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Referat

Brustkrebs ist die Krebserkrankung mit der hochsten Inzidenz bei der Frau und ist trotz stetig
verbesserter Therapien auch heute noch die haufigste Krebstodesursache. Als
pradisponierende Faktoren sind neben dem Lebensstil Verdanderungen des Erbguts zu nennen,
oft finden sich Mutationen in den Genen des p53-Pathway. Auch Einzelnukleotid-
Polymorphismen, mit der Keimbahn vererbte genetische Varianten, die definitionsgemal bei
Uber einem Prozent der Bevolkerung auftreten, haben einen Einfluss auf die Entstehung und
die Prognose von Mammakarzinomen. Ziel dieser Arbeit war es, an einem grofRen
Tumorprobenkollektiv von 815 Patientinnen mit einem Mammakarzinom die Frequenz von
Polymorphismen in TP53, dessen negativen Regulatoren MDM?2 und MDMX einschlieRlich des
SNP LGR6 rs6678914 zu analysieren und anschlieBend diese Ergebnisse mit dem
pathologischen Befund, dem Rezeptorstatus, sowie dem klinischen Verlauf der individuellen
Patientinnen zu korrelieren. Die molekularpathologischen Untersuchungen wurden mit der
Sequenzierungsmethode nach Sanger und der Realtime-PCR durchgefiihrt, mit Hilfe dieser
Methoden wurden die Polymorphismen TP53 Codon 72, MDM2 SNP 309 und 285, LGR6
rs6678914 sowie MDMX SNP 31826 und 34091 untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die
Arginin-Variante in TP53 Codon 72 signifikant mit einem positiven Ostrogenrezeptorstatus und
einem besseren Grading assoziiert ist. Patientinnen mit der Prolin-Variante erkrankten
durchschnittlich in einem jlingeren Lebensalter. Patientinnen mit dem Polymorphismus MDM2
SNP 309 und einem negativen Ostrogenrezeptorstatus erkrankten im Mittel 5,2 Jahre friiher.
Frauen mit dem Genotyp C/C in MDM2 SNP 285 erkrankten mit durchschnittlich 44,3 Jahren
signifikant frither im Vergleich zu den Genotypen G/G und G/C. Die Variante A/A in MDMX SNP
31826 war mit einer fortgeschrittenen LymphgefaRinfiltration zum Diagnosezeitpunkt und - in
Abhingigkeit des Ostrogenrezeptorstatus - mit einem fritheren Erkrankungsalter assoziiert.
Patientinnen unter 40 Jahren mit dem C-Allel in MDMX SNP 34091 hatten signifikant 6fter
Ostrogenrezeptornegative Mammakarzinome, des Weiteren hatten diese Patientinnen
haufiger  Luminal-A-Mammakarzinome. Der 2013 als Risikofaktor identifizierte
Polymorphismus LGR6 rs6678914 war signifikant mit einer fortgeschrittenen lymphonodalen
Metastasierung und einem spateren Erkrankungsalter assoziiert. Wir zeigten erstmals
Zusammenhange zwischen den SNPs MDMX SNP 34091 sowie LGR6 rs6678914 und der

Entstehung sowie der klinischen Auspragung von Mammakarzinomen.

Bauer, Marcus: Der Einfluss von Einzelnukleotid-Polymorphismen in TP53, MDM2, MDMX und
LGR6 auf die Entstehung und die klinische Auspragung des Mammakarzinoms der Frau. Halle
(Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2016
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1. Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom

Das Mammakarzinom der Frau ist auf Grund seiner hohen Pravalenz in der Bevolkerung und
weiterhin steigender Inzidenz eine der grofRten onkologischen Herausforderungen der
Medizin. Durch seine starke Assoziation mit dem Lebensstil westlicher Lander, sind die
Inzidenzraten in den Industrielindern am hochsten (Tavassoli und Devilee, 2003). Mit einem
Anteil von 28% an allen Krebserkrankungen stellt das Mammakarzinom die haufigste
Krebsentitat der Frau in Deutschland dar, etwa jede zehnte Frau in Deutschland ist in |hrem
Leben davon betroffen. Im Jahr 2004 erkrankten in der Bundesrepublik etwa 57.000 Frauen, im
Mittel lag das Erkrankungsalter bei 63 Jahren (Bertz et al., 2010). Neben einer gestiegenen
Inzidenz von Mammakarzinomen zeigt sich jedoch auch eine Verbesserung der 5-Jahres-
Uberlebensraten. In den 1980er Jahren lebten noch 69% der Patientinnen nach fiinf Jahren
(Bertz et al.,, 2010), in einer prospektiven Studie, welche von 2003 bis 2010 durchgefiihrt
wurde, lebten flinf Jahre nach Diagnose noch 86,3% der Patienten, 79,8% von lhnen waren
krankheitsfrei (Heil et al., 2012). Manner entwickeln vergleichsweise selten ein
Mammakarzinom, die Inzidenz in Deutschland liegt bei 400-500 Neuerkrankungen pro Jahr
(Untch et al.,, 2011). Das Mammakarzinom des Mannes gilt als prognostisch unglinstig

(Blimcke et al., 1995).

Inzidenz der haufigsten Krebsentitaten der Frau

Brustdriise I 31,3%
Darm mEEEEEESSSS——— 12 7%
Lunge mEEEE———— 7,6%

Uterus 5,1%
Malignes Melanom der Haut 4,3%
Bauchspeicheldrise 3,6%
Ovar 3,5%
Non-Hodgkin Lymphom 3,4%
Magen 3%
Niere 2,5%
Leukdmien 2,2%
Cervix 2,1%
Schilddriise 1,9%
Harnblase 1,8%

Mundhdhle und Rachen == 1,5%

Abb. 1 Prozentualer Anteil der hdufigsten malignen Erkrankungen der Frau in
Deutschland (modifiziert nach Robert-Koch-Institut, 2010)
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1.1.1 Atiologie des Mammakarzinoms

Das invasive Mammakarzinom, eine maligne epitheliale Neoplasie der terminalen duktulo-
lobuldren Einheit, entwickelt sich zumeist auf dem Boden intraepithelialer Vorstufen, genannt
Carcinoma in situ (Kl6éppel et al., 2013a). Fir das Risiko der Entwicklung eines
Mammakarzinoms spielen insbesondere hormonelle Einflisse eine entscheidende Rolle.
Hierzu gehoren eine friihe Menarche, eine spate Menopause, Nullipara oder Geburt des ersten
Kindes nach dem 35. Lebensjahr sowie erhdhte Ostrogenspiegel (Bécker et al., 2012, Kl6ppel et
al., 2013b). Mehrere Geburten und Stillzeiten sollen hingegen einen protektiven Einfluss
haben. Als weitere, beeinflussbare Risikofaktoren sind eine Hormonsubstitution in der
Menopause und postmenopausal, Ubergewicht und Bewegungsmangel in der Menopause,
sowie Alkohol- und Nikotinabusus zu nennen (Bertz et al, 2010). Dartber hinaus sind
hereditdre Einflisse, nicht zuletzt bei einer positiven Familienanamnese, von groller
Bedeutung. Prominente Beispiele flir hereditire Faktoren mit hoher Penetranz sind
Keimbahnmutationen im BRCAI- und 2-Gen (Breast Cancer 1 und 2), welche neben einer
erhohten Rate an Brustkrebs auch mit ovariellen Tumoren assoziiert sind (Scalia-Wilbur et al.,
2016; Vasema et al, 2015). Auch das Li-Fraumeni-Syndrom, Folge einer TP53-
Keimbahnmutation (Scalia-Wilbur et al., 2016), sowie eine Amplifikation des HER2-Rezeptors
(Bocker et al., 2012) sind in diesem Zusammenhang zu nennen. Frauen, welche eine Mutation
in den Genen BRCA1 und BRCA2 aufweisen, haben ein Erkrankungsrisiko von 50-85%, und
somit ein bis zu 8-fach erhdhtes Risiko der Entwicklung eines Mammakarzinoms im Vergleich
zur Normalbevolkerung. Die Erkrankung manifestiert sich bei diesen Patienten zumeist bereits
vor Erreichen der Menopause (Matthies et al., 2004). In den letzten Jahren wurden eine Reihe
weiterer Mutationen entdeckt, die ebenfalls zu einer Erhéhung des Brustkrebsrisikos fihren.
Hierzu zahlen CHEK2, PALB2, ATM oder BRIP1 (Scalia-Wilbur et al., 2016; Vasema et al., 2015).
AuRerdem sind Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) wie in Codon 72 von TP53 mit ein

einem erhohten Risiko und friiherem Erkrankungsalter assoziiert (Al-Quasem et al., 2011).

1.1.2 Histologie des Mammakarzinoms

Mammakarzinome entsprechen klonalen epithelialen Neoplasien, die sich aus der terminalen
duktulo-lobuldren Einheit (TDLE) des Brustdriisenkorpers entwickeln und die tberwiegend
unter dem Bild eines Adenokarzinoms auftreten (Tavassoli und Devilee, 2003). Eine altere

Klassifikation der Mammakarzinome unterscheidet invasiv duktale und invasiv lobuldre
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Mammakarzinome. In der neuen WHO-Klassifikation (2014) entfiel der Terminus , duktal”. Die
haufigste Subgruppe sind die invasiven Mammakarzinome ,,no special type” (NST), welche 50-
80% aller Erkrankungen umfassen. Daneben existieren Karzinome mit tubularer, kribriformer,
medulldrer, muszindser oder mikropapillarer Differenzierung (Lebeau et al., 2014). Das invasiv
lobudare Mammakarzinom zeigt ein typisches, dissoziiertes Wachstumsmuster, welches durch
die fehlende Expression des Adhasionsmolekiils E-Cadherin bedingt ist (Bocker et al., 2012).
Von den invasiven, metastasierungsfahigen Karzinomen abzugrenzen sind die nicht invasiven
Carcinoma in situ, die durch klonale Proliferation atypischer Epithelzellen innerhalb eines
Driisenlumens ohne Uberschreiten der Basalmembran charakterisiert sind. Hier unterscheidet
man zwischen lobuldr und duktal differenzierten Varianten. Das duktale Carcinoma in situ ist
mit 70-80% hdaufiger (Malhotra et al., 2010), nach histologischer Sicherung schreiten ohne
Therapie 50% dieser Lasionen binnen zehn Jahren in ein invasives Mammakarzinom voran

(Blimcke et al., 1995).

1.1.3 Klinik und Verlauf des Mammakarzinoms

Mammakarzinome verlaufen meistens symptomarm, zudem unterscheiden sich die ersten
Symptome kaum von benignen Erkrankungen der Brust (Tavassoli und Devilee, 2003). Lediglich
in 5-10% der Falle werden Schmerzen angegeben. Mamillire Absonderungen sind
unspezifische, jedoch abklarungsbediirftige Befunde, besonders bei Einseitigkeit oder blutiger
Sekretion. Inspektorisch kdnnen ein asymmetrisches Verhalten der Briiste bei Bewegungen der
oberen Extremitdten, umschriebene Einziehungen der Haut, perimamillire Ekzeme oder
Ulzerationen bis hin zu GréRenunterschieden der Briste auffallen. Besonders in Kombination
mit tastbaren Knoten im Bereich der Brust oder axilliren Lymphknoten, sowie wenig
verschiebliche oder schwer abgrenzbare Verhartungen, sind hoch suspekt. Die Abklarung
uneindeutiger Befunde sollte Uber einen Spezialisten erfolgen. Dazu ist der Einsatz von
Sonografie, Magnetresonanztomografie oder Mammografie moglich. Die Mammografie hat
sich als wesentliche diagnostische Methode durchgesetzt. Zur definitiven Sicherung, oder dem
Ausschluss eines behandlungswiirdigen Befundes, sollte eine gezielte Gewebeentnahme zur
histologischen Untersuchung erfolgen (Matthiesen et al., 2004). Mammakarzinome entwickeln
sich in 50% der Falle im dauBeren, oberen Quadranten der Brust, da sich in diesem Bereich ein
Grofteil des Brustdriisengewebes befindet (Bocker et al., 2012). Mammakarzinome kénnen
synchron entstehen, bei multizentrischen Befunden sollte die Maoglichkeit einer bereits

erfolgten Metastasierung innerhalb der Brust in Erwdgung gezogen werden. Unbehandelt
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breiten sich Mammakarzinome kontinuierlich innerhalb des Brustdriisengewebes aus. Die
Infiltration des Gewebes erfolgt kanalikular oder lber die LymphgefaRe bis in die Haut und die
Thoraxwand (Blimcke et al., 1995). Die Metastasierung erfolgt sowohl lymphogen als auch
hamatogen. Zunachst sind meist die axillairen Lymphknoten entlang der Vena axillares
betroffen (Bocker et al, 2012). Die Lymphdrainage der Briiste erfolgt jedoch auch (iber
retrosternale und supraklavikuldre Lymphknoten (Matthiesen et al.,, 2005). Als
Sentinellymphknoten bezeichnet man in diesen Zusammenhang den ersten, im Lymphabfluss
dem Karzinom nachgeschalteten, Lymphknoten. Himatogene Absiedlungen findet man haufig
in Knochen, Lunge und Leber (Bocker et al., 2012.). Oft werden diese in den ersten Jahren nach
Diagnose auffillig, Spatmetastasierungen sind moglich. Nach klinischer Manifestation von
Fernmetastasen Uberleben 50% der Patientinnen noch 2 Jahre (Matthiesen et al., 2004).

