammakarzinombelastung (14,52% versus 9,82%).

3.3 Alter und Erkrankungsdauer der Patientinnen
im Gesamtkollektiv

Das Durchschnittsalter der Kontrollgruppe war mit 55,25 Jahren
(min. 19 Jahre, max. 87 Jahre; Fallzahl n=275) vergleichbar mit
den 59,44 Jahren (min. 22 Jahre, max. 87 Jahre; Fallzahl n=275)

der Karzinompatientinnen.

Die durchschnittliche Erkrankungsdauer gerechnet ab dem Stellen
der Erstdiagnose Mammakarzinom betrug 47,16 Monate. (min. 0

Monate, max. 301 Monate).

Bei Betrachtung der Patientinnen bei denen
Lymphknotenmetastasen (Nodal positiv) bekannt waren, ergab sich
ein Durchschnittsalter von 59 Jahren (min. 27 Jahre, max. 87 Jahre)
und eine mittlere Erkrankungsdauer von 41,03 Monaten (min. O
Monate, max. 300 Monate).
Fir Nodal negative Patientinnen errechnete sich das

Durchschnittsalter mit 60,40 Jahren (min. 22 Jahre, max. 84 Jahre)
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und die Erkrankungsdauer mit 53,65 Monate (min. 0 Monate, max.

301 Monate).

3.4 Postmenopausenstatus und Hormontherapie

Von den befragten Patientinnen gaben in der Kontrollgruppe 175
(63,6%) und in der Karzinomgruppe 226 Patientinnen (82,2%) an,

postmenopausal zu sein.

Eine Hormonersatztherapie erhielten in der Kontrollgruppe von 80
(29,1%) Patientinnen. Wihrend in der Karzinomgruppe nur 17

(6,2%) Patientinnen Hormone substituierten.

Eine Ostrogenantagonisteneinnahme (z.B. Tamoxifen,
Aromatasehemmer) wurden in der Karzinomgruppe von 54
(19,6%) Patientinnen eingenommen. Keine der Patientinnen aus

der Kontrollgruppe gab eine Einnahme von Ostrogenantagonisten

an.
Menopausenstatus Karzinomgruppe Kontrollgruppe
Priamenopausal 49 (17,8%) 100 (36,4%)
Postmenopausal 226 (82,2%) 175 (63.3%)
Hormontherapie 17 100
Ostrogenantagonisteneinnahme 60 0
Menopausenstatus
(Matched Pairs)
Priamenopausal 42 (15,3%) 84 (30.5%)
Postmenopausal 205 (74,6%) 163 (59,3%)
Gesamt (275) Karzinomgruppe Kontrollgruppe
Hormontherapie 17 80
Ostrogenantagonisteneinnahme 54 0

Tabelle 9. Menopausenstatus und Hormontherapie bei

Karzinomerkrankung und in der Kontrollgruppe
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3.5 Tumordaten

3.5.1 Allgemeine klinische und biochemische Angaben zur

Karzinomgruppe

In der untenstehenden Tabelle 10 sind die Basisdaten der

Patientinnen und ihres Mamma—Karzinoms zusammengefaf3t.

Karzinomgruppe 275
Alter

<40 10

> 40 265
Durchschnittsalter Karzinomgruppe

< 59,44 132

> 59,44 143
Lymphknotenbeteiligung

LK + 101

LK - 174
Histologisches Grading

Gut/mittelmissig differenziert 210

Schlecht differenziert 45
Tumorgrofie

<2cm 192

> 2cm 71

Tabelle 10.  Allgemeine klinische und biochemische

Angaben der Karzinomgruppe

Die Patientinnen waren durchschnittlich 59,4 Jahre alt. Die
Mehrheit hatte einen, gut bis mittelmifig differenzierten®, bis 2 cm

grofBen Tumor ohne Lymphknotenbefall.
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3.5.2 TNM Stadium

Die  Tabelle 11  zeigt die  Zusammenstellung  der

TNM Klassifikation aller eingesendeten 275 Patientinnen:

pT Anzahl Anteil (%)
pTis 8 2,9

pT1 19 6,9

pTla 18 6,6

pTlb 61 22,1

pTlc 96 34,8

pT2 65 23,6

pT2b 2 0,8

pT3 2 0,8

pT4 1 0,4

pT4 b 3 1,1
Summe 275 (100)

pN Anzahl Anteil (%)
pNO 174 63,3

pN1 11 4

pNla 4 1,5

pN1b 7 2,5

pN1bi 17 6,2

pN1bii 5 1,8

pN1biii 38 13,8
pN1biv 9 3,3

pN2 8 2,9

pNx 2 0,7
Summe 275 (100)

M Anzahl Anteil (%)
MO 255 92,7

Ml 18 6,7

M2 1 0,3

Mx 1 0,3
Summe 275 (100)

Tabelle 11.  Verteilung des TNM Stadiums der

Mammakarzinome in der vorliegenden Studie

3.5.2.1 Tumorgrofie
73,4% der Mammakarzinome (pTis bis pT1c) hatten zum Zeitpunkt

der Diagnose eine Grofe bis 2 cm erreicht.

Insgesamt errechnete sich eine mittlere Tumorgroe von 2,4 cm.

3.5.2.2 Lymphknotenmetastasen

174 der 275 Karzinompatientinnen (63,3%) hatten keine

Lymphknotenmetastase. Bei 101 der an einem Mammakarzinom



Erkrankten (36,7%) war ein Befall eines oder mehrerer
Lymphknoten angegeben worden. Der hiufigste Befund: ,pN1biii*

entspricht Metastasen in 4 oder mehr LK zwischen 0,2 und 2 cm.

3.5.2.3 Organmetastasen

Bei 20 (7,3%) Patientinnen waren Organmetastasen diagnostiziert

worden.
Organsystem Anzahl Anteil (%)
Knochenmetastasen 11 55
Lebermetastasen 3 15
Lunge 2 10
ZNS 1 5
Abdomen 1 5
Hautmetastasen 1 5
Mediastinale Metastasen 1 5
Summe 20 100

Tabelle 12.  Organmetastasenverteilung

Dabei hatten 4 (1,45%) Patientinnen mehr als ein befallenes
Organsystem. Am héufigsten fanden sich Knochen- (55%), Leber-
(15%) und Lungenmetastasen (10%).

Diese Ausbreitung entspricht dem bekannten

Metastasierungsmuster des Mammakarzinoms.

3.5.3 Histologie

Die Anzahl der Carcinoma in situ (CIS) ist mit insgesamt 11 Fillen

sehr niedrig.

Wie eingangs schon erwihnt, wurde das CIS nur dokumentiert,
wenn kein invasives Karzinom in der Histologie angegeben worden

war.
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Bei den feingeweblichen Befunden innerhalb der Karzinomgruppe

ergab sich folgende Aufteilung:

Histologie Anzahl Prozentanteil
Adeno Karzinom 2 0,73
Carcinoma in Situ 2 0,73
DCIS 8 2,90
LCIS 1 0,37
Gallert 1 0,37
Inflammatorisch 2 0,73
Papillar 5 1,81
Duktal 124 45,1
Ductulo-lobulér 9 3,27
Komedo 2 0,73
Lobulire 68 24,70
M. Paget 1 0,37
Medulire 6 2,18
Muzinose 4 1,46
Szirrhos 15 5,45
Szirrhos-duktal 19 6,90
Tubulire 6 2,19
Summe 275 (100)
Tabelle 13. Histologische Verteilung der
Mammakarzinome

Wie anhand der Gegeniiberstellung der Zahlen aus dem ,,Manual
des Tumorzentrum Miinchen (TZM) mit Empfehlungen zur
Diagnostik, Therapie und Nachsorge fiir Mammakarzinome*®
(Tabelle 14) zu entnehmen ist, ist die Anzahl der ,seltenen’
histologischen Subtypen relativ hoch im Vergleich zum ,normalen’
duktalen Mammakarzinom.