Rezidive der Erkrankungen treten meist 3 Jahre nach Erstdiagnose auf (Blimcke et a, 1995).

1.1.4 Prognose des Mammakarzinoms

Die 5-Jahres Uberlebensrate bei Mammakarzinomen wird wesentlich durch das TNM-Stadium
bestimmt (Blimcke et al., 1995). Dieses System zur Einteilung maligner Tumoren wurde 1943
bis 1952 durch P. Denoix (Frankreich) entwickelt. Die Einteilung erfolgt anhand klinischer und
histopathologischer Kriterien zur anatomischen Ausbreitung der Erkrankung (Wittekind und
Meyer, 2010). Primartumoren mit einer GroRe zwischen 6-10 Millimeter im grofiten
Durchmesser haben in 10-25% der Falle bereits in die axilliren Lymphknoten metastasiert. Je
groRer der Primartumor ist, desto hoher ist das Risiko der bereits erfolgten Dissemination und

Metastasierung (Matthiesen et al., 2005).

Darliber hinaus wird das biologische Verhalten der Karzinome maligeblich durch den
histologischen Typ und den Grad der zelluldren Differenzierung (Grading) beeinflusst. Lobular
invasive Mammakarzinomen, welche haufig einen multizentrischen Befall der Brust aufweisen
(Matthiesen et al., 2004), gehen mit 10-Jahres-Uberlebensraten iber alle Stadien von 35%
einher. Im Vergleich dazu betrigt das 10-Jahres-Uberleben bei duktal invasiven
Mammakarzinomen mit einer tubuldren Differenzierung liber 90% (Bbcker et al., 2012). Neben
dem invasiv tubuldren Mammakarzinom stellt insbesondere das invasive kribriforme
Mammakarzinom einen histologischen Typ dar, welcher mit einer giinstigen Prognose
assoziiert ist (Lebeau et al, 2014). In der aktuellen WHO Klassifikation haben neben diesen
etablierten Prognosefaktoren zusatzliche molekulare Charakteristika Eingang gefunden und es

erfolgt nun die Einteilung die Einteilung der Mammakarzinome zusatzlich in molekulare
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Subgruppen (Lakhani et al, 2012). Funf Gruppen koénnen (ber die Parameter
Hormonrezeptorstatus, Grading, Wachstumsrate (Ki-67), HER2-Status sowie dem
Mutationsstatus der Gene BRCAI1 und 2 definiert werden. Die Bestimmung der einzelnen
Parameter, ausgenommen des BRACI- und 2-Mutationsstatus, kann mittels
immunhistochemischer Verfahren durchgefiihrt werden. Entscheidend ist dabei, dass die
unterschiedlichen Phdnotypen der Karzinome auch prognoserelevant sind (Untch et al., 2011).
Patientinnen mit Tumoren, welche als Luminal-A zu klassifizieren sind, haben ein bei Weitem
glinstigeres Outcome als Patienten aus den anderen Subgruppen. Das Gesamtilberleben der
Patienten ist deutlich besser (Naume und Sgrliea, 2005). Patientinnen mit einem Luminal-A-
Mammakarzinom erhalten seltener eine Chemotherapie. Da es sich bei diesen Karzinomen um
klassische endokrinsensitive Tumoren handelt, ist der Einsatz antihormoneller Substanzen zu
empfehlen. Luminal-B- und Basal-like-Mammakarzinome sollten auf Grund des hdheren
Risikos chemotherapiert werden (Untch et al.,, 2011). Gleichzeitig zeigen diese beiden

Subtypen ein besseres Ansprechen auf eine Chemotherapie (Sgrliea et al., 2011).

Tab.1 Die molekularen Subtypen des Mammakarzinoms (modifiziert, Naume und Sgrliea, 2005 und

Goldhirsch et al., 2013)

Subtypbezeichnung Hormonrezeptostatus Grading Ki-67 HER2-Status
Luminal-A ER+/PR+ G1, G2 <20% HER2 -
Luminal-B ER+/PR- G3 (G2) >20% HER2 -
HER2 + ER-/PR- oder ER+/PR+  G3 (G1, G2) HER2 +
Basal-like BRCA 1/2 negativ ER-/PR- G3 50-60% HER2 -
Basal-like BRCA 1/2 positiv ER-/PR- G3 50-60% HER2 -

Zur Optimierung der Prognose des Mammakarzinoms und Senkung der Sterblichkeit wird in
der aktuellen S3-Leitlinie zur Behandlung von Brustkrebs eine verbesserte Friiherkennung als
aussichtsreichste Moglichkeit diskutiert. Ziel soll es sein, Mammakarzinome in frithen Stadien
zu diagnostizieren. Damit wird die Hoffnung verbunden, 5-Jahres-Uberlebensraten von iber
90% zu erreichen. Gleichzeitig soll durch das Aufdecken von prdinvasiven Befunden die
Inzidenz des Mammakarzinoms gesenkt werden. Beginnend mit dem 30. Lebensjahr soll allen
Frauen eine klinische Untersuchung der Brust, bestehend aus Inspektion und Palpation,
angeboten werden. Bei auffalligen Befunden ist die Diagnostik mit bildgebenden Verfahren

sowie einer histologischen Untersuchung zu komplementieren (Albert U.-S. et al., 2008,
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Kreienberg et al., 2012). Wichtig in diesem Zusammenhang ist auch die Erhebung einer
genauen Familienanamnese. Neben dem Einsatz der Sonografie und der Kontrastmittel-
Magnetresonanztomografie hat sich die Mammografie als wirksame Methode zur
Friherkennung von Mammakarzinomen bewahrt. Frauen im Alter zwischen 50 und 70 Jahren
haben, unter Berlcksichtigung der Strahlenbelastung, den hochsten Nutzen von einer, im

Rahmen eines Screenings durchgefiihrten, Mammografie (Nothacker et al., 2007).

1.1.5 Therapie

Grundsatzlich ist bei der Therapie des Mammakarzinoms zwischen einer lokalen Therapie der
erkrankten Brust, sowie des Lymphabflussgebietes und einer systemischen Therapie zu
unterscheiden. Die lokale Therapie des Mammakarzinoms erfolgt in der Regel durch eine
brusterhaltenden Therapie mit einer vollstandigen Resektion des Herdbefundes (RO-Resektion)
sowie einer standardmaRigen postoperativen Strahlentherapie. Alternativ kann eine
Mastektomie durchgefiihrt werden. Zusatzlich besteht die Indikation einer anschlieRenden
Axilladissektion bei klinisch oder sonografisch auffalliger Axilla oder dem histologischen
Nachweis von Tumorinfiltraten gréBer zwei Millimeter in mindestens zwei Lymphknoten
(Makrometastasen). Der immunhistochemische Nachweis isolierter Tumorzellcluster stellt
allein keine Indikation flr eine komplette Axilladissektion dar. Bei Diagnose einer prainvasiven
Vorlauferldasion des Mammakarzinoms, dem duktalen Carcinoma in situ (DCIS), sollte eine
komplette Resektion (RO-Resektion) des Herdbefundes erfolgen, anschlieRend wird eine lokale
Strahlentherapie zur Senkung des Rezidivrisikos empfohlen (Untch et al., 2011). Eine adjuvante
systemische Chemotherapie ist bei Tumoren mit einer schlechten bzw. niedrigen
histologischen  Differenzierung (G3), einem Ki67-Wert >14%, einer geringen
Hormonrezeptorexpression (<50%) oder einem positiven HER2-Status indiziert. Der
Lymphknotenstatus ist aktuell der wichtigste, bekannte prognostische Faktor, ein positiver
Nodalstatus allein fiihrt jedoch nicht zwingend zur Indikation einer postoperativen
Chemotherapie. Bei Tumoren mit HER2-Uberexpression ist eine Chemotherapie in
Kombination mit Trastuzumab zu empfehlen. Bei hormonsensitiven Mammakarzinomen mit
positiven Hormonrezeptorstatus ist eine antihormonelle Therapie zu erwagen. Daneben gibt
es die Moglichkeit der Durchfiihrung einer neoadjuvanten Chemotherapie. Ziel dieser ist, die
Rate brusterhaltender Therapien zu erhoéhen. Zukinftig konnten die Ergebnisse von

Genexpressionsanalysen ein wichtige Indikatoren fir Therapieentscheidungen werden, nach
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dem aktuellen Stand kénnen jedoch noch keine generellen Empfehlungen gegeben werden

(Untch et al., 2011).

1.2 Der p53—-Pathway

P53 ist ein Tumorsuppressor, der die Zelle vor der Akkumulation von DNA-Schadigungen
bewahren soll. Tumorsuppressoren sind Gene die Einfluss auf Zellzyklus, Apoptose und die
genetische Stabilitdt nehmen. lhre Inaktivierung fihrt haufig zur Entstehung von Karzinomen
(Muller-Esterl et al., 2010a). Erstmals beschrieben wurde TP53 1979 (Deleo et al., 1979; Levine
und Oren, 2009), seine Funktion als Tumorsuppressor wurde jedoch erst 1989 erkannt (Levine
und Oren, 2009). Zuvor wurde angenommen, dass TP53 ein Onkogen sei (Soussi, 2010). Seit
1992 ist p53 auch bekannt als Wachter des Genoms (Lane, 1992). Die genetische Information
von TP53 ist auf Chromosom 17p13.1 codiert, das Transkript umfasst 2629 Basenpaare. Das
daraus entstehende Protein ist aus 393 Aminosauren aufgebaut (Bojesen und Nordestgaard,

2008), die Molekilmasse betrdgt 53 000 Dalton (Levine und Oren, 2009).

Maligne Tumore des Menschen zeigen in bis zu 50% der Falle Mutationen des TP53-Gens (Pei
et al,, 2012). In den meisten Fallen handelt es sich um Missense-Mutationen. Diese sind sehr
oft in Exon 5 bis Exon 8 lokalisiert, diese Region codiert fiir die DNA-Bindungsdomane
(Petitjean et al., 2007; Siwal-Pandit et al., 2014). Keimbahnmutationen von TP53 sind Ursache
des autosomal-dominant erblichen Li-Fraumeni Syndroms. Die Betroffenen entwickeln gehauft
Weichteiltumoren, pramenopausale Mammakarzinome, maligne Lungen- und Hauttumoren,
Pankreas- oder Nierenkarzinome, Leukdamien oder eine Reihe unterschiedlicher Hirntumoren
(Malkin, 2011). Unter physiologischen Bedingungen ist die Konzentration von p53 in humanen
Zellen gering, seine Halbwertszeit betragt circa 20 Minuten. Stresssignale, die auf eine Zelle
einwirken, unter anderem im Rahmen von DNA-Schadigungen, Hypoxie oder Defekte des
Mitosespindelapparats, flihren zur Aktivierung von TP53. Mediiert wird dies liber eine Reihe
von Proteinkinasen, Acetyltransferasen und Kofaktoren von Transkriptionsfaktoren (Jin und
Levine, 2001; Romer et al., 2006). P53 kann daraufhin in zelluldre Prozesse eingreifen welche
zum Zellzyklusarrest, einem verandertem Zellstoffwechsel oder schlieRlich zur Apoptose
fihren. Der Tumorsuppressor gibt der Zelle auf diesem Weg Zeit zur DNA-Reparatur,
fehlerhafte DNA wird nicht repliziert und somit nicht an die Tochterzellen weitergegeben (Pei

et al., 2012).
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1.2.1 Wirkungsweise von p53

P53 ist ein transkriptioneller Regulator, es bindet unter anderem an den Promotor von p21,
einem CDK-Inhibitor. P21 wird dadurch vermehrt transkribiert, in hoheren Konzentrationen
kann p21 den Cyclin-E-CDK2-Komplex hemmen, der Ubergang des Zellzyklus aus der G1-Phase
in die S-Phase wird so verhindert. Bei gentigend hoher Konzentration von p21 in der Zelle, wird
zusatzlich Gber den CyclinD-CDK4-Komplex das Voranschreiten in der spaten G1-Phase
gehemmt. Es konnte gezeigt werden, dass p21 die Syntheseleistung der DNA-Polymerase-6
Uber eine Bindungsstelle hemmen kann. Die DNA-Replikation in der S-Phase wird dadurch
gebremst. Ist der zellulire Schaden weitreichender, verfligt p53 (iber einen weiteren
Ansatzpunkt zu verhindern, dass fehlerhafte DNA an die Tochterzellen weitergeben wird. P53

kann die Zelle so in den programmierten Zelltod fihren (Muller-Esterl et al., 2010a).

Hypoxie
DNA-Schiden —» p53 |—' Mdm2 | pl4
Mitosespindeldefekte
p21
E2F-1
Zellzyklusarrest DNA-Reparatur Apoptose

Aktivierung der Transkription —» Inaktivierung/Hemmung der Zielstruktur —|

Abb. 2 Der funktionelle p53-Kreislauf (modifiziert, Jin und Levine 2011; Levine und Oren, 2009; Muller-
Esterl et al., 2010a)

Bei irreparablen DNA-Schadigungen induziert p53 die Transkription des proapoptotischen BAX-
Gens. Dieses Protein reguliert liber einen homodimeren BAX-Kanal die Freisetzung von
Cytochrom-C aus dem Intermembranraum des Mitochondriums in das Zytosol der Zelle.
Daraufhin wird eine Kaskade von Cysteinyl-Aspartyl-Proteasen (Caspasen) aktiviert. Folge ist

die gezielte Spaltung von Strukturproteinen der Zelle. Dazu zdhlen Lamin- und Aktinfiliamenten
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der Kernlamina oder des Zytoskeletts sowie die Fragmentation der DNA durch Caspase-

aktivierte DNase (CAD). Die Zelle geht in Apoptose (Miller-Esterl et al., 2010a).

1.2.2 Regulation und Kontrolle von p53

Durch die zentrale Stellung im Zellzyklus wird p53 in Form funktioneller Kreisldufe reguliert.
Die Hauptakteure in diesen Kreislaufen sind MDM2, MDMX, p14 und E2F-1 (Jin und Levine,
2001; Wu et al., 1993). P53 unterliegt seinerseits der negativen Kontrolle von Mdm2 (murine
double minute 2) und Mdmx. MDM?2 ist auf Chromosom 12q13-14 codiert (Oliner et al., 1992),
die genetische Information von MDMX befindet sich auf Chromosom 132 (Shvarts et al.,
1997). Letzteres ist in der Literatur auch unter dem Namen MDM4 oder HDMX bekannt (Pei et
al., 2012, Wade et al., 2013). Die beiden Proteine gehdren zur Gruppe der Protoonkogene. Sie
inhibieren p53 Uber ihre RING-Finger-Doméane (Gareth et al., 2006; Wade et al., 2013). p53
reguliert MDMZ2 und MDMX positiv, indem es ihre Transkription aktiviert (Jin und Levine,
2001). Mdm2 inaktiviert p53 durch Bindung an der N-terminalen Domédne, welche durch
Binden an Promotoren die Transkription p53-abhdngiger Gene aktiviert. Mdm2 hemmt jedoch
nicht nur die Effektorfunktion von p53 als Transkriptionsfaktor, sondern kann dieses in seiner
Funktion als Ubiquitinligase fir den Abbau im Proteasom markieren (Pei et al., 2012). Dazu
Ubertragt das Enzym, unter Verbrauch von ATP, Ubiquitinreste auf eine Lysinkette von p53. Im
Proteasom erfolgt nun unter Energieverbrauch die Fragmentation von p53 (Mdiller-Esterl et al.,
2010c). Erst Uber diesen Weg ist eine suffiziente Hemmung von p53 moglich. Mdmx deaktiviert
p53 Uber Bindung im N-terminalen Bereich (Pei et al., 2012). Das Protein kann weder
Homodimere bilden, noch p53 ubiquitinieren (Wade et al.,2012). Durch Bildung von
Heterodimeren konnen sich Mdm2 und Mdmx gegenseitig stabilisieren, Mdm2 kann als
Heterodimer mit Mdmx p53 effektiver ubiquitinieren (Pei et al., 2012). Der Einfluss von Mdm?2
auf p53 konnte sehr anschaulich am Beispiel von Mausen mit einem Knockout fir MDM2
gezeigt werden, die Mause verstarben noch wahrend der Embryonalphase (Jones et al., 1995;

Knappskog und Lonning, 2011; Kubbutat et al., 1997;).

Prolin- DNA- Bindungsdomine NLS
Domadn

Abb. 3 Schematische Darstellung von p53 (modifiziert, Boldrup et al., 2006): p53 besitzt
eine transaktivierende Domaéne, eine Prolin-reicher Doméane, eine DNA-bindenden
Domadne und das nuclear-localization-signal (NLS)
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1.2.3 Regulation und Kontrolle von Mdm2 und Mdmx

Mdm2 und Mdmx unterliegen ebenfalls einer Regulation. Akkumulieren in einer Zelle DNA-
Schaden, kann Mdm2 Mdmx ubiquitinieren, die Folge ist auch hier die Fragmentation des
Proteins im Proteasom. Daneben kann Mdm2 {iber Autoubiquitinierungsprozesse selbst fir
den Abbau im Proteasom markiert werden (Pei et al., 2012). Die Ubiquitinligaseaktivitat von
Mdm2 wird durch P14 inhibiert. Die Transkription dieses Proteins wird von p53 unterdriickt
und von E2F-1, einem RB-abhdngigen Transkriptionsfaktor, aktiviert. P14 hemmt seinerseits
E2F-1 durch Proteolyse, folglich wird weniger pl4 transkribiert (Jin und Levine, 2001). Die
Aktivitat von Mdm2 und Mdmx ist abhangig vom Phosphorylisationsstatus. Es wird vermutet,
dass eine Reihe von Proteinkinasen durch Phosphorylierung die Ubiquitinligaseaktivitat von
Mdm2 hemmen koénnen. DNA-Schaden konnen die Aktivitdit von Proteinkinasen steigern.
Hierzu zahlen die Seronin-Proteinkinase Ataxia Telangiektasia Mutated (ATM), c-Abl-Kinase
und die DNA-abhangige Proteinkinase (DNA-PK) (Pei et al., 2012). Alle Mechanismen zur
Kontrolle und Regulation von p53 stellen potentielle Angriffspunkte auf dem Weg zur
Entartung der Zelle dar. Somit kann eine Storung dieses Systems potentiell die Entwicklung
eines malignen Tumors fordern oder verzégern. Haufig finden sich in Tumorzellen Mutationen,
insbesondere Missense-Mutationen von TP53 oder Amplifikationen von MDM2 und MDMX
(Jin und Levine, 2001). Erhdhte Level von Mdm2 und Mdmx konnten in malignen Melanomen,
Ewing-Sarkomen, Kolonkarzinomen und Retinoblastomen nachgewiesen werden (Gembarska
et al., 2012; Gilkes et al., 2008; Laurie et al., 2006; McEvoy et al., 2012; Pishas et al., 2010;
Wade et al., 2013), Mdm2-Amplifikationen sind mit einem schlechteren Gesamtiberleben
assoziiert (Onel und Cordon-Cardo 2004). Die Funktion von Mdm?2 kann auch pharmakologisch
genutzt werden. Eine Gruppe dieser Medikamente sind Nutline. Sie fiihren die Dissoziation von
Mdm2 und p53 herbei, p53 kann dadurch den Zellzyklus effektiver beeinflussen. Es konnte
gezeigt werden, dass die Gabe von Nutlin-3 eine 90%ige Verminderung des Tumorwachstums

herbeifiihrt (Vassilev et al., 2004).
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Mdm?2

p53- Bindungs- NLS saure Zn- RING

D6émane NES Domane Finger Domane -491
Mdmx

p53- Bindungs- saure Zn- RING Domane

Domine Domane Finger -490

Abb. 4 Das Genprodukt von MDM2 und MDMX (modifiziert, Wade et al., 2010). Mdm?2
besitzt im Gegensatz zu Mdmx ein nuclear-export-signal (NES) und ein nuclear-
localization-signal (NLS)

1.3 Einzelnukleotid-Polymorphismen

Unter Einzelnukleotid-Polymorphismen, auch als SNP bezeichnet, versteht man eine
interindividuelle Varianz, die durch den Austausch einer einzelnen Base charakterisiert ist und
eine Haufigkeit von liber einem Prozent in der Bevolkerung aufweist. Im menschlichen Genom
sind Uber 10 Millionen dieser singuldren Basensubstitutionen bekannt (Bojesen und
Nordestgaard, 2008; Miiller-Esterl et al., 2010b). Durchschnittlich befindet sich in einem
Bereich von 1000-5000 Basen mindestens ein derartiger singuldarer Basenaustausch im
menschlichen Erbgut. SNPs sind eine Ursache fiir die individuell unterschiedliche Suszeptibilitat
fur das Auftreten bestimmter Erkrankungen (Muhlhardt, 2009a). Unterschiede in Wirkung,
Metabolisierung und unerwiinschten Arzneimittelwirkungen von Medikamenten sind durch
geringfligige Abweichungen in der Primarstruktur von Enzymen, in Form von Einzelnukleotid-
Polymorphismen, bedingt (Miller-Esterl et al., 2010b). Die Bedeutungen dieser SNPs fiur die
Gesundheit oder der Entstehung von Erkrankungen ist jedoch groRtenteils noch ungeklart
(Bojesen und Nordestgaard, 2008). Auch in TP53, MDM?2 und MDMX konnten Einzelnukleotid-
Polymorphismen nachgewiesen werden. Je nach Position der Basenveranderung ergeben sich
dabei bei einigen SNPs Verdanderungen in der Aminosauresequenz und konsekutiv zum Teil
auch in der Funktion der Proteine. Infolge dessen wird auch das Risiko der Entwicklung von

malignen Tumoren beeinflusst (Bond und Levine 2007; Grochola et al., 2010).
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1.3.1 TP53 Codon 72 SNP (rs1042522)

Der Codon 72 SNP, auch als Arg72Pro-SNP bekannt, liegt im Exon 4 von TP53. Nach seiner
Entdeckung 1986 wurden er mit malignen Tumoren, Hepatitis C und Schizophrenie in
Verbindung gebracht (Bojesen und Nordestgaard, 2008). An dieser Position (Codon 72) wird
anstelle der Base Guanin die Base Cytosin in die DNA eingebaut (Al-Quasem et al., 2011).
Folge ist die Bildung eines chemisch verdnderten Proteins. Anstelle der Aminosdure Arginin
(Arg72-Variante) wird die Aminosaure Prolin (Pro72-Variante) in das Protein eingebaut. Dieser
Polymorphismus, im Bereich der Prolin-reichen Domane, hat einen entscheidenden Einfluss
auf die Apoptosefunktion von p53. Liegt die Pro72-Variante vor, so ist die Effektivitat, mit der
p53 die Apoptose induziert, vermindert (Grochola et al., 2010). Im Gegensatz dazu scheint der
Basenaustausch einen positiven Einfluss auf den Zellzyklusarrest und die DNA-Reparatur zu
haben (Bojesen und Nordestgaard, 2008). Die Haufigkeit der Pro72-Variante unterliegt
regionalen Unterschieden. In einer schwedischen Population hatten 17% der untersuchten
Personen diese Veranderung, in Nigeria konnte man es in 63% der Fdlle nachweisen

(Beckmann et al., 1994).

Die Auswirkungen auf die Entwicklung eines malignen Tumors in Abhédngigkeit dieses
Polymorphismus sind intensiv untersucht worden und werden kontrovers diskutiert. Die Daten
sind insgesamt inkonsistent. Es konnte gezeigt werden, dass die Pro72-Variante mit einem
signifikant erhohtem Risiko fir Brustkrebs (Johnson et al.,, 2007) und einem friheren
Erkrankungsalter, im Vergleich zu Patientinnen mit der Arg72-Variante, unter Saudi arabischen
Frauen, einhergeht (Al-Quasem et al., 2011). Tumorerkrankungen bei Patienten mit der Pro72-
Variante sind mit einem schlechteren klinischen Verlauf assoziiert (Xu et al., 2008). Im
Gegensatz dazu zeigten andere Arbeitsgruppen, dass die Pro72-Variante nicht mit einem
erhohten Risiko fir Mammakarzinome, unter Trdgerinnen von Mutationen in BRCA1 und
BRCA2, einhergeht (Sinilnikova et al., 2009), oder aber die Arg72-Variante mit einem erhdhten
Brustkrebsrisiko vergesellschaftet ist (Kalemi et al.,, 2005). Eine Assoziation zwischen dem
Auftreten von Zervixkarzinomen und dem SNP in Codon 72 konnte nicht nachgewiesen
werden (Klug et al., 2009). Gleiches gilt fir Endometriumkarzinome (Nunobiki et al.,2009). ). In
einer danischen Publikation konnte gezeigt werden, dass Personen mit der homozygoten
Arg72-Variante durchschnittlich einen Uberlebensvorteil drei 3 Jahren im Vergleich zur Pro72-
Variante aufweisen. Die vergleichsweise hohere Effektivitdt der Apoptoseinduktion dient als
Erklarung fur dieses Phanomen. In die Studie gingen unterschiedliche Krebsentitaten ein

(Bojesen und Nordestgaard, 2008).
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1.3.2 MDM2 SNP 309 (rs2279744)