So sind in den Studiendaten jeweils 3 Patientinnen mit einem

histologisch ~ gesicherten =~ Morbus  Paget und  einem

inflammatorischen Mammakarzinom erfasst.



Histologischer Typ Hiufigkeit laut Anzahl im Kollektiv
TZM ohne M. Paget und CIS
Duktales Karzinom 65-80% 169 (65%)
Lobulédres Karzinom 6-15% 68 (26,2%)
Medulires Karzinom 3% 6 (2,3%)
Tubulédres Karzinom 1-15% 6 (2,3%)
Muzinéses Karzinom 1-2% 4 (1,5%)
Papilldres Karzinom 1-7% 5 (1,9%)
M. Paget/inflamm 3
Carcinoma in situ 11
Summe 275
Tabelle 14.  Hiufigkeiten der histologischen Diagnose®

3.5.4 Grading

Bei den 275 eingesandten Tumoren ist eine Anhdufung von
G2 Tumoren zu Lasten der als G3 bewerteten zu erkennen.
Die Studienzahlen werden in Tabelle 15 mit den Daten aus dem

Tumorzentrum Miinchen dargelegt®.

Grading Anzahl Tumorzentrum Miinchen
Gl 31 (11,27%) 8,5%
G2 179 (65%) 55,4%
G3 45 (16,36%) 36,1%
Nicht angegeben 20 (7,27%)
Tabelle 15. Tumorgrading



3.6 Genanalyse

3.6.1 Klinische und biochemische Angaben der Kontroll- und
Karzinomgruppe

Das Ziel der Analyse war die Uberpriifung eines Zusammenhangs

zwischen den beiden Genen p53 und p21 mit den beiden Varianten

R72P (Exon 4) wund S31R (Exon 2) und einer

Mammakarzinomerkrankung.

Karzinomgruppe Kontrollgruppe
Altersrange Matched 22-87 (59,26) Jahre 23-87 (58,36) Jahre
Pairs (Durchschnittsalter) | n=275 n=275
p53 Anzahl (Prozent) Anzahl (Prozent)
P53 ccC 17 (6,18%) 14 (5,09%)
R72P CG 108 (39.27%) 103 (37.46%)
GG 138 (50,18%) 137 (49,82%)
Fehlende 12 (4,36%) 21 (7,36%)
p21
P21 CA 45 (16,36%) 28 (10,18%)
S31R cC 228 (82.91%) 244 (88,73%)
Fehlende 2 (0,73%) 2 (0,73%)

Tabelle 16.  Klinische und biochemische Angaben der

Kontroll- und Karzinomgruppe

In obiger Tabelle sind das Alter der Jiingsten und Altesten
Patientin,  Durchschnittsalter, Menopausenstatus und  die
analysierten Allelformen (CC, CG und GG bzw. CA und CC) zum

besseren Vergleich gegeniibergestellt.

Um die Mutationsangaben zu iiberpriifen wurde in einem néchsten
Schritt eine Gegenprobe zu den bekannten Hiufigkeitsangaben

gemacht. (siehe 3.6.2)

3.6.2 Gegenkontrolle
Um systematische Fehler auszuschliefen wurden die aufgetretenen

Genotypen mit der Hardy Weinberg Gleichung in der
Kontrollgruppe verglichen.
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Die Angaben hierzu sind in untenstehender Tabelle 17

zusammengestellt:
A. freq D v P-Wert
p21 |0.9486166 -0.002640254 0.742309 0.3889222
pS3 | 0.7371542 -0.009799403 0.647144 0.4211356

Tabelle 17.  Gegenkontrolle der Genotypen

Daraus zeigt sich, dass das Studienkollektiv keine signifikante

Abweichung zu anderen Untersuchungen ergab™.

Zudem zeigt die Tabelle die beobachtete relative Allelehdufigkeit
(A.freq) fiir jedes der beiden analysierten SNPs (R72P und S31R).

3.6.3 Analyseergebnisse

Die 550 eingesandten und analysierten Blutproben ergaben,
aufgeteilt in die beiden Gruppen, die in Tabelle 18 aufgefiihrten

Ergebnisse.

Insgesamt waren in der Karzinomgruppe 256 Proben und in der

Kontrollgruppe 253 Proben fiir beide Genloci auswertbar.

Die Hiufigkeit der Genotypen und die FErgebnisse bzgl. der
Hypothese sind in Tabelle 18 aufgefiihrt.

Bei der p21 Genvariante (CA) ist ein signifikanter Zusammenhang

zur Erkrankung an einem Mammakarzinom feststellbar.

In beiden Gruppen waren die Fehlquoten zwischen 1-8% pro

Analysegruppe.

In der folgenden Aufstellung aller eingesandten Proben, wurden die
auswertbaren Ergebnisse mit einem j2-Test auf Signifikanz
getestet. Die Ergebnisse sind ebenfalls aus Tabelle 18 zu

entnehmen.
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Karzinomgruppe | Kontrollgruppe Test Statistik
p21 (CO) 228 (83,5%) 244 (89,7%) x21=4,499
P =0,03391
Fisher exakt Test:
P=0,04366
P53 (CO) |17 (63%) 14 (5.5%) %2,=0,11
P=0,94502
(CG) 108 (41,1%) 103 (40,5%) nicht signifikant
(GG) 138 (52,6%) 137 (54%)
p21:p53 115 44,9%) 121 (48,2%) nicht signifikant
(CC:GG)
(CC:CG) 91 (35,5%) 92 (36,6%)
(CC:.CO) 12 4,7%) 12 (4,8%) nicht signifikant
(CA:CO) 5 Q%) 3 (1,1%) x25=4,5
P=0,48022
(CA:CG) 15 (6,2%) 10 (4%) nicht signifikant
(CA:GG) 23 9%) 13 (5,2%) nicht signifikant
Tabelle 18.  Haufigkeit der einzelnen Mutationen und

y2-Testung gegeniiber dem gesunden Kontrollkollektiv

Um eine Verbindung zwischen den Genotypen der einzelnen SNPs
und dem Mammakarzinom zu untersuchen wurde ein einfacher

x2-Test durchgefiihrt.

Unter Verwendung eines normalen Signifikanzlevels von o= 0.05
ergab sich eine statistische Signifikanz fiir das untersuchte p21 wild
type (CC) Allel und einer Erkrankung am Mammakarzinom
(Tabelle 18).