Der SNP 309 befindet sich im Intron 1 auf Chromosom 12q13-14, dieser Bereich fungiert als
Promotorregion von MDM2 (Promotor P2). An der Position 309 kommt es zu einem Austausch
der Basen Thymin zu Guanin (Knappskog und Lonning, 2011, Oliner et al., 1992). Das T-Allel
hat im Vergleich zum G-Allel eine hohere Bindungsaffinitit zu Spl, einem
Transkriptionsaktivator. Infolge dessen wird MDM2 vermehrt transkribiert. Bei Vorliegen des
G-Allels lassen sich hohere Mengen an MDM2-spezifischer mRNA nachweisen. Eine Erhéhung
von Mdm2 innerhalb der Zelle fiihrt zu einer verstarkten Inhibition von p53. Die Akkumulation
von genetischen Aberrationen kann von p53 daher nur unzureichend liberwacht werden, der
Zellzyklus schreitet voran, es kommt nicht zur Apoptose der Zelle. DNA-Schaden werden an die
Tochterzellen weitervererbt, weitere Mutationen etablieren sich. Im Verlauf kann die Zelle zu
einer malignen Tumorzelle entarten. MDM2 SNP309 ist mit einem erhdéhten Tumorrisiko
assoziiert (Bond et al., 2006). Dariiber hinaus zeigen die Patienten ein jlngeres
Erkrankungsalter (Stoehr et al., 2016). Diese Assoziation zeigt sich sowohl bei Patienten mit Li-
Fraumeni Syndrom als auch bei Patienten ohne Keimbahnmutationen in TP53. Gehauft werden
maligne Weichteiltumoren, diffus grofRzellige B-Zell-Lymphome, chronische lymphatische
Leukdamien, kolorektale Karzinome, Nierenkarzinome oder Ostrogenrezeptorpositive
Mammakarzinome, bei vergleichsweise jungen Patienten, diagnostiziert, wenn das
homozygote G-Allel im MDM2-Gen vorliegt (Benner et al., 2014; Knappskog und Lonning,
2011; Stoehr et al.,2016). Frauen mit Ovarialkarzinomen, die eine Uberexpression des
Ostrogenrezeptors aufweisen, erkranken ebenfalls frither (Bartel et al., 2008). Das G-Allel ist
signifikant mit der Wandinfiltration bei Blasenkrebs assoziiert (Hatzenbichler et al., 2014).
Allerdings kann die onkogene Wirkung von MDMZ2 SNP 309 nach jetzigem Kenntnisstand nicht
auf alle Bevolkerungsgruppen (ibertragen werden. Im Gegensatz zu Asiaten und Ashkenazi-
Juden findet sich bei Kaukasiern kein Zusammenhang zwischen MDM2 SNP 309 und einer
friihzeitigeren Tumorgenese (Economopoulos und Sergentanis, 2010; Knappskog und Lonning,
2011). Andere Autoren konnten auch keine Assoziation zwischen MDM2 SNP 309 und einem

erhohten Karzinomrisiko nachweisen (Schmidt et al., 2007; Sinilnikova et al., 2009).
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1.3.3 MDM2 SNP 285 (rs117039649)

Im Zusammenhang mit Untersuchungen des SNP 309 im MDM2-Gen fand die Arbeitsgruppe
um Knappskog und Lonning einen weiteren, 24 Basen entfernt gelegenen, Einzelnukleotid-
Polymorphismus, den SNP 285. Dabei kommt es zu einem Austausch der Basen Guanin zu
Cytosin. Dieser Polymorphismus wird als Haplotyp mit dem G-Allel des SNP 309 vererbt
(Knappskog und Lonning, 2011). Dieser SNP ist nach Auffassung der Autoren relativ neu und
insbesondere in der kaukasischen Bevodlkerung nachweisbar (Knappskog et al.,, 2010,
Knappskog et al., 2014). Die Frequenz seines Auftretens wird mit 2-6% angegeben, unter
Finnen ist der SNP seltener (Knappskog et al., 2014). Die Affinitdt des Transkriptionsfaktors Sp1
zur Promotorregion ist im Vergleich vermindert. Der affinitatssteigernde Effekt von MDM2 SNP
309 wird dadurch nicht nur abgeschwacht sondern Giberkompensiert (Knappskog und Lonning,
2011). Patientinnen mit einem C-Allel im SNP 285 zeigen ein vermindertes Risiko fir die
Entwicklung von malignen Mamma-, Ovar- oder Endometriumtumoren unter Tragern des
MDM?2 SNP 309 (Knappskog und Lonning, 2011; Knappskog et al., 2010). Auch das Risiko fur
Zervixkarzinome ist bei Vorliegen des SNPs kleiner (Roszak et al., 2015). Dieser Einzelnukleotid-
Polymorphismus, der besonders in der kaukasischen Bevélkerung verbreitet ist, kann den
unterschiedlichen Einfluss von MDM2 SNP 309 auf das Krebsrisiko in europaischen und

asiatischen Populationen gut erklaren (Knappskog et al., 2010).

1.3.4 MDMX SNP 31826 (rs1563828)

Der SNP 31826 ist in Intron zehn des MDMX-Gens auf Chromosom 1g32 lokalisiert (Shvarts et
al.,, 1997). An der Position 31826 kommt es zu einem Austausch der Basen Guanin und
Adenosin. Es konnte gezeigt werden, dass unter Patienten mit Nasopharynxkarzinomen, Trager
des singuldaren Nukleotid-Polymorphismus mit der homozygoten Adenosin-Variante, in einem
jungeren Lebensalter erkrankten. Das Risiko, ein Nasopharynxkarzinom in Abhangigkeit des
SNP zu entwickeln, unterschied sich nicht signifikant (Zhang et al., 2012). Dies gilt auch fir
Brustkrebs. Die Manifestation der Erkrankung ist bei Frauen mit 6strogenrezeptornegativen
Mammakarzinomen und dem AA-Allel 3,8 Jahre friiher, unter einer rein kaukasischen
Population sogar 7,5 Jahre (Kulkarni et al., 2009). Die Varianten des SNP 31826 unterscheiden
sich nicht signifikant im Risiko ein Mammakarzinom zu entwickeln, jedoch erkranken Patienten

mit der homozygoten Adenosin-Variante friher (Song et al., 2012).
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1.3.5 MDMX SNP 34091 (rs4245739)

Der SNP 34091 befindet sich im 3'UTR des MDMX-Gens. Anstelle der Base Adenosin ist an
dieser Position die Base Cytosin eingebaut. Dieser SNP ist die Zielstruktur von miR-191, einer
miRNA, welche sowohl in Tumorzellen als auch Normalgewebe exprimiert wird. MiRNAs sind
kurze, 21-23 Basenpaare umfassende RNA-Fragmente, die regulierend in die Expression
menschlicher Gene eingreifen. Sie binden dazu im 3’-nicht-translatierten Bereich (3"UTR) ihrer
Ziel-mRNA (Mdihlhardt, 2009b; Miller-Esterl et al., 2010d). MiR-191 kann die Expression des
MDMX-C-Allels, nicht aber des A-Allels, beeinflussen (Wynendaele et al.,, 2010). Bei
vorhandenem C-Allel wird die mRNA von Mdmx vermehrt abgebaut, die Konzentration ist
insgesamt geringer und die potentielle onkogene Wirkung abgeschwacht. Das homozygote A-
Allel ist mit einer signifikant erhéhten Expression der Mdmx mRNA in Ovarialkarzinomen
verknlpft. Patienten mit besonders aggressiven Ovarialkarzinomen zeigten haufiger die
Wildtypvariante. Diese Patienten haben ein 5,5-fach héheres Risiko am Tumor zu versterben,
als Patienten mit der CC-Variante (McEvoy et al., 2012; Wynendaele et al., 2010). In einer
genomweiten Assoziationsstudie wurde gezeigt, dass MDMX SNP 34091 mit der Entwicklung
von Ostrogenrezeptornegativen Mammakarzinomen, auch bei Patientinnen mit einer BRCA1-

Mutation, assoziiert ist (Garcia-Closas et al., 2013).

1.3.6 LGR6 rs6678914

Garcia-Closas et al. analysierten in der 2013 publizierten Genom-weiten Assoziationsstudie
sechs neue Polymorphismen, welche signifikant mit Ostrogenrezeptornegativen, invasiv
lobuldren Mammakarzinomen assoziiert sind. Neben MDMX SNP 34091 wurde der
Polymorphismus LGR6 rs6678914 beschrieben, beide Gene sind auf Chromosom 1qg32
lokalisiert. Der SNP rs6678914 in LGR6 befindet sich in Intron 1 (Garcia-Closas et al., 2013).
Darliber hinaus konnte eine signifikante Assoziation dieses SNPs mit invasiv lobularen
Mammakarzinomen gezeigt werden (Sawyer et al. 2014). Im SNP rs6678914 erfolgt ein
Austausch der Basen Guanin und Adenin, die Haufigkeit des selteneren A-Allels wird in der
NCBI-Datenbank mit 32% angegeben (NCBI-Datenbank, 2016). LGR6 (leucine rich-repeat
containing, G protein-coupled receptor 6) ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor, welcher eine
groRe Homologie zu den Rezeptoren LGR4 und LGR5 zeigt (Gong et al., 2012). Es ist bekannt,

dass diese Rezeptoren in bestimmten Stammzellen exprimiert werden (Baker und Clevers,
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2010). Dariiber hinaus zeigt sicheine Haufung somatischer Mutationen von LGR6 bei Patienten

mit Kolonkarzinomen (Gong et al., 2012).

Tab. 2 Ubersicht der untersuchten SNPs (*)

SNP Chromosom  Position Basenaustausch Vermuteter Mechanismus
TP53 Codon 72 Effektivitat der
SNP 17p13.1 Exon 4 Guanin > Cytosin Apoptoseinduktion
durch missense Mutation
vermindert
Promotor
MDM2 SNP 309 12qg13-14 P2 Thymin > Guanin Bindungsaffiniat zu

Transkriptionsfaktor Sp1
erhoht

MDM2 SNP 285 12q13-14

Guanin > Cytosin

Bindungsaffiniat zu
Transkriptionsfaktor Sp1
erniedrigt

Guanin > Adenin

Adenin > Cytosin

Zielstruktur fur miR-191

MDMX SNP

31826 1932 Intron 10
MDMX SNP

34091 1932 3°UTR
LGR6

rs6678914 1932

Guanin > Adenin

(*) modifiziert, Bojesen und Nordestgaard, 2008; Bond et al., 2006; Garcia-Closas et al., 2013; Grochola
et al., 2010; Knappskog und Lonning, 2011; Knappskog et al., 2010 und 2014; Oliner et al., 1992; Shvarts

et al., 1997; Wynendaele et al., 2010
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2. Zielstellung

Eine Reihe von Publikationen hat gezeigt, dass es Assoziationen zwischen dem Risiko, an einem
Mammakarzinom zu erkranken und Einzelnukleotid-Polymorphismen in den Genen TP53,
MDM?2, MDMX und LGR6 gibt (Al-Quasem et al., 2012; Garcia-Closas et al., 2013; Song et al.,
2012; Xu et al., 2008). Im Gegensatz dazu zeigten andere Autoren, dass es keine oder nur
geringe Zusammenhange gibt (Knappskog und Lonning, 2011; Millikan et al., 2006), zum Teil

konnen Effekte nur fir einzelne Krebsentitdten gezeigt werden (Dahabreh et al., 2012)

Ausgehend davon war es Ziel dieser Arbeit, zu untersuchen, ob sich die bereits beschriebenen
Zusammenhange zwischen dem Brustkrebsrisiko und Einzelnukleotid-Polymorphismen in den
Genen TP53 und MDM?2 in einer groRen deutschen Population reproduzieren lassen oder ob
sich bei der ohnehin teils widerspriichlichen Datenlage Hinweise flir andere Zusammenhange
ergeben. Dariber hinaus sind im Rahmen dieser Arbeit auch erstmals Polymorphismen in den
Genen LGR6 und MDMX, welche beide auf Chromosom 1g32 kodiert sind und laut einer
genomweiten Assoziationsstudie aus dem Jahr 2013 signifikant mit dstrogenrezeptornegativen
Mammakarzinomen assoziiert sind (Garcia-Closas et al.,, 2013), auf lhre Einfliisse auf das

Erkrankungsalter und den klinischen Verlauf untersucht worden.

Die zur Verfiigung stehenden Mammakarzinomproben wurden auf sechs Einzelnukleotid-
Polymorphismen untersucht. Hierbei handelt sich um TP53 Codon 72 SNP, MDM2 SNP 309 und
285, MDMX SNP 31826 und 34091 sowie LGR6 rs6678914. Zunachst wurde der Allel-Status
analysiert. Im Anschluss erfolgten Berechnungen unter Einbeziehung der klinischen und
pathologischen Daten. Hierzu sind das Alter zum Zeitpunkt der Diagnose, das TNM-Stadium,
Lymphgefal3- und Veneninvasion, das Grading des Karzinoms, der Hormonrezeptorstatus und
der HER2-Status in die Auswertung einbezogen worden. Ziel war es Korrelationen zwischen
molekularen Daten und klinisch-prognostischen Parametern in der untersuchten

Patientengruppe zu identifizieren.