Hierbei zeigten die Karzinomfille eine erhohte Anzahl von CA
Genotypen im Vergleich zu den Kontrollen. Zur Sicherung dieser
Aussage wurde ein ,Fischer-Exakt-Test* durchgefiihrt, welcher
bessere Ergebnisse bei niedrigen Fallzahlen zeigt. Dieser Test

bestitigte die Signifikanz (P=0,04366).
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Zusitzlich zur einzelnen Signifikanztestung wurde auch die
Kombination der beiden SNPs getestet, um mogliche interaktive
Effekte aufzuzeigen. Diese Kombination zeigte keine Signifikanz
im durchgefiihrten y2-Test. Dies wurde auch mit einem ,Fischer
exakt Test’ und iiber ein modelliertes general linear Model

untersucht, die den y2-Test bestitigten.

Die Ergebnisse sind detailiert in der Tabelle 18 aufgefiihrt. Es ldsst
sich somit erkennen, dass nur bei den CC Allelen des p21 Gens ein

signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe besteht.

Das p53 Gen oder auch die Kombination beider Genorte ldsst keine
Riickschliisse auf ein erhohtes Erkrankungsrisiko fiir Brustkrebs

erkennen.

3.6.4 Erkrankungsdauer und Polymorphismus
Die Ergebnisse wurden anhand der Patientendaten dariiber hinaus

nach dem Erkrankungsalter aufgeschliisselt.

Hiermit sollte eine Aussage getroffen werden, ob Patientinnen mit
einer langen oder kurzen Diagnosedauer eine erhohte Rate an

Varianten an den entsprechenden Allelen aufwiesen.
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Erkrankungsdauer | Anzahl der | p21 pS3 p21:p53
in Monaten Karzinome/ | (CA) | (CC) | (CG) | (CC) | (GG) | (CA:CC/CG)
Kontrollen

>61 73/73 10/7 63/65 | 32/27 | 8/3 30/40 | 6/5

Test Statistik ¥*1=0,55379 v1=2,85714 nicht signifikant
P =0,45677 P =0,09097

49-60 10/10 1/1 | 9/9 3/6 ‘ 0/0 ‘ 7/1 0/0

Test Statistik nicht nicht signifikant nicht signifikant.
signifikant

37-48 20/20 3/1 | 16/18 | 9/10 ‘ 0/0 ‘ 11710 | 11

Test Statistik x1=1,1765 nicht signifikant nicht signifikant
P =0,29043

25-36 22/22 4/1 | 18/21 | 6/8 ‘ 1/1 ‘ 14/10 | 111

Test Statistik $1=2,03077 nicht signifikant nicht signifikant
P =0,15414

13-24 39/39 6/4 | 32/35 | 20/15 ‘ 2/0 ‘ 15/22 | 31

Test Statistik $1=0,52143 ¥*1=0,81873 nicht signifikant
P =0,47023 P =0,36556

<12 81/81 18/11 | 63/70 | 33/28 ‘ 5/6 ‘ 42/41 | 9/3

Test Statistik x*1=2,05808 ¥*1=0,07306 ¥*1=3,24000
P =0,15140 P =0,78694 P =0,0716

Aufschliisselung nach Erkrankungsdauer der

Tabelle 19.

Karzinomgruppe und Varianten der gesammelten

matched pair Daten.

In obiger Tabelle werden die Varianten der Karzinom- und

Kontrollproben entsprechend der Erkrankungsdauer der Patientin

aufgelistet. Zur Testung wurden die beiden Patientengruppen iiber

einen y2-Test gepriift. Die Ergebnisse finden sich in der unmittelbar

anschliessenden Spalte. Zur Erlduterung wird p53 (GG) gegen

p53 Gen (nicht GG) bei einer Erkrankungsdauer von weniger als

12 Monaten getestet. Der y2-Test ergibt ein ¥*=0,07306 und

P=0,78694 und somit keinen signifikanten Unterschied.
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Es ist festzustellen, dass in keiner der Untergruppen ein
signifikanter Zusammenhang zwischen den Varianten und der

Erkrankungsdauer zu finden ist.

3.6.5 Alter und Polymorphismus

3.6.5.1 Alter und Polymorphismus: Gesamtkollektiv
Um Einfliisse des Alters auf den Polymorphismus zu iiberpriifen,

wurden die Patientinnen anhand ihres Alters in Subgruppen
eingeteilt. Diese Subgruppen wurden hinsichtlich eines
Zusammenhanges zwischen dem Lebensalter und der Varianten
gepriift. Die erhohte Anzahl der Subgruppe der 50-59 und 60-69
jahrigen  entspricht der typischen  Altersverteilung des

Mammakarzinoms.

Es konnte kein Zusammenhang zwischen den untersuchten Allelen
in den Alterssubgruppen und einer Erkrankung an einem

Mammakarzinom gefunden werden.
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3.6.5.2 Alter und Polymorphismus: Matched Pairs

Alter in Durchschnitts- Erkrankungs- Anzahl der | p21 p53 p21:p53

Jahren alter Karzinome/ | dauer Karzinome/ | (CA) | (CC) | (CG) | (GG) | (CC) | (CA:CcC/CG)
Kontrolle in Monaten Kontrolle

<39 33,80/35,50 11,5 10/10 1/0 9/10 172 9/5 0/1 0/0

Test v*1=1,05263 nicht signifikant

Statistik P =0,30490

40 - 49 45,43/43,70 38,6 30/30 6/1 | 24/28 | 11/12 | 15/15 ‘ 3/0 | 0/1

Test ¥ 1=2,4454 nicht signifikant

Statistik P =0,11808

50-59 54,84/52,84 42,21 74174 13/6 | 60/67 | 25/39 | 40/25 ‘ 5/0 | 6/1

Test x1=2.96477 x’1=3,74873

Statistik P =0,08510 P =0,05285

60 - 69 63,34/62,96 49,47 92/92 17/10 | 74/82 | 42/41 | 41/44 ‘ 7/5 | 9/6

Test v1=2,21967 ¥’ =0,65325

Statistik P =0,13626 P =0,41895

70-79 72,94/73,00 63,97 35/35 477 | 31/28 | 23/13 | 11/19 ‘ 1/3 | 3/3

Test $1=0,97072 nicht signigikant

Statistik P =0,32450

>80 82,83/82,00 5,369 6/6 2/1 | 4/5 | 1/3 572 ‘ 0/1 | 171

Test ¥1=0,44444 ¥1=0.11583

Statistik P =0,50499 P =0,73360

Aufschliisselung der 247 Matched Pair

Tabelle 20.

Datensétze mit vollstindigem Ergebniss

Zur besseren Ubereinstimmung der klinischen Daten, wurde im

Patientenklientel

das

folgenden
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sowohl je Alterstufe (<39, 40-49, 50-59, 60-69, 70-79, >80) als

auch mit der Matched Pair Probe verglichen.

Als Nullhypothese fiir die Analyse wurde angenommen, dass
jingere Patientinnen hiufiger die untersuchten Mutationen
aufweisen. Bei der Analyse der Matched Pairs in der
entsprechenden Altersstufe konnte keine signifikante Abhéingigkeit
der Varianten in Abhingigkeit des Alters im Vergleich der
Karzinomgruppe gegeniiber der Kontrollgruppe nachgewiesen

werden.