Material

3. Material und Methodik

3.1 Gewebematerial

Wir untersuchten natives kryokonserviertes Gewebe von 815 Mammakarzinomen, die
urspringlich  far die PiA-Studie (Prognose im Alltag) durch Mitarbeiter des
Universitatsklinikums flir Gynakologie und Geburtshilfe der Martin-Luther Universitat Halle-

Wittenberg gesammelt und uns freundlicherweise zur Verfligung gestellt wurden.

Tab. 3 Ubersicht der klinischen und pathologischen Daten (Auswahl)

Charakteristika Verteilung (n) (%)
Alter bei Erstdiagnose Mittelwert 62,2 Jahre
<55 270 (33,1%)
>/=55 545 (66,9%)
jingste Patientin 22 Jahre
dlteste Patientin 90 Jahre
T (Primartumor) pT1 420 (51,5%)
pT2 349 (42,8%)
pT3 39 (4,8%)
pT4 7 (0,9%)
N (Lymphknotenstatus) NO 501 (61,5%)
N1 231 (28,3%)
N2 51 (6,3)
N3 3 (3,9%)
M (Fernmetastasen) MO 815 (100,0%)
M1 0 (0,0%)
Lymphgefalinfiltration LO 592 (72,6%)
L1 223 (27,4%)
Veneninfiltration VO 806 (98,9%)
\Val 9 (1,1%)
Grading Gl 94 (11,5%)
G2 508 (62,3%)
G3 211 (26,2%)
Histologie duktal invasives Mammakarzinom 647 (79,4%)
lobular invasives Mammakarzinom 123 (15,1%)
andere 45 (5,5%)
HR-Status negativ 118 (14,5%)
positiv 697 (85,5%)
HER2-Status negativ 702 (86,1%)

positiv 113 (13,9%)
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Die Proben wurden im Zeitraum von 2009 bis 2011 in fiinf deutschen Zentren gesammelt. Das

Alter der Patientinnen lag zum Diagnosezeitpunkt zwischen 22 und 90 Jahren, das

durchschnittliche Alter lag zum Diagnosezeitpunkt bei 62,2 Jahren. Bei Patientinnen die

multizentrische oder

bilaterale Mammakarzinome hatten wurden alle Tumorproben

genotypisiert, da bei allen Proben, wie erwartet, der Genotyp Ubereinstimmte, wurden die

Patientinnen nur einmal in die Berechnungen einbezogen. Die Patientinnen hatten Ihr

Einverstandnis fiir die wissenschaftliche Nutzung lhrer DNA gegeben. Ein positives Ethikvotum

fiir diese Arbeit liegt vor.

3.2 Primer und Oligonukleotide

Die verwendeten Primer wurden unter Anwendung des Programms CloneManager erstellt

und durch TIB MOLBIOL (Berlin, Deutschland) oder

synthetisiert (Tabelle 6).

Tab. 4 Ubersicht der verwendeten Primer

Biolegio  (Nijmegen,

Niederlande)

SNP Primer Sequenz des Primers Orientierung
TP53 Codon 72 p53 Exon 4 fw 5'- CGTTCTGGTAAGGACAAGGGT -3’  sense
p53 Exon 4 rev 5- AAGAAATGCAGGGGGATACGG - 3‘ antisense
MDM2 SNP 309 SNP 309 fw 5‘- CGGGAGTTCAGGGTAAAGGT - 3¢ sense
SNP 309 rev 5‘- AGCAAGTCGGTGCTTACCTG - 3¢ antisense
MDM2 SNP 285 SNP 309 fw 5‘- CGGGAGTTCAGGGTAAAGGT — 3/ sense
SNP 309 rev 5- AGCAAGTCGGTGCTTACCTG — 3¢ antisense
MDMX SNP 31826 mdmx 31778 fw  5-TGACAACTCAAGTCTAGACCCAAA-3’ sense
mdmx 32012 rev 5-TTGGCAATGAACTACCATAATG-3* antisense
MDMX SNP 34091 mdmx 34091 fw  5'-CCTgATTgTCgAAgAACCATT-3’ sense
XEX11_2 rev 5-ACATTCTCTGACAGGTTGGAAA-3' antisense
LGR6 rs6678914  lgr6 fw 5-CTGTGCAAAGCCAGAGAGAAC-3’ sense
Igré rev 5-GCTCTTTCCACCCACCAGATT-3* antisense



3.3 Tagman Assays

In dieser Arbeit wurden die in Tabelle 7 aufgefiihrten Tagman SNP Genotyping Assays

verwendet.

Tab. 5 Ubersicht der in der Arbeit verwendeten Tagman SNP Genotyping Assays

Name des SNP Name des Genotyping Assays Firma

TP53 Codon 72 rs1042522 Applied Biosystems, USA
MDMX 31826 XSNP31826 rs1563828 Applied Biosystems, USA
MDMX SNP 34091 XSNP34091 rs4245739 Applied Biosystems, USA
LGR6 rs6678914 rs6678914 Applied Biosystems, USA
3.4 Enzyme

Hot FIREPoI® (5 U/pl)

Go Green Mastermix®

3.5 Kits

BigDye Terminator v1.1 Sequencing Kit
QlAquick DNA Mini Kit
QlAquick Gel Extraction Kit

PCR-Reinigungs-Kit

3.6 Chemikalien

Agarose

Bromphenolblau

Solis Biodyne, Estland

Promega, Heidelberg

Applied Biosystems, USA

Qiagen, Hilden Deutschland

Qiagen, Hilden Deutschland

Seglab, Gottingen Deutschland

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg
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Borsaure Roth, Karlsruhe
Desoxyribonukleotide (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Promega, Heidelberg
DNA-Standard (100 Basenpaarleiter) Invitrogen, Karlsruhe
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Roth, Karlsruhe

Ethanol 96%

Ethanol 70 %

Ethidiumbromid

Formamid

Isopropanol

Magnesiumchlorid

Natriumacetat

Proteinase K

Tris-HCI

3.7 Gerdte und Verbrauchsmaterialien

BioDocAnalyze (Gelauswertung)

BioPhotometer

Cubis (Analysewaage)

Elektrophorese-Kammer

Magnetriihrer

Mettler AM 100 (Analysewaage)

Mikropipetten

Peltier Thermal-Cycler

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Rot, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Biometra, Gottingen

Eppendorf, Hamburg

Sartorius AG, Gottingen

BioPlex, Freiburg

IKA-Labortechnik, Staufen

Mettler, GieRen

Eppendorf, Hamburg

Bio Rad, Miinchen
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Pipetten Eppendorf, Hamburg
ReaktionsgefaRe Eppendorf, Hamburg
Rotor-Gene RG-3000 Qiagen, Hilden
Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg
Trio-Thermoblock TB1 Biometra, Gottingen
Ultra Violet Transluminator Fluo- Link TFL35M Milpitas, USA
Vakuumzentrifuge (Concentrator 5301) Eppendorf, Hamburg
Vortex-Gene 2 Scientific industries, USA
Zentrifuge 5804 R Eppendorf, Hamburg

3.8 Puffer und Losungen

Auftragspuffer (Gelelektrophorese) 10 ml Formamid

10 mg Xylencyanol

10 mg Bromphenolblau

0,2 ml EDTA (0,5M, pH 8)

5XTBE-Puffer 54,0 g Tris

27,5 g Borsaure

20ml 0,5 M EDTA pH 8,0

11 Aqua bidest
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3.9 DNA-Isolation mit Qiagen DNA Mini Kit

Die DNA wurde aus nativen kryokonservierten Karzinomproben isoliert. Die DNA-Isolation

erfolgte entsprechend den Angaben des Herstellers unter Nutzung des Qiagen DNA Mini Kit.

1. Abtrennen eines ca. 4 mm durchmessenden Gewebestlicks von der Probe mittels eines

Skalpells und Gberfiihren in ein Eppendorf-ReaktionsgefaR, anschlieRend kurze Zentrifugation

2. Zugabe von 180 pl ATL-Puffer, den Ansatz kurz vortexen

3. Zugabe von 20 pl Proteinase K und anschlieBender Verdau der Gewebeprobe im
Thermoblock bei 55 °C und 1000 rpm fiir drei Stunden. Nach Ablauf der drei Stunden ist eine

Inkubation bei 37 °C problemlos moglich

4. Erneut kurze Zentrifugation um eine Kontamination zu vermeiden

5. Zugabe von 200 pl AL-Puffer und Probe 15 Sekunden vortexen

6. Probe bei 70 °C und 1000 rpm fiir 10 Minuten in den Thermoblock setzen um Proteinase K

vollstandig zu Inaktivieren

7. Erneut kurze Zentrifugation um Kontamination zu vermeiden

8. AE-Puffer auf 70 °C erwdrmen

9. Zugabe von 220 ul 96% Ethanol in das Eppendorf-Reaktionsgefalk, danach mittels Pipette auf
eine Reaktionssdule geben und anschliefende Zentrifugation bei Raumtemperatur und 8000

rpm flr eine Minute

10. Verwerfen des Auffanggefalles inklusive Inhalt, die Saule auf ein neues Eppendorf-

ReaktionsgefaR setzen

11. Zugabe von 500 pl AW1-Waschpuffer und Zentrifugation bei Raumtemperatur und 8000

rpm flr eine Minute

12. Verwerfen des AuffanggefaRes inklusive Inhalt und Saule auf ein neues Eppendorf-

ReaktionsgefaR setzen

13. Zugabe von 500 pl AW1 und Zentrifugation bei Raumtemperatur und 13000 rpm fir zwei

Minuten



Methoden

14. Verwerfen des AuffanggefaRes inklusive Inhalt, die Saule auf ein neues Eppendorf-
ReaktionsgefaR setzen und Zentrifugation bei Raumtemperatur und 13000 rpm fir zwei

Minuten

15. Verwerfen des Auffanggefalles inklusive Inhalt, die Saule auf ein neues Eppendorf-
Reaktionsgefal}. Anschliefend Handschuhwechsel und Zugabe von 80 ul auf 70 °C erwarmten

AE-Puffer
16. Inkubation des Eppendorf-Reaktionsgefall bei 70 °C fir drei Minuten

17. Zentrifugation bei Raumtemperatur und 8000 rpm fir eine Minute. Im Eppendorf-
Reaktionsgefall befindet sich nun die geléste DNA unbekannter Konzentration. Die Saule wird

verworfen

3.10 DNA-Konzentrationsmessung

Zur Herstellung von DNA-Proben gleicher Konzentration (20 ng/ul) wurden die Proben mit
Hilfe eines Bio Photometers (Eppendorf) untersucht. Als Leerprobe verwendeten wir TBE-
Puffer. AnschlieBend berechneten wir unter Nutzung einer Excel-Tabelle die die Menge an
notwendigem Aqua bidest zur Anpassung der Proben auf die standardisierte Konzentration

von 20 ng/ul.

Vorgehen bei MDM2 SNP 309 und SNP 285:

3.11 Genotypisierung mittels Sequenzierungsreaktion

3.11.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Alle PCR- Reaktionen wurden mit der Hotfire-Pol der Firma Solis Biodyne (Estland)

durchgefihrt. Der 25 pl PCR-Ansatz umfasst folgende Komponenten:

12,5 ul Go Green Master Mix® (Firma Promega)
9,5 ul Aqua bidest.
1,0 pl je forward und reverse Primer

1,0 pl 20 ng/ul DNA
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Die Polymerasekettenreaktion erfolgte in einem Thermocycler nach folgendem Programm:

1. Initiale Aktivierung 95°C 15 min
2. Cycling (45x) - Denaturierung 95°C 15s

- Annealing 55-58°C 20s

- Extension 72°C 30s
3. Finale Extension 72°C 10 min

Die Temperatur der Annealing-Phase variierte im Bereich zwischen 55- 58 °C, je nachdem

welches Gen amplifiziert wurde.

3.11.2 Agarose-Gelelektrophorese

Zum Nachweis der erfolgreichen Amplifikation der DNA-Fragmente mittels Polymerase-
Kettenreaktion wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Es wurde ein 1%iges Agarosegel,
bestehend aus 50 ml 0,5xTBE, 500 mg Agarose und 1,25 ul Ethidiumbromid, benutzt. Die
Gelelektrophorese erfolgte mit 0,5xTBE-Laufpuffer bei 90 Volt und 45 mA fiir 20 Minuten in
Gelkammern der Firma Bioplex. Jeweils 8 pl Probe wurden auf das Agarosegel aufgetragen.
Zur Charakterisierung der Fragmentlange dienten 100 Basenpaarlangenstandards. Nach
abgeschlossener Gelelektrophorese wurden die Banden nach Visualisierung mit UV-Strahlung
dokumentiert und anschlieBend die Bande mit dem gewilinschten DNA-Fragmenten mittels

Skalpell entnommen und in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefal tiberfuhrt.