3.6.6 TNM und Polymorphismus

3.6.6.1 Tumorgrofie

Um einen Zusammenhang zwischen der Tumorgrofle nach dem
TNM System und dem untersuchten Polymorphismus zu erkennen,
ist Tabelle 21 geeignet. Hierin wurden die Proben nach dem TNM
System und den einzelnen Varianten aufgelistet. So waren
insgesamt 96 Tumore als pT1c erfasst worden. Diese teilten sich an
der Aminosdureposition 72 des Genes pS53 wie folgt auf:

CC:4/CG:36/GG:51.

Fiir die Aminosédureposition 36 im p21 Gen waren 81 mit CC und
15 mit CA bestimmt worden. Fiinf der Tumore waren von der

Konstellation p53:p21 (CC/CG:CA).

Aus der Gesamtiibersicht ldsst sich entnehmen, dass die meisten
Tumore im Stadium pT1b, pT1lc und pT2 erfallit wurden. In der pT2
Tumorgruppe finden sich 8 Fille mit der Allelkombination p53:p21
(CC/CG:CA).
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TNM Anzahl |p53 p21 p53:p21
(CC)/(GG)/(CG) (CO)/(CA) (CC/CG):(CA)

pT1 19 3/11/4 1772 1

pTla 18 0/6/11 1472 2

pT1b 61 5/31/23 53/8 3

pTlc 96 4/51/36 81/15 5

pT2 65 2/33/28 49/16 8

pT2b 2 0/0/2 2/0 0

pT3 2 1/0/0 1/1 0

pT4 1 0/1/0 1/0 0

pT4b 3 111 3/0 0

Summe 267 16/134/105 221/44 19
Tabelle 21.  TumorgroBe und Polymorphismus

Um auszuschliessen, dass Malignome mit einem giinstigeren

Verlauf nicht {iberreprisentiert sind, wurde eine Untergruppe mit

einer Erkrankungsdauer < 6 Monate erstellt.

Hier zeigte sich in der Gruppe der pT1b, pT1c und pT2 Tumoren 7
Félle mit der Allelkombination p53:p21 (CC/CG:CA). Insgesamt

entsprach die Verteilung dem Gesamtkollektiv.

Erkrankungsdauer < 6 Monate

TNM Anzahl pS3 p21 p53:p21
(CC)(GGY(CG) [(CCH(CA) | (CCI/CG):(CA)
pT1 6 1/4/0 51 1
pTla 3 0/2/1 2/1 0
pT1b 27 3/14/9 22/5 3
pTlc 26 1/12/12 20/6 2
pT2 22 0/13/9 15/7 2
pT2b 1 0/0/1 1/0 0
pT3 1 1/0/0 1/0 0
pT4 0 0 0 0
pT4b 1 0/1/0 1/0 0
87 6/46/32 67/20 8
Tabelle 22.  TumorgroBe und Polymorphismus und

In beiden Gruppen fand sich keine statistische Signifikanz

zwischen der Haufigkeit der Genallele und Tumorgrofle.
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3.6.6.2 Lymphknotenstatus

Zum Nachweis einer moglichen Korrelation mit dem
Lymphknotenstatus wurden die Tumore nach dem TNM System
aufgegliedert und auf Polymorphismen untersucht. Bei der Analyse
mit den Matched Pair Proben ergab sich, in der Gruppe ohne
befallene Lymphknoten mit insgesamt 69 Proben ein
nichtsignifikanter p-Wert von p=0,06312 bei einem y2=3,45338 fiir
die Analyse des p5S3 SNPs. In allen anderen Subgruppen waren die

p-Werte grosser.
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p53 p21 p53:p21
(CC) |(CG/GG) |(CC) (CA) (CC/CG:CA)
Keine Angabe 12 2
pNO 11 | 69/83 148 |22 11
Test Statistik ¥’=0,16321 ¥’=3,45338 x’=0,21343
P=0,68622 P=0,06312 P=1,54799
pN1 3 | 1/6 9 E 1
Test Statistik x’=2,40646 nicht signifikant nicht
P=0,12084 signifikant
pNla 0 |13 3 |1 0
Test Statistik %’=0,00150 nicht signifikant
P=0,96914
pN1b 0 | 3/4 5 E 1
Test Statistik nicht signifikant | %*=0,12761 nicht
P=0,72092 signifikant
pN1bi 0 |5/13 12 E 1
Test Statistik ¥’=0,47789 ¥’=2,77196 nicht
P=0,48938 P=0,09593 signifikant
pN1bii 0 | 1/4 4 E 0
Test Statistik x'=0,15304 nicht signifikant
P=0,69565
pN1biii 3 |20/15 31 |8 4
Test Statistik ¥’=3,08154 ¥’=0,24945 x’=0,39542
P=0,07919 P=0,61746 P=0,72222
pN1biv 0 |4/4 8 E 1
Test Statistik ¥’=0,09834 nicht signifikant y’=1,40834
P=0,75383 P=0,23533
pN2 0 | 4/4 6 |2 1
Test Statistik ¥’=0,09834 ¥*=0,03075 nicht
P=0,75383 P=0,86079 signifikant
Summe 17 |108/138 |228 |45 12
Tabelle 23.  Beziehung zwischen LK Metastasen und

Genotyp
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3.6.6.3 Metastasen

Organsystem Anzahl p53 p21 p53:p21
(CC/GG/CG) | (CC/CcA) (CC/CG:CA)
Knochenmetastasen 11 1/5/5 6/4 3
Lebermetastasen 3 1/0/2 3/0 0
Lunge 2 1/0/1 0/2 1
ZNS 1 0/1/0 1/0 0
Abdomen 1 0/0/1 1/0 0
Hautmetastasen 1 0/1/0 1/0 0
Mediastinale Metastasen | 1 0/1/0 1/0 0
Summe 20 3/8/9 13/6 4

Tabelle 24.  Metastasen und Polymorphismen

Die 20 Fille, bei denen Metastasen angegeben wurden, zeigten in
der Analyse obige Aufschliisselung. Hierbei ergaben die
statistischen Tests (x2 und Fischer exakt Test) weder fiir Metastasen

gesamt, noch fiir die einzelnen Lokalisationen eine Signifikanz.

3.6.6.4 Grading

Zur Uberpriifung eines Zusammenhanges zwischen Tumorgrading
und den Varianten, wurden diese anhand des histologischen

Gradings aufgeschliisselt.

In der statistischen Analyse waren die p-Werte zwischen
P=0,21721 und P=0,87035 gelegen. Die Verteilung der CG/CC:CA
Varianten war in der Gl und G2 Gruppe vergleichbar niedrig.

(G1: 3,2% und G2: 7,1%).

Einzig in der G3 Gruppe war die Variantenkombination
(CG/CC:CA) mit 13,3% hoher.
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Anzahl p53 p21 p53:p21
(CC/GG/CG) | (CCICA) (CG/CC:CA)

G1 Tumore

32 0/16/13 29/3 1

Test v’=0,092222 | ¢’=1,00994 v’=1,07205

Statistik P=0,76137 P=0,31492 P=0,30048

G2 Tumore

183 12/90/71 149/28 13

Test ¥*=0,03506 x’=0,04487 ¥’=1,00994

Statistik P=0,85146 P=0,83225 P=0,31492

G3 Tumore

45 3/20/19 35/10 6

Test ¥*=0,02664 y’=1,52274 ¥’=0,48521

Statistik P=0,87035 P=0,21721 P=0,48713
Tabelle 25.  Polymorphismus und Grading

3.7 Hormontherapie und Polymorphismus

Anzahl |p53 p21 pS3:p21
(CC/GG/CG) | (CC/CA) | (CG/Ce:cA)
Karzinomgruppe
Hormontherapie |17 |3/11/3 14/3 1
Antihormone 54 |2/31/21 45/9 3
Kontrollgruppe
Hormontherapie |80 |3/41/33 72/8 1
Antihormone 0
Tabelle 26.  HRT und Polymorphismus

Bei der Analyse der Daten der Patientinnen, welche Hormone
eingenommen hatten, zeigte sich ein Unterschied zwischen der

Karzinomgruppe und der Kontrollgruppe.

So war bei den 80 Patientinnen der Kontrollgruppe, welche eine
Hormontherapie (HRT) angegeben hatten, bei nur einer Probe die
Varianten CG/CC:CA als Analyseergebnis festgestellt worden. Im
Gegensatz dazu ergab sich bei einer Grosse von n=17 ebenfalls
eine Patientin mit der CG/CC:CA Variante in der Karzinomgruppe.

Dies entspricht einem Verhiltnis von 1,25% zu 5,88%.

Aufgrund der geringen Probenanzahl ist die statistische Analyse

jedoch nicht aussagekriftig.
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4 Diskussion
Bei dieser Studie handelt es sich um eine Fallkontrollstudie.

Diese gezielte Studienform kann die gestellten Fragen am
schnellsten, kostengiinstig und wirtschaftlich beantworten und es
ist ein entsprechend gewichtetes und aussagekriftiges Ergebnis zu

erwarten.

Die Rekrutierung der Patientinnen erfolgte im Rahmen der
senologischen Sprechstunde der  Klinik und Poliklinik fiir
Frauenheilkunde und Geburtshilfe der Universitit Miinchen -

Innenstadt.

In der Karzinomgruppe finden sich iiberproportional Patientinnen,
welche am Beginn ihrer Versorgung/Behandlung stehen oder die
bereits in der Nachsorge sind. Daher sind moglicherweise
besonders schnellwachsende oder frithzeigtig metastasierende
Tumore oder bereits sehr ausgedehnte Tumore im Studienkollektiv

unterreprasentiert.

Um unsere Daten zu untermauern und diesen moglichen Effekt zu
minimieren, wurde eine Untergruppe mit einer Erkrankungsdauer
von 6 Monaten oder weniger gebildet. Da die Uberlebenszeit nach
Diagnosestellung innerhalb der ersten 6 Monate je nach
Tumorstadium zwischen 100% und 97% liegt®, wurden die

entsprechenden Patientinnen getrennt betrachtet.

Zur  Uberprifung wurde eine  Subgruppe mit einer
Erkrankungsdauer von bis zu 6 Monaten gebildet und analysiert.
Die Untersuchung gerade der Patientinnen bis 6 Monate nach
Erstdiagnose und auch der bereits seit lingerem in Nachsorge
befindlichen Patienten zeigte keinen Unterschied im Ergebnis der

Studie.

Wie Studien zeigten, hat die Abstammung der Patientinnen

ebenfalls einen Einfluf} auf die Genanalyse.
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Jeder Patientin mit einem Karzinom wurde eine Patientin aus der
Kontrollgruppe zugeordnet, ethnologisch und dem Alter (+ 3 Jahre)
entsprechend. So wurde erreicht, dass die Karzinom— und die
Kontrollgruppe, mit jeweils 275 Patientinnen; in entsprechendem
Alter und von homogener deutscher Abstammung, sehr gut
vergleichbar waren. Die dariiber hinaus gesammelten Proben von
anderen Ethnien wurden aufgrund der kleinen Zahl ausgeschlossen.
Die Patientinnen der Kontrollgruppe waren 58,36 Jahre (min 23
Jahre und max. 87 Jahre), die Patientinnen mit einer
Karzinomerkrankung im Schnitt 59,26 Jahre alt (min 22 Jahre max

87 Jahre).

Die  Proben wurden, um  mogliche Einflisse des
Ersterkrankungsalters auszuschlieBen, nach Altersgruppen (<39
Jahre, 40-49, 50-59, 60-69, 70-79 und >80 Jahre) analysiert und mit
den entsprechenden Matched Pair Kontrollpatientinnen verglichen.
Es fand sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen
Kombination der p21:p53 Gene mit den Varianten CA:CC/CG und
einem Mammakarzinom im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch
die Analyse der einzelnen Alterssubgruppen ergab keine Hinweise

auf eine erhohtes Auftreten dieser Genkombination.

Bei der Familienanamnese gaben im Gesamtkollektiv der
Karzinomgruppe 62 von 427 Patientinnen (14,52 %) und in der
Kontrollgruppe 38 von 387 Probantinnen (9,8%) einen

Brustkrebsfall in der Familie an.

Um einen EinfluB durch genetisch vererbte Mammakarzinome auf
die Fragestellung wunserer Arbeit auszuschlieBen, wurden
Patientinnen mit einer positiven Familienanamnese nicht in der

Kontrollgruppe aufgenommen.

Da Polymorphismen angeboren, zu Beginn der Brusterkrankung als
lokaler Ausloser entstanden oder sich erst nach der Karzinogenese
in der Brust gebildet haben konnten, wurde die Erkrankungsdauer

zur weiteren Fehlerminimierung eruiert.

53



Es ergab sich eine Hiufung der im Blut nachweisbaren, genauer
untersuchten Polymorphismen in der Gruppe ,,bis zu einem Jahr
Erkrankungsdauer (9 von insgesamt 81 Patientinnen;
X21:3,24000 P=0,0716); auch in der Gruppe ,iiber 5 Jahren
Erkrankungsdauer* (6 von insgesamt 73 Patientinnen) fand sich
eine geringe Hiufung, die jedoch aufgrund der kleinen Fallzahl
als nicht reprisentativ und somit als nicht aussagekriftig
anzusehen ist.

In den anderen Gruppen waren keine Hiufung von p21:p53
(CA:CC/CG) Anordnungen nachweisbar, wobei ein Fallzahlbias

nicht auszuschlieBen ist.

Wir sind der Meinung, dass die oben genannte Hiufung von
Patientinnen mit einer Erkrankungsdauer unter einem Jahr, an der
Versorgungsstruktur der Klinik und Poliklinik fiir Frauenheilkunde
und Geburtshilfe der Universitdt Miinchen - Innenstadt liegt. Da die
Klinik neben der Primirdiagnose auch die Primértherapie im Sinne
von chirurgischer, und/oder chemo- und/oder radiotherapeutischer
Intervention anbietet, findet sich hier moglicherweise eine Haufung
von Patientinnen, welche sich in der Frithphase der Primértherapie

befinden.

Die jihrliche Nachsorge der Patientinnen wird meist von den
niedergelassenen Frauendrzten oder den Hausidrzten iibernommen,
so dass sich Patientinnen in einem spiteren Erkrankungs-
/Nachsorgestadium nicht in groBerer Zahl zur Rekrutierung

vorlagen.