3.11.3 DNA-Isolation mit QlAquick Gel Extraction Kit aus Agarosegel

Die Isolation erfolgte mit Hilfe des QlAquick Gel Extraction Kit der Firma Qiagen entsprechend

dem Herstellerprotokoll, folgende Schritte wurden durchgefiihrt.

1. Zugabe von 300 ul QG-Puffer in das Eppendorf-Reaktionsgefall und Inkubation bei 50°C fir
10 Minuten, die Probe zwischenzeitlich mehrfach vortexen, abschlieffend die Probe nochmals

grindlich vortexen, kontrollieren, dass sich das Agarosegel komplett gelost hat

2. Die Losung wird auf eine Zentrifugationssadule gegeben und bei Raumtemperatur und 10000

rpm flr eine Minute zentrifugiert, der Durchfluss wird verworfen
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3. Zugabe von 500 pl QG-Puffer auf die Saule, Zentrifugation bei Raumtemperatur und 10000

rpm fir eine Minute, der Durchfluss wird erneut verworfen

4. Zugabe von 350 ul PE-Puffer auf die Saule, Zentrifugation bei Raumtemperatur und 10000
rom fiir eine Minute. Der Durchfluss wird erneut verworfen, der Vorgang wird einmal

wiederholt

5. Nochmaliges zentrifugieren, anschlieBend wird sie Sdule auf ein neues Eppendorf-

Reaktionsgefal} gesetzt und fir drei Minuten bei Raumtemperatur getrocknet

6. Zugabe von 50 ul EB-Puffer. Um die DNA vollstandig zu l6sen wird diese fir fiinf Minuten
inkubiert und anschlieend bei Raumtemperatur und 10000 rpm fiir eine Minute zentrifugiert.

Die geloste DNA befindet sich nun in einem Eppendorf-Reaktionsgefall.

3.11.4 Sequenzierungsreaktion

Die Durchfiihrung der Sequenzierungsreaktion erfolgte mit dem BigDye Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit der Firma Applied Biosystems, USA.

Der Ansatz je Sequenzierungsrekation setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen:

11,0 pul Sequenzierpuffer (5x)
2,0 ul Terminator Mix
4,0 ul 0,8 pmol/l Primer (Verwendung des jeweiligen forward bzw. reverse Primers)

3,0 ul aufgereinigte DNA (siehe 3.3.3)

Die Sequenzierungsreaktion erfolgte in 0,5 ml Eppendorf Reaktionsgefallen im TrioblockTM

Thermocycler nach folgendem Programm:

1.96 °C 1 min
2.96°C 10s
3.50°C 5s
4.60 °C 4 min

5. Schritt 2. - 4. 24 Mal wiederholen.



Methoden

3.11.5 Féllung der Sequenzierungsprodukte aus dem BigDye Terminator Kit

Zur Analyse der Proben ist eine vorherige Aufreinigung der Sequenzierungsprodukte
erforderlich. Das Eppendorf-ReaktionsgefaR wurde vor direkter Lichteinstrahlung geschiitzt.

Zu den 20 pl Sequenzierungsprodukt wurden folgende Komponenten gegeben:

2 ul 125 mM/I EDTA
2 ul 3M/I Natriumacetat
50 ul 96%iger Ethanol

Nach griindlichem Vortexen erfolgte flir 15 Minuten bei Raumtemperatur die Inkubation. Die
Tubes sollten hierbei moglichst vor direkter Lichteinstrahlung geschiitzt sein. Im Anschluss
wurden die Proben bei 4 °C und 6000 rpm fir 20 Minuten zentrifugiert. Nach vorsichtiger
Entnahme der Eppendorf-Reaktionsgefdlle aus der Tischzentrifuge wurde die lberstehende
FlGRigkeit vorsichtig abpipettiert ohne das DNA-Pellet zu entfernen. Nach Zugabe von 70 pl
70% Ethanol wurden die Proben bei 4 °C und 6000 rpm flir zehn Minuten zentrifugiert. Erneut
vorsichtiges abpipettieren der Gberstehenden FliRigkeit. Das Pelett wurde danach in einem

Thermocycler bei 80 °C fir zehn Minuten getrocknet.

3.11.6 Vorbereitung der Analyse

Die Analyse der Proben im Zentrum fiir Medizinische Grundlagenforschung der Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg. Zur Beschleunigung der Bearbeitung der Proben wurde die

terminale Aufbereitung der Proben vor der Analyse nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

1. Zentrifugation der Eppendorf-ReaktionsgefdRe mit DNA-Pelett mittels einer Zentrifuge bei
7000 U/min

2. 12 pl Formamid in die Tubes pipettieren und fiir zehn Sekunden vortexen, anschliefend

Inkubation der Losung fir zehn Minuten
3. Zentrifugation der Proben fur zehn Sekunden bei 7000 U/min

4. Uberfiihren der geldsten DNA aus den Eppendorf-ReaktionsgefidRen auf eine 96-Well-Platte,

anschlieRend Verschluss der Platte mittels Septum
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Vorgehen bei P53 Codon 72, MDMX SNP 31826, MDMX SNP 34091, LGR6:

3.12 Genotypisierung mittels Real-Time PCR

Eine alternative Untersuchungsmethode von genetischen Polymorphismen ist die Real-Time-
PCR. Hierzu wurden Tagman-Assays der Firma Applied Biosystems verwendet. Diese Sonden
verfligen Uber einen fluoreszierenden Reporterfarbstoff am 5°-Ende, sowie einen Quencher am
3‘-Ende einer spezifischen Oligonukleotidsonde. Ein TagMan-Assay besteht aus einer FAM-
markierten Sonde (Wildtyp-Allel) und einer VIC-markierten Sonde (mutiertes Allel). Die vom
Reporterfarbstoff abgestrahlte Fluoreszenz wird in der intakten Sonde durch die raumliche
Ndhe zum Quencher-Farbstoff Uber den Mechanismus der
Fluoreszenzresonanzenergietransfers unterdriickt (Forster, 1948). Wahrend des PCR-Zyklus
wird die Sonde mit Hilfe der 5‘2>3‘-Exonukleaseaktivitdt der Tag-Polymerase abgebaut, folglich
kommt es zu einer rdumlichen Dissoziation von Reporterfarbstoff und Quencher, wodurch das
Fluoreszenzsignal detektiert werden kann. Fir diesen Mechanismus muss sich die
Oligonukleotidsonde wahrend der Annealingphase in 3‘-Richtung der Primerbindungsstelle
befinden, um wahrend der Extensionsphase schliellich abgebaut zu werden. Mit jedem neuen
Durchgang der PCR steigt das Signal proportional zur Menge neu synthetisierter DNA-Produkte
an (Muhlhardt 2009c).

Zur Testung der Reliabilitat dieser Methode wurde die Reaktion zunachst an DNA-Proben mit
bekanntem Genotyp durchgefiihrt. Nachdem die Ergebnisse mit der konventionellen
Sequenzierungsreaktion nach Sanger ({bereinstimmten, wurden Proben aus dem

Patientenkollektiv Hilfe der Real-Time-PCR untersucht.

Die 20 ul Reaktionsansatz enthielten folgende Komponeneten:

11,6 pl Aqua bidest.

2,0 ul Puffer B

2,0 ul MgCl,

1,6 ul dNTPs

0,3 ul Hotfire Pol® (Solis Biodyne, Estland)
0,5 ul Tagman-Assay

2,0 ul 20ng/ul DNA
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Folgendes Programm wurde zu Messung im Rotorgene 3000 von Qiagen verwendet:

1.95°C 15 min
2.95°C 15s
3.60°C 20s
4.72°C 20s

2.-4. 39 Mal wiederholen

Die Messergebnisse wurden mit der Allelic Discrimination Software des Rotorgenes 3000

ausgewertet.

3.13 Statistische Auswertung

Die statistischen Berechnungen der erhobenen Daten erfolgte mit der Software IBM SPSS
Statistics, Version 21. (Armonk, USA). Als signifikant wurden dabei alle Ergebnisse eingestuft,
die einen p-Wert kleiner 0,05 aufwiesen. Die Nullhypothese wurde fiir diese Falle abgelehnt.
Daneben erfolgte die Berechnung der 95%-Konfidenzintervalle um die statistische Genauigkeit
der beobachteten Effekte zu demonstrieren. In die Berechnungen wurden die Genotypen von
815 Patientinnen einbezogen. Die klinischen und pathologischen Daten der Patientinnen
wurden im Rahmen der PiA-Studie durch Mitarbeiter der Universitatsklinik fir Gyndkologie
und Geburtshilfe der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg gesammelt und geordnet

und uns im Anschluss freundlicherweise zur Verfligung gestellt.

Die Verteilung der klinischen und pathologischen Variablen wurde in Abhangigkeit des
Genotyps tabellarisch veranschaulicht, die Berechnung der p-Werte erfolgte mittels Chi-

Quadrat-Test nach Pearson.

Dariiber hinaus erfolgte der Vergleich der Mittelwerte des Erkrankungsalters in Abhangigkeit
der drei Allelvarianten eines SNPs und des Ostrogenrezeptorstatus mit Hilfe des Varianztests.
Unterschiede im Alter zum Diagnosezeitpunkt wurden des Weiteren mit dem Log Rank-Test

dargestellt.

Mit Hilfe von Regressionsanalysen sollte gezeigt werden, welche Zusammenhange zwischen
den Variablen existieren. Der Genotyp wurde dabei als unabhangige Variable definiert. Ziel war
es, zu zeigen, welchen Einfluss der Genotyp auf das Alter zum Zeitpunkt der Diagnose, das

Stadium innerhalb der TNM-Klassifikation oder den Hormonrezeptorstatus haben.
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4. Ergebnisse

4.1. TP53 Codon 72 SNP (rs1042522)

4.1.1 Haufigkeiten der Allele

Von den 815 untersuchten Patientinnen zeigten 406 Patientinnen (49,2%) die Variante G/G,
bei 351 Frauen (43,8%) zeigte sich die Variante G/C. In 58 Féllen (7,0%) fand sich die Variante
C/C. Die Frequenz der C/C-Variante wird in der Literatur in Abhangigkeit der untersuchten
Population mit einer Haufigkeit von 2,6-12,9% angegeben (Cotignola et al., 2012, GroR et al.,
2014). Die bekannte Allelhdufigkeit kann anhand der von uns untersuchten Proben bestétigt

werden.

4.1.2 Assoziation mit dem Alter

Das Erkrankungsalter der Patienten lag im Durchschnitt bei 62,2 Jahren, die Patientinnen
waren zwischen 22 und 90 Jahre alt. Vergleicht man die Verteilung des Alters zum Zeitpunkt
der Erstdiagnose in Abhangigkeit des SNP, so fallt auf, dass Patientinnen mit der homozygoten
G/G-Variante durchschnittlich mit 61,7 Jahren erkranken, Patientinnen mit der heterozygoten
G/C-Variante sind zum Zeitpunkt der Diagnosestellung im Mittel 62,8 Jahre alt. Bei Frauen, die
den Genotyp C/C tragen, wird das Mammakarzinom durchschnittlich mit 63,8 Jahren
diagnostiziert. Die jlingste Patientin mit der C/C-Variante war 31 Jahre zum Zeitpunkt ihrer
Diagnosestellung und damit neun Jahre &lter, als die jlingste Patientin mit der G/C-Variante
(siehe Tab. 6). Der SNP ist nicht signifikant mit dem Erkrankungsalter der untersuchten
Patientinnen assoziiert (p=0,984; siehe Tab. 7). Zudem unterscheiden sich die Mittelwerte des
Erkrankungsalter in Abhangigkeit des Genotyps unterscheiden sich nicht signifikant (p=0,198;

Varianztest).
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Tab. 6 Altersverteilung der Patientinnen zum Diagnosezeitpunkt bei TP53 Codon 72

Gesamt G/G G/C c/c

(n=815) (n=406) (n=351) (n=58)
Mittelwert (in Jahren) 62,2 62,7 62,8 63,8
jiingste Patientin (in Jahren) 22 29 22 31
dlteste Patientin (in Jahren) 90 89 90 89
Spannbreite (in Jahren) 68 60 68 58

4.1.3 Assoziation mit dem Tumorstadium

Die Berechnungen ergaben keine Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen dem Genotyp

und dem Tumorstadium gemaR TNM zum Zeitpunkt der Diagnose (siehe Tab. 8).