In mehreren Studien konnte ein Zusammenhang zwischen
mutiertem p53 Gen und der TNM-Klassifikation aufgezeigt

werden !>,

Silva et al. berichten iiber einen signifikanten Zusammenhang
zwischen Mammakarzinompatientinnen mit und ohne P53 Protein

Verianderungen im Plasma im Vergleich zur Lymphknoten-
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Beteiligung, dem Proliferationsindex und dem

Tumorzellwachstum®.

Die Tumorgrée, welche mit der TNM Klassifikation erhoben
worden war, wurde in der vorliegenden Studie auf eine Korrelation
der Variante des p53 Gen und des p21 Gen untersucht. Es zeigte
sich in unserer Studie kein Zusammenhang mit den untersuchten

Genpolymorphismen oder Allelen und der Tumorgrofe.

Zur Uberpriifung eines moglichen Zusammenhangs zwischen
einem aggressiven, frithzeitig metastasierenden Tumor und einer
Variante im p53 Gen oder dem Gen p21 zu iiberpriifen, wurden
entsprechende Subgruppen gebildet. Der Lymphknotenstatus und
die Tumorgrofle von Karzinome bzw. Carzinoma in situ mit dem
mutierten Allel(pTNMpi,=pTis und pTNM,x=pT2 N1) wurde mit
den Daten der restlichen Karzinomgruppe verglichen
(pTNMpin=pTis und pTNM;,,x=pT4b(m) pN=2). Es fanden sich
auch in diesem Vergleich keine Hinweise auf iiberdurchschnittlich
grole Tumore oder einen verstirkten Befall der LK in der
Mutationsgruppe. Auch zeigte sich kein Zusammenhang zwischen
der Tumorgréfe und den jeweils untersuchten Mutationen an den
Genen p53 und p21. Anhand unserer Daten konnten wir auch keine
Relation zwischen der untersuchten Variante und einem erhdhten
Lymphknotenbefall aufzeigen. Eine Ursache konnte die zu geringe
Probenanzahl sein (n=99 Fille). Moglicherweise sind die

unterschiedlichen Aussagen auch systembedingt:

In unserer Studie wurde nicht die Konzentration der Proteine im
Plasma untersucht, sondern Allelpolymorphismen, welche zu einer
Proteinveridnderung fiihren konnen. In den Vergleichsstudien
wurden jedoch mehrere Genvarianten'~  zusammen bzw.

Subgruppen von Patientinnen analysiert®,

Die DNA-Analyse via Genchip liefert hierzu wesentlich genauere
und detailliertere Ergebnisse, da durch diese Technik die direkte

Analyse der Nukleotidanordnung ermoglicht wird.
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Im Miinchner Tumorregister® wird eine kiirzere Uberlebenszeit fiir
Patientinnen mit Lymphknotenbefall bei Erstdiagnose angegeben.
In  unserem  Studienkollektiv  unterschied  sich  das
Durchschnittsalter der LK-negativen (60,4 Jahre) zu LK-positiven
Patientinnen (59 Jahre) nicht signifikant. Durch den groBeren
Anteil an Patientinnen mit abgeschlossener Therapie konnten in
unserer Studie Karzinompatientinnen mit aggressiveren Tumoren
unterreprisentiert sein und unser Ergebnis in seiner Aussagekraft

beeintrichtigen.

Daher analysierten wir die Daten der Patientinnen mit einer
Erkrankungsdauer von 6 Monaten oder weniger in Abhingigkeit

des Lymphknotenstatus.

In dieser Subgruppe fanden sich 67 Patientinnen, von denen 45
(67,2%)  Lymphknoten-negativ.  waren. Der Anteil an
Lymphknoten-positiven Mammakarzinomen (bei Erstdiagnose oder
innerhalb der ersten 6 Monate nach Therapiebeginn festgestellt) in
unserer Studie weicht unwesentlich von den Zahlen des
Tumorregisters Miinchen (63,4% LK-negativ bei Erstdiagnose) ab.
In dieser reprisentativen Untergruppe fanden wir Kkeinerlei
Hinweise auf eine Korrelation zwischen einer Variante im p53 Gen

oder im p21 Gen zur Lymphknotenmetastasierung.

Da die Verteilung der Metastasen mit den in der Literatur
angegebenen Orten und Hiufigkeiten iibereinstimmt, sehen wir
darin einen weiteren Hinweis fiir die Normalverteilung unseres

Patientengutes.

Es wurde trotz der niedrigen Fallzahl an Metastasen eine
Aufschliisselung nach den analysierten Allelen vorgenommen.

(Tabelle 24).

Auch bei den Patientinnen mit Metastasen konnte keinerlei

Héufung einer untersuchten Allelvariante nachgewiesen werden.

Die histologische Verteilung und deren Hiufigkeitsangaben

entsprechen den Angaben des Miinchener Tumormanuals.
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Das Tumorgrading zeigt jedoch in den von uns analysierten Daten
im Vergleich zum Miinchener Tumormanuals eine Abweichung
und eine Ubergewichtung bei G2 Tumoren zu Lasten der G3

Tumoren (Tabelle 15).

Da die Fallzahlen fiir die einzelnen Subgruppen teilweise sehr
gering waren, kann nicht von einer méchtigen Analyse gesprochen
werden. Andererseits ist in der uns bekannten Literatur auch kein
derartiger Zusammenhang zwischen einer Genanalyse von p53 und

p21 und dem histologischen Grading bekannt.

Somit muf} festgehalten werden, dass sich anhand der vorliegenden
Studienpopulation  kein ~ Zusammenhang  zwischen  der
Klassifikation im TNM System und den analysierten SNPs der p53
und p21 Gene oder der Kombination der beiden SNPs bei einer

Brustkrebserkrankung ergibt.

Das Ziel der Studie ist einen Zusammenhang zwischen den
Polymorphismen R72P (Arginin-Prolin an Aminosédureposition 72)
im Exon 4 des p53 Gens und S3IR (Serin-Arginin an
Aminosdureposition 31) im Exon 2 des p2l1 Gens mit der

Grunderkrankung Mammakarzinom zu untersuchen.

Fiir die R72P Variante ist in der Literatur ein Zusammenhang mit

Brustkrebs beschrieben?®.

Da Polymorphismen im p53 und p21 Gen in mehreren Studien als
mogliche Ursache fiir die Zellentartung in Verbindung gebracht
wurden, stellt sich nun die Frage, ob ein Polymorphismus an einem
bestimmten  Genlocus oder die Kombination mehrere
Polymorphismen in einem Gen oder Genen die Entartung fordern
oder verursachen konnen. Hierzu wurden in dieser Studie die
Varianten R72P in p53 und S31R in p21 auf deren Zusammenhang
mit  Mammakarzinomerkrankung  untersucht.  Nach  der
spektroskopischen Analyse der Proben nach dem oben

beschriebenen Protokoll ergaben sich die genannten Ergebnisse.
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Um systematische Fehler auszuschlieBen wurden die aufgetretenen
Genotypen mit der Hardy-Weinberg Gleichung in der
Kontrollgruppe verglichen. Die Angaben hierzu sind Tabelle 17 zu
entnehmen. Daraus zeigt sich, dass es im Kollektiv keine
signifikante Abweichung zu den unter 2.3.6.6 angegebenen
Verteilungen gab. Zudem zeigt die Tabelle die beobachtete relative
Allele-Hiufigkeit. (A.freq) fiir jeden SNP. Die Ergebnisse unserer
Gruppen sind hierzu kongruent. Die zitierten amerikanischen
Studien berichten von verschiedenen Allelfrequenzen in

Abhingigkeit der ethnischen AbstammungSS.

Unsere Daten ergaben eine Frequenz von 7% des Prolin-Allels fiir
den p53 R72P Polymorphismus und von 16% des Arginin-Allels
fiir den p21 S31R Polymorphismus in der Kontrollgruppe.

4.1 S31R Variante im p21 Gen

Der p21 Gen Polymorphismus im Codon 31 wurde 1994 von
Chedid et al.'® mit einer Hiufigkeit von 14% erstmalig beschrieben
und von anderen Arbeitsgruppen bestitigt. Die in unserer Studie
erhobene Hiufigkeit von 16% untermauert ebenfalls die von
Chedid et al. gemachten Angaben. Ubereinstimmend dazu ergaben
unsere Daten einen signifikanten Unterschied zwischen Karzinom-
und Kontrollgruppe bzgl. dieser Variante (y2, = 4,499; P =
0,03391). Hieraus errechnet sich eine Odds Ratio fiir das erhohte
Risiko fiir Triagerinnen des CA Genotyps im Vergleich zum CC
Genotyp von 1.74 (95% confidence ratio = ]1.00-3.05])

Studien, welche in jlingster Zeit publiziert wurden, deuten zudem
auf einen EinfluB bzgl. der S31R Variante und der Prognose bei

. C N 1 6:35:39:7
anderen Karzinomen (Prostata, Brust und Zervix) hin’" (e

Eine derartige Abhingigkeit zwischen Brustkrebs und SNP S31R

ist noch nicht vollstindig erklirt'®®’.

Unsere Ergebnisse deuten auf einen Zusammenhang zwischen der

Erkrankung Mammakarzinom und dieser Variante hin, wie dies
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auch von Powell et al.”® und Keshava et.al.” fiir Australier bzw.
Amerikaner europdischer, afrikanischer und lateinamerikanischer

Abstammung beschrieben wurde.

Um unsere Daten auf dieses neue Ergebnis hin zu iiberpriifen,
fiuhrten wir einen ,Fischer exakt Test‘ durch, welcher bessere
Ergebnisse bei niedrigen Fallzahlen ergibt. Auch dieser Test
(P=0,04366) bestitigte die Aussage, dass Varianten im p21 Gen
mit einem erhohten Risiko fiir eine Mammakarzinomerkrankung

einhergeht.

Der Vergleich der Studien zeigt, dass die Karzinomfallzahlen der
Studien (Powell n=351, Keshava n=160 und in der vorliegenden

Studie n=275) sich nur unwesentlich unterscheiden.

Das Auftreten des Polymorphismus ist in unserem Kollektiv mit
16% geringfiigig hoher verglichen mit den 12% in der genannten
amerikanischen Studie von Keshava und identisch zu den 16% der

australischen Studie von Powell et al’®.

In der Studie von Powell wurde keine Kontrollgruppe analysiert,
stattdessen wurden die Ergebnisse von 6 vorhergehenden Studien
als Referenz verwendet (n=1525). Als Ergebnis wird unter anderem
iiber einen Hinweis auf einen Zusammenhang zu kleineren
Tumorgrossen und  eine  Verbindung zu  negativen

Progesteronhormonrezeptoren fiir den SNP S31R berichtet.

In der Vergleichsstudie von Keshava wurden Amerikanerinnen
europdischer (n=187), afrikanischer (n=65) und
lateinamerikanischer (n=75) Abstammung als Kontrollgruppen
verwendet. Bei den afrikanischen und lateinamerikanischen
Subgruppen berichtet die Gruppe {iiber einen signifikanten
Zusammenhang bzgl. des p2l1 Polymorphismus und der
Grunderkrankung. Sie selbst weisen jedoch kritisch auf die kleine

Fallzahl hin.

Durch unsere Daten kann ein Zusammenhang fiir Patientinnen

deutscher Abstammung zwischen dem p21 Polymorphismus und
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einer Brustkrebserkrankung ebenfalls nicht zweifelsfrei belegt

werden, auch wenn es starke Hinweise gibt.

Eine Studie von Rundle et. al.(’o, welche das Genprodukt
analysieren, berichtet {iber Zusammenhinge zwischen der

Serumkonzentration von P21 Protein und dem Erkrankungsverlauf.

Die Daten bzgl. P21 Proteinmessung sind aufgrund der
verwendeten Analysetechnik (Western-Blot), niedrigen Fallzahlen
(npa=34; nNgonwoe=60) und fehlenden {ibereinstimmenden

Folgestudien jedoch ebenfalls kritisch zu betrachten.

Weitere prospektive Studien mit groBeren Fallzahlen sind hier von

Noten, um eine sicherere Aussage treffen zu kdnnen.

4.2 Mutation am p53 Gen

Das wesentlich genauer untersuchte und in seiner Wirkungsweise
bekanntere p53 Gen wurde in unserer Studie an der Stelle R72P auf
Polymorphismen untersucht.

Von den iiber 120 publizierten Studien berichten nur wenige von

- . e - 21;57,60,64,67;73;75;76
einer Assoziation mit Brustkrebs .

Mutiertes Protein P53 wurde von Zhi-Ming Shao et. al.** als
Tumormarker vorgeschlagen. In dieser Studie wurde ein
Zusammenhang zwischen der Hohe von P53 Protein im Plasma
und einer Brustkrebserkrankung festgestellt; auch wurde eine
Assoziation zwischen verdndertem P53 Protein und der Prognose

postuliert.

Fiir die hiufig beschriebenen Varianten des p53 Gens sind
ebenfalls bereits Zusammenhinge mit malignen Erkrankungen

. 61;67
beschrieben’ ™".

Eine Variante an der Stelle R72P wird in der Literatur® jedoch
kontrovers diskutiert. Auf Grund dieser Variante wird eine

Funktionseinschrinkung des Proteins vermutet .
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Auch gibt es Hinweise auf eine Korrelation zum histologischen
Grading, sowie zum  erhohten  Erkrankungsrisiko  fiir

8:13;67
Brustkrebs™ ",

In unserer Studie hatten 14 der 275 Patientinnen (6,18%) in der
Kontrollgruppe eine Variante am p53 Gen (R72P). In der

Karzinomgruppe waren es 17 Patientinnen.

Die statistische Analyse mit dem x>-Test ergab keinen
Zusammenhang zwischen diesem Polymorphismus und der
Erkrankungsdauer, dem Rezidiv, der Tumorgréfe oder dem
histologischen Grading. Die ermittelte Hiufigkeit dieser Variante
(6,18%) liegt in unserer Studie unter dem Anteil der von anderen

Studien fiir mutiertes p53 Gen (11-55%) angegeben wurde®.

Da in unserer Studie nur einer der vielen Polymorphismen
betrachtet wurde, deuten unsere Ergebnisse darauf hin, dall es
neben der Variante R72P noch weitere Verdanderungen des p53 Gen

geben muB, die Einfluf} auf eine Brustkrebserkrankung haben.