4.1.4 Assoziation mit der histologischen Differenzierung und dem Grading

In der Literatur werden Assoziationen zwischen TP53 Codon 72 und dem Grading von
Mammakarzinomen beschrieben. Patienten mit der G/G-Variante haben gehiuft ein maRig
differenziertes Karzinom (Zajac et al.,, 2014). Bei den untersuchten Frauen zeigte sich ein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem Genotyp und dem Grading des Karzinoms.
Patientinnen mit der Variante G/G zeigten in 9,1% ein gut differenziertes (G1), in 64,8 % ein
maRig differenziertes (G2) und in 26,1% ein schlecht differenziertes Karzinom (G3).
Patientinnen mit der Variante C/C haben hingegen in 20,7% ein schlecht differenziertes
Karzinom (G3). Dieser Zusammenhang ist signifikant (OR=1,615; p=0,032; 95% Kl 1,041-2,505).
Der Genotyp G/G ist mit schlecht differenzierten Tumoren assoziiert, die Wahrscheinlichkeit ist
um das 1,6-fache erhoht. Es zeigte sich, dass die invasiv duktalen Mammakarzinome haufiger
schlecht differenziert waren (50,8%). Bei den invasiv lobuldren Karzinomen waren es 16,7%.
Die invasiv lobularen Mammakarzinome sind signifikant mit einer guten Differenzierung
assoziiert (OR=3,937; p=0,034; 95% Kl 1,111-13,952), dieser Zusammenhang ist bekannt
(Kloppel et al., 2013c). Daneben zeigten die Tumoren bei Tragern der G/G-Variante haufiger
eine lobulidre Differenzierung, 18% der Patientinnen mit dem G/G-Allel haben ein invasiv
lobuldres Mammakarzinom, bei den Patientinnen mit dem C/C-Allel sind es lediglich 10,3%.
Der Arg72Pro-SNP ist signifikant mit dem lobular invasives Mammakarzinom assoziiert, die

Wahrscheinlichkeit ist um das 1,6-fache erhéht (OR=1,558; p=0,026; 95% Kl 1,053-2,304).
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4.1.5 Assoziation mit den Hormonrezeptoren

Patienten mit der homozygoten C-Variante hatten haufiger ein Hormonrezeptor-positives
Mammakarzinom als Patientinnen der anderen Genotypen. In 93,1% ist hier der
Ostrogenrezeptorstatus positiv. Dagegen zeigten nur 84,2% der Patientinnen mit dem
Allelstatus G/G einen positiven Ostrogenrezeptorstatus. Der Zusammenhang ist jedoch nicht

signifikant (p=0,811; siehe Tab. 7)

Tab. 7 Ubersicht der Ergebnisse der binir-logistischen Regression von TP53 Codon 72

Variablen Genotyp OR 95% Konfidenzintervall p-Wert
Alter bei Diagnose G/G 1,000
(Cut-off 40 Jahre) G/C+C/C 0,992 0,467-2,109 0,984
Alter bei Diagnose G/G 1,000
(Cut-off 55 Jahre) G/C+C/C 1,034 0,772-1,384 0,823
Primartumor (T) G/G 1,000
G/C+C/C 1,087 0,826-1,43 0,554
Nodalstatus (N) G/G 1,000
G/C+C/C 1,232 0,929-1,634 0,147
Grading G/G 1,000
G/C+C/C 1,615 1,041-2,505 0,032
histologische G/G 1,000
Differenzierung G/C+C/C 1,558 1,053-2,304 0,026
Ostrogenrezeptorstatus G/G+G/C 1,000
c/C 0,955 0,653-1,369 0,811
Progesteronrezeptorstatus G/G 1,000
G/C+C/C 1,049 0,778-1,414 0,755
HER2-Status G/G 1,000

G/C+C/C 1,265 0,849-1,885 0,248
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4.1.6 Assoziation mit den intrinsischen Subtypen des Mammakarzinoms

Mammakarzinome kdnnen in intrinsische Subtypen eingeteilt werden. Die Subtypen geben
Ruckschlusse auf den Krankheitsverlauf und sind therapierelevant (Untch et al.,, 2011). Die
Einteilung erfolgte Uber Markerprofile in Anlehnung an die Empfehlung der St.-Gallen-

Konferenz 2011 (siehe Abb. 5).

Die intrinsischen Subtypen unterscheiden sich im Auftreten von Mutationen im TP53. Gehauft
finden sich Mutationen in Mammakarzinomen mit einer HER2-Uberexpression und bei Basal-
like-Tumoren (Sg¢rliea et al., 2011). In der untersuchten Patientengruppe fand sich kein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem Genotyp von TP53 Codon 72 mit den intrinsischen

Subtypen.

Abb. 5 Verteilung und Kriterien intrinsischen Subtypen (modifiziert, Untch et al., 2011
und Goldhirsch et al., 2013)

HER2+ (n=37)

ER -und PR-
G3
HER2 +
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Tab. 8 Verteilung klinisch-pathologischer Variablen bei TP53 Codon 72(Auswahl)

TP53 Codon 72 (n=815)

Variablen G/G G/C c/c p-Wert *
(n=406) (n=351) (n=58)

Alter

<55, 133 (32,8%) 120 (34,2%) 17 (29,3%)

>55). 273 (67,2%) 231 (65,8%) 41 (70,7%) 0,747

Histologie

duktal 313 (77,1%) 287 (81,8%) 47 (81,0%)

lobular 73 (18,0%) 44 (12,5%) 6 (10,3%)

andere 20 (4,9%) 20 (5,7%) 5 (8,6%) 0,167

TumorgroRe

T1 205 (50,5%) 183 (52,1%) 32 (55,2%)

T2 174 (42,9%) 153 (43,6%) 22 (37,9 %)

T3 25  (6,2%) 12 (3,4%) (3,4%)

T4 2 (0,5%) 3 (0,9%) (3,4%) 0,175

Nodalstatus

NO 240 (59,1%) 226 (64,4%) 35 (60,3%)

N1 126 (31,0%) 84 (23,9%) 21 (36,2%)

N2 25  (6,2%) 25 (7,1%) (1,7%)

N3 15 (3,7%) 16  (4,6%) (1,7%) 0,171

Grading

Gl 37 (9,1%) 47 (13,4%) 10 (17,2%)

G2 263 (64,8%) 210 (59,8%) 36 (62,1%)

G3 106 (26,1%) 94 (26,8%) 12 (20,7%) 0,185

LymphgefaRinfiltration

LO 298 (72,7%) 262 (73,4%) 41 (70,7%)

L1 112 (27,3%) 95 (26,6%) 17 (29,3%) 0,914

Veneninfiltration

VO 404 (99,5%) 345 (98,3%) 57 (98,3%)

V1 2 (0,5%) 6 (1,7%) 1 (1,7%) 0,25

ER-Status

positiv 342 (84,2%) 293 (83,5%) 54 (93,1%)

negativ 64 (15,8%) 58 (16,5%) 4 (6,9%) 0,166

PR-Status

positiv 285 (70,2%) 242 (68,9%) 41 (70,7%)

negativ 121 (29,8%) 109 (31,1%) 17 (29,3%) 0,919

Intrinsischer Subtyp

Luminal-A 227 (55,9%) 189 (53,8%) 36 (62,1%) 0,489

Luminal-B 117 (28,8%) 109 (31,1%) 19 (32,8%) 0,229

HER2+ 20 (6,0%) 16 (3,8%) 1 (1,6%) 0,164

Basal-like 42 (10,3%) 37 (10,5%) 2 (3,4%) 0,363

* Die Berechnung des p-Wertes erfolgte mit dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson
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4.2 MDM2 SNP 309 (rs2279744)

4.2.1 Haufigkeit der Allele

MDM2 SNP 309 ist mit einem erhdhten Tumorrisiko assoziiert (Bond et al., 2006). Die Variante
T/T wird mit einer Haufigkeit von 36,5-47,5% angegeben, die Variante G/G mit 12,2-19,2%
(Cotignola et al., 2012). Bei der Analyse der Mammakarzinome fand sich in 45,3% die Variante

T/T, in 42,9% die Variante T/G und in 11,8% der Genotyp G/G.
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MDM2 SNP 309: DNA-Sequenz (Ausschnitt) mit Adenin auf beiden DNA-Strangen.
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MDM2 SNP 309: DNA-Sequenz (Ausschnitt) mit Adenin auf einem derbeiden DNA-Strange,
auf dem anderen DNA-Strang befindet sich die Nukleinsdure Cytosin.
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MDM2 SNP 309: DNA-Sequenz (Ausschnitt) mit Cytosin auf beiden DNA-Strangen.

Abb. 6 Gelelektrophorese und Ausschnitte aus der DNA-Sequenz, zu beachten ist, dass

hier die Sequenz des Reverse-Strangs abgebildet ist
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4.2.2 Assoziationen mit dem Alter

Das mittlere Erkrankungsalter der Frauen lag bei 62,2 Jahren. Frauen mit der Variante G/G

erkrankten durchschnittlich 0,9 Jahre friher als Frauen mit dem Genotyp T/T. (siehe Tab. 9).

Tab. 9 Altersverteilung der Patienten zum Diagnosezeitpunkt bei MDM2 SNP 309

Gesamt T/T T/G G/G

(n=815) (n=369) (n=350) (n=96)
Mittelwert (in Jahren) 62,2 62,5 62,0 61,6
jangste Patientin (in Jahren) 22 22 25 22
alteste Patientin (in Jahren) 90 89 90 88
Spannbreite (in Jahren) 68 67 65 66

Diskriminiert man die Patientinnen entsprechend des Ostrogenrezeptorstatus, zeigte sich, dass
Patientinnen mit einem negativen Ostrogenrezeptorstatus und dem Allel-Status G/G im Mittel
zum Diagnosezeitpunkt 57,8 Jahre alt waren. Patientinnen mit dem gleichen Genotyp und
einem positiven Ostrogenrezeptorstatus waren durchschnittlich 63,0 Jahre alt. Es konnte
gezeigt werden, dass die Transkription des G-Allels durch den Einfluss von Ostrogen gesteigert
wird (Hu et al., 2007). Das mittlere Erkrankungsalter unterscheidet sich um 5,2 Jahre (siehe
Tab. 12), der Zusammenhang ist nicht signifikant (p=0,057, Varianztest). Ebenfalls im Log-Rank-

Test zeigt kein signifikanter Zusammenhang (p=0,098; siehe Abb. 7).

4.2.3 Assoziationen mit dem Tumorstadium

Die GrolRe des Primartumors (T) und der Nodalstatus (N) unterscheiden sich nur geringgradig

in Abhangigkeit des SNP. Patienten mit dem Allelstatus G/G hatten haufiger einen

Prim&rtumor im Stadium T4 (2,2%), als Patienten mit dem Allelstatus T/T (0,3%, siehe Tab. 12,

Anhang). Der Zusammenhang ist nicht signifikant (p=0,87; siehe Tab. 11).

4.2.4 Assoziationen mit der histologischen Differenzierung und dem Grading

Die histologische Differenzierung und das Grading der Mammakarzinome zeigten keine

signifikanten Unterschiede in Abhdngigkeit von MDM2 SNP 309 (siehe Tab. 11).



Tab. 10 Diagnosealter in Abhingigkeit des Ostrogenrezeptorstatus bei MDM2 SNP 309

Ergebnisse

Genotyp Gesamt T/T T/G G/G
Ostrogenrezeptorstatus positiv positiv positiv positiv
(n=699) (n=311) (n=305) (n=83)
Mittelwert (in Jahren) 62,4 61,8 62,8 63,0
jangste Patientin (in Jahren) 22 28 29 22
alteste Patientin (in Jahren) 90 90 89 88
Ostrogenrezeptorstatus negativ negativ negativ negativ
(n=126) (n=64) (n=49) (n=13)
Mittelwert (in Jahren) 61,4 63,1 60,9 57,8
jangste Patientin (in Jahren) 25 25 30 31
alteste Patientin (in Jahren) 86 86 80 79
T/T G/G
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Abb. 7 Log-Rank-Test: Erkrankungsalter in Abhangigkeit von MDM2 SNP 309 getrennt
nach dem Ostrogenrezeptorstatus

4.2.5 Assoziationen mit dem Hormonrezeptorstatus

Es konnte keine signifikante Assoziation zwischen dem Genotyp und dem Ostrogen- und

Progesteronrezeptorstatus in der untersuchten Patientengruppe nachgewiesen werden.

Patientinnen mit dem Genotyp G/G haben nicht signifikant 6fter ein 6strogenrezeptorpositives

Mammakarzinom (p=0,177; siehe Tab. 11).
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Tab. 11 Ubersicht der Ergebnisse der binir-logistischen Regression bei MDM2 SNP 309

Grading Genotyp OR 95% Konfidenzintervall p
Alter bei Diagnose T/T 1,000
(Cut-off 40 Jahre) T/G+G/G 0,953 0,448-2,029 0,901
Alter bei Diagnose T/T 1,000
(Cut-off 55 Jahre) T/G+G/G 0,962 0,717-1,289 0,793
Primartumor (T) T/T 1,000
T/G+G/G 1,023 0,776-1,348 0,870
Nodalstatus (N) T/T 1,000
T/G+G/G 0,889 0,669-1,181 0,417
Grading T/T 1,000
T/G+G/G 1,079 0,7-1,664 0,731
histologische T/T 1,000
Differenzierung T/G+G/G 0,861 0,583-1,273 0,453
Ostrogenrezeptorstatus T/T 1,000
T/G+G/G 0,769 0,526-1,125 0,177
Progesteronrezeptorstatus T/T 1,000
T/G+G/G 0,950 0,704-1,283 0,740
HER2-Status T/T 1,000
T/G+G/G 0,806 0,538-1,206 0,294

4.2.6 Assoziation mit den intrinsischen Subtypen

Die Haufigkeitsverteilung der intrinsischen Subtypen zeigt keinen signifikanten Unterschied in

Abhangigkeit des Genotyps von MDM2 SNP 309 (siehe Tab. 12).