4.3 Kombination der Varianten am p21 und p 53 Gen

Da in Folge einer pS3 Aktivierung auch das p21 Gen aktiviert wird,
wurde in wenigen Studien bereits eine Kombination beiden
verdnderten Gene auf mogliche Folgen bei unterschiedlichen

Karzinomen untersucht*>”'.

Die Kombination der Variante S31R von p21 wurde mit
verindertem p53 von Channa Keshava et. al.” auf ein erhohtes
Risiko bzw. schlechteres Outcome im Hinblick auf die
Uberlebensrate oder die Rezidivhiufigkeit bei Mammakarzinom

untersucht.

Die Autoren kommen in ihrer Publikation zu der Erkenntnis, dass
Kaukasiern (nc,=93; nco=183) durch der S31R Polymorphismus
zusammen mit verdndertem pS53 ein erhohtes Karzinomrisiko
haben. Bei den Untergruppen mit Amerikanern afrikanischer und

lateinamerikanischer Herkunft konnte dies nicht gezeigt werden.
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Unsere Zahlen bestitigen dieses Risiko fiir Patientinnen
europdischen Ursprungs (Kaukasier) im speziellen Fall der p53

Variante an R72P nicht. (y 2,=4,5; P =0,48022)

Die Analyseergebnisse der oben genannten Studie beruhen auf
einer PCR-Analyse der Proben DNA. Diese Methode war die
Grundlage fiir die Entwicklung der Genchips. Als Erkldrung kann
die gleichzeitige Untersuchung von mehreren p53 Polymorphismen
in der Studie von Keshava gegeben werden. Weitere Analysen von
einzelnen Polymorphismuskombinationen der beiden Gene sollten

deutliche Korrelationen zeigen.

Jiingste Studien haben den Verdacht geduBert, dass mit einer
langjidhrigen Hormonersatztherapie sich das Erkrankungsrisiko fiir

Brustkrebs erhoht’.

Aus Tabelle 9 ist ersichtlich, dass 49,1% (80 von 163) der
gepaarten Patientinnen der Kontrollgruppe eine
Hormonersatztherapie verschrieben bekamen. 8,3% (17 von 205)
der Karzinompatientinnen gaben die Einnahme einer HRT trotz der
den Patientinnen bekannten Kontraindikation an. Eine
Untersuchung bzgl. HRT und Polymorphismus zeigte keine

Unterschiede im Vergleich zur {ibrigen Kontrollgruppe.
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S Zusammenfassung

In einer klinischepidemiologische Fallkontrollstudie wurden
insgesamt 550 periphere Blutproben von Patientinnen auf die
Haufigkeit der Variante R72P im p53 Gen und S31R im p21 Gen
untersucht. Nachdem die 275 Fallkontrollpaare mittels MALDI-
TOF Massenspektroskopie analysiert wurden lagen 247

Fallkontrollen mit vollstindigen Datensitzen vor.

Die Verteilung des pS3 SNPs zeigte weder in der gepaarten noch
in der Analyse der gesamten Daten einen signifikanten Unterschied
zwischen der Kontroll- und der Karzinomgruppe. Somit scheint die
Variante R72P alleine keinen EinfluB auf das Risiko einer

Brustkrebserkrankung zu haben.

Die in der Literatur fiir mutiertes p53 angegebenen Daten konnten
wir durch unsere Zahlen nicht bestitigen. Die vorliegende Studie
beschrinkt sich jedoch auf die Untersuchung eines
Polymorphismus eines einzigen Nukleotids, wéihrend sich die
Angaben in der Literatur auf Mutationen im gesamten p53 Gen

beziechen.

Unsere Daten bzgl. des p21 Gen unterstiitzen den derzeitigen Stand
der Literatur, dass ein Zusammenhang zwischen dem S31R
Polymorphismus und dem Brustkrebsrisiko unter Verwendung
eines normalen Signifikanzniveaus von a < 0.05 (Fisher exact Test
P=0,04366; Odds Ratio 1,74; 95% confidence ratio = ]1.00-3.05])
besteht.

Theorien iiber einen Zusammenhang zwischen den Genvarianten
der beiden Gene p53 und p21 und einer Interaktion dieser
Varianten bei der Brustkrebsgenese konnten unsere Daten nicht

bestitigen.
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Die in der Studie untersuchte genomische DNA aus dem
peripheren Blut zeigte auch keine Zusammenhinge zwischen den
Varianten der Genloci und der TNM-Klassifikation oder

Tumorgrading.

Die Korrelation des untersuchten Polymorphismus im p21 Gen mit
Brustkrebsrisiko ist relativ schwach. Zur klinischen Anwendung
z.B. als Prognosemarker fiir das Risiko an Brustkrebs zu erkranken

scheint diese Variante allein nicht geeignet zu sein.
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6 Abkiirzungen

SNP
R72P

S31R

BRCA
BRCATA

BWSCRI1A

RNA

mRNA

DNA

TSP

TAQ

dNTP

PCR
PCR-Primer
MDM?2
MALDI-TOF

CDK
CDKI
CASP3

Rb-Gen

E2F

LMU

HRT

HE
TNM-Klassifikation
WHO

D oder L-CIS

Single Nukleotide Polymorphism

Aminosdureaustausch an Stelle 72 von
Arginin (R) zu Prolin (P)

Aminosdureaustausch an Stelle 31 von
Seronin (S) zu Arginin (R)

BReast CAncer

BReast CAncer 11-22 Translocation
Associated

SLC22A1C (Solute Carrier Family 22
Member 1-Like)

RiboNucleicAcid

messenger RiboNucleicAcid
DeoxyriboNucleicAcid

Tumor Suppressor Gen
recombinante DNA Polymerase
Nukleotide

Polymerase Chain Reaktion
PCR-Startsequenze

Mouse Double Minute 2

Matrix-assisted Laser Desorption
Ionization/Time-of-flight

Cyclin Dependent Kinase
Cyclin Dependent Kinase Inhibitor

Critical Assessment of techniques for
protein Structure Prediction

Retinoblastom Gen

Transkriptionsfaktor

Ludwig Maximilians Universitit
Hormon Replacement Therapie
Hysterektomie

Tumor Nodi Metastasen — Klassifikation
World Health Organisation

Duktales oder Lobuldres Carcinoma in
Situ

Karzinom
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c Q> 430

Arg
Ser
Pro

EDTA-Blut

Cytosin
Thymin
Adenin
Guanin
Uracil
Arginin
Serin
Prolin

Ethylene Diamine Tetra Acetic-Blut
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7 Datenerhebungsbogen

Erhebungsdatum: Studiennummer: ___

Initialen: Geburtsdatum:
Patientinnen Nummer:

Nationalitit der Eltern
Vater:
Mutter:

Letzte Periode ldnger als 12 Monate zuriickliegend?
() Nein,
() Ja, ggf. mit folgenden Hormonen sustituiert

() Moglich (Z.n. Operation, ....)

Sind Familienmitglieder an einer bosartigen Erkrankung
erkrankt/verstorben?
Wer/Welche?

Eigene Erkrankung:

Diagnosedatum:
Primértumor: pT ___pN
Histologischer Typ G

() Lymphknotenmetastasen
() Organmetastasen, welche:

Therapie:

() Operation

() Chemotherapie

() Bestrahlung

() Ostrogenantagonisten
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