Tab. 12 Verteilung der intrinsischen Subtypen bei MDM2 SNP 309

Ergebnisse

MDM2 SNP 309 (n=815)

Variablen T/T T/G G/G p-Wert *
(n=369) (n=350) (n=96)

Alter

<551. 124 (33,6%) 114 (32,6%) 32 (33,3%)

>55 ). 245 (66,4%) 236 (67,4%) 64 (66,7%) 0,957

Histologie

duktal 292 (79,1%) 277 (79,1%) 78 (81,2%)

lobular 51 (13,8%) 59 (16,9%) 13 (13,5%)

andere 26 (7,0%) 14 (4,0%) 5 (52%) 0,360

TumorgroRe

T1 189 (51,2%) 184 (52,6%) 47 (49,0%)

T2 161 (43,6%) 145 (41,4%) 43 (44,8%)

T3 18 (4,9%) 17  (4,9%) 4 (4,2%)

T4 1 (0,3%) 4 (1,1%) 2 (2,1%) 0,666

Nodalstatus

NO 233 (63,1%) 203 (58,0%) 65 (67,7%)

N1 100 (27,1%) 109 (31,1%) 22 (22,9%)

N2 23 (6,2%) 22 (6,3%) 6 (6,2%)

N3 13 (3,5%) 16  (4,6%) 3 (3,1%) 0,635

Grading

G1 41 (11,1%) 44 (12,6%) 9 (9,4%)

G2 225 (61,0%) 221 (63,1%) 63 (65,6%)

G3 103 (27,9%) 85 (24,3%) 24 (25,0%) 0,730

LymphgefaRinfiltration

LO 272 (72,5%) 259 (73,2%) 70 (72,9%)

L1 103 (27,5%) 95 (26,8%) 26 (27,1%) 0,949

Veneninfiltration

VO 364 (98,6%) 347 (99,1%) 95 (99,0%)

V1 5  (1,4%) 3 (0,9%) 1 (1,0%) 0,814

ER-positiv 305 (82,7%) 301 (86,0%) 83 (86,5%)

negativ 64 (17,3%) 49 (14,0%) 13 (13,5%) 0,398

PR-Status

positiv 255 (69,1%) 245 (70,0%) 68 (70,8%)

negativ 114 (30,9%) 105 (30,0%) 28 (29,2%) 0,935

Intrinsischer Subtyp

Luminal-A 201 (54,6%) 200 (56,3%) 51 (55,4%) 0,298

Luminal-B 117 (31,8%) 100 (28,2%) 28 (30,4%) 0,587

HER2+ 20  (4,9%) 16  (4,6%) 1 (1,7%) 0,549

Basal-like 38 (10,3%) 36 (10,1%) 7 (7,6%) 0,728

* Die Berechnung des p-Wertes erfolgte mit dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson
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4.3 MDM2 SNP 285 (rs117039649)

4.3.1 Haufigkeit der Allele

Das C-Allel von MDM2 SNP 285 wird als Haplotyp mit dem G-Allel von MDM2 SNP 309 vererbt
(Knappskog et al., 2010, Knappskog und Lonning, 2011). Seine Haufigkeit wird in der Literatur
mit unter zwei Prozent angegeben (Knappskog und Lonning, 2011). Die Genotypisierung ergab
in 755 Fallen (92,6%) die Variante G/G. In 6,9 % wurde die Variante G/C nachgewiesen. Bei

vier Frauen fand sich die Variante C/C (0,5%).

4.3.2 Assoziation mit dem Alter

Patienten mit den Allelen G/C und G/G waren zum Diagnosezeitpunkt im Mittel 61,9 bzw. 62,3
Jahre alt. Patienten mit dem C/C-Allel erkrankten durchschnittlich mit 44,33 Jahren (siehe Tab.

13). Der Zusammenhang ist signifikant (p=0,031, Varianztest).

G/G G/C+C/C

ER_Status

e T Negativ
k) Posttiv

ER_Status

—Negativ
Positiv

kumulative Inzidenz
1)
kumulative Inzidenz

T T T T T T T T T T
0 20 40 60 B0 100 0 20 40 60 B0 100

Alter zum Diagnosezeitpunkt (in Jahren) Alter zum Diagnosezeitpunkt (in Jahren)

p=0,578 p=0,974

Abb. 8 Log-Rank-Test: Erkrankungsalter in Abhangigkeit von MDM2 SNP 285 und dem
Ostrogenrezeptorstatus

4.3.3 Wechselwirkungen zwischen MDM2 SNP 285 und 309 und dem Erkrankungsalter

Das C-Allel von MDM2 SNP 285 wird als Haplotyp mit dem G-Allel des SNP 309 vererbt
(Knappskog und Lonning, 2011). Die G/G-Variante in MDM2 SNP 309 fand sich bei 96 Frauen
(11,8%), unter ihnen zeigten lediglich vier Patientinnen die Variante C/C in MDMZ2 SNP 285.
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Das Alter zum Diagnosezeitpunkt der Frauen mit der Allelvariante C/C lag durchschnittlich bei

44,3 Jahren. Im Gegensatz dazu erkrankten Frauen mit der G/G-Variante in MDM2 SNP 309

und den Allelvarianten G/G und G/C in MDM2 SNP 285, im Mittel mit 62,9 bzw. 62,2 Jahren,

spater (siehe Tabelle 13). Das durchschnittliche Erkrankungsalter unterscheidet sich in

Abhangigkeit des Polymorphismus signifikant (p=0,031, Varianztest). Vergleich man die

Patientinnen, welche vor dem 55. Lebensjahr erkrankten, mit jenen, die ab dem 55. Lebensjahr

erkrankten, unterscheiden sich die beiden Gruppen signifikant (p=0,014, Chi-Quadrat-Test), die

Patientinnen mit der Variante C/C erkrankten alle vor dem 55. Lebensjahr (siehe Tab. 15). Der

Zusammenhang zeigte sich auch im Log-Rank-Test (p=0,000378, siehe Abb. 9).

Tab. 13 Altersverteilung zum Diagnosezeitpunkt in Abhdngigkeit von MDM2 SNP 309 und 285: aufgeteilt

nach Patientinnen mit den Variante T/T und T/G (oben) oder G/G (unten) in MDM2 SNP 309.

MDM2 SNP 309 T/T+T/G
Allelvarianten MDM2 SNP 285 Gesamt G/G G/C c/c
(n=719) (n=677) (n=42) (n=0)
Mittelwert (in Jahren) 62,4 62,3 62,6 -
jangste Patientin (in Jahren) 25 25 29 -
alteste Patientin (in Jahren) 90 90 82 -
MDM?2 SNP 309 G/G
Allelvarianten MDM2 SNP 285 Gesamt G/G G/C c/c
(n=96) (n=78) (n=14) (n=4)
Mittelwert (in Jahren) 61,4 62,9 62,2 44,3
jangste Patientin (in Jahren) 22 22 44 37
alteste Patientin (in Jahren) 88 85 88 54
MDM2 SNP 309 T/T + T/G MDM?2 SNP 309 G/G
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Abb. 9 Log-Rank-Test:

Erkrankungsalter

Patientinnen mit MDM2 SNP 309 G/G

p=0,000378

in Abhdngigkeit von MDM2 SNP 285 bei
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4.3.4 Assoziation mit dem Tumorstadium

Die Patientinnen mit dem Genotyp G/G hatten in 50,7% der Falle einen Tumor T1, in 43,6% T2,
in 4,8% T3 und in 0,6% T4. Patientinnen mit dem Genotyp C/C hatten in 75% ein Tumor T2. Der
Nodalstatus unterscheidet sich ebenfalls in Abhangigkeit des Genotyps. Patientinnen mit der
Variante C/C hatten in 75% keine Lymphknotenmetastasen (NO), bei Patientinnen mit dem
Genotyp G/G lag in 60,8% keine lymphonodale Metastasierung vor. Der Zusammenhang ist

nicht signifikant (p=0,155; siehe Tab. 14).

4.3.5 Assoziation mit der histologischen Differenzierung und dem Grading

Alle Patientinnen mit dem homozygoten C-Allel hatten ein invasiv duktales Mammakarzinom.
Die Patientinnen mit den Genotypen G/G bzw. G/C hatten sowohl invasiv lobuldre, als auch
invasiv duktale Mammakarzinome. Invasiv lobuldre Mammakarzinome haben im Vergleich mit
invasiv duktalen Mammakarzinomen eine schlechtere Prognose (Colleoni et al., 2012).
Ebenfalls im Grading unterschieden sich die Tumoren in Abhadngigkeit des Genotyps. 75% der
Patientinnen mit dem Allel-Status C/C hatten ein schlecht differenziertes (G3) Karzinom, 25%
ein gut differenziertes (G1) Karzinom. Kein Karzinom wurde als maRig differenziert (G2)
eingestuft. Patientinnen mit dem Genotyp G/G hatten im Gegensatz dazu nur in 25,3% der
Falle ein schlecht differenziertes (G3) Karzinom, 63,8% der Karzinome waren maRig (G2) und
11,5% gut (G1) differenziert. In der binar logistischen Regression kann gezeigt werden, dass der
Allelstatus C/C mit einer 1,7-fach erh6hten Wahrscheinlichkeit verknipft ist (OR=1,67;
p=0,044; 95% Kl 1,014-4,813) ein schlecht differenziertes (G3) Karzinom zu entwickeln (siehe
Tab. 14).

4.3.6 Zusammenhang mit den intrinsischen Subtypen

Anhand der erhobenen Daten kann keine signifikante Assoziation zwischen dem Genotyp von
MDM2 SNP 285 und den intrinsischen Subtypen des Mammakarzinoms nachgewiesen werden

(siehe Tab. 15).
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Tab. 14 Ergebnisse der bindr-logistischen Regression bei MDM2 SNP 285

Variablen OR 95% Konfidenzintervall p
Alter bei Diagnose G/G 1,000
(Cut-off 55 Jahre) G/C+C/C 0,996 0,586-1,692 0,987

Priméartumor (T) G/G 1,000

G/C+C/C 1,562 0,911-2,68 0,105
Nodalstatus (N) G/G 1,000

G/C+C/C 1,513 0,855-2,679 0,155
Grading G/G oder G/C 1,000

c/c 1,670 1,014-4,813 0,044
histologische G/G 1,000

Differenzierung G/C+C/C 0,779 0,392-1,551 0,478

LympgefaRinvasion G/G 1,000

G/C+C/C 1,551 0,808-2,979 0,187
Ostrogenrezeptorstatus G/G 1,000

G/C+C/C 1,102 0,543-2,235 0,788
Progestronrezeptorstatus G/G 1,000

G/C+C/C 1,260 0,725-2,191 0,412
HER2-Status

G/G 1,000

G/C+C/C 0,905 0,433-1,894 0,792

Tab. 15 Verteilung klinischer und pathologischer Variablen bei MDM2 SNP 285

MDM?2 SNP 285 (n=815)

Variablen G/G G/C c/c p-Wert *
(n=755) (n=56) (n=4)

Alter

<55]. 250 (33,1%) 16 (28,6%) 4 (100,0%)

>55 . 505 (66,9%) 40 (71,4%) 0 (0,0%) 0,014

Grading

G1 87 (11,5%) 6 (10,7%) 1 (25,0%)

G2 477 (63,2%) 32 (57,1%) 0 (0,0%)

G3 191 (25,3%) 18 (32,1%) 3 (75,0%) 0,087

Intrinsischer Subtyp

Luminal-A 421 (55,8%) 30 (53,6%) 1 (25,0%) 0,447

Luminal-B 226 (29,9%) 18 (31,1%) 1 (25,0%) 0,919

HER2+ 35 (4,6%) 1 (1,8%) 1 (25,0%) 0,088

Basal-like 73 (9,7%) 7 (12,5%) 1 (25,0%) 0,476

* Die Berechnung des p-Wertes erfolgte mit dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson
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4.4 MDMX SNP 31826 (rs1563828)

4.4.1 Haufigkeiten der Allele

In 331 Fallen (40,6%) fand sich die Variante G/G, bei 422 Patientinnen (51,8%) war der
Genotyp heterozygot. In 62 Fiéllen (7,6%) fand sich die Variante C/C. Die

Heterozygotenhaufigkeit wird in der Literatur mit 44,0% angegeben (Zhang et al., 2012)

4.4.2 Assoziation mit dem Alter

Die Datenlage in der Literatur beziglich dieses Polymorphismus ist widersprichlich (Kulkarni et
al., 2009; Song et al.,, 2012). Betrachtet man die Altersverteilung der Patientinnen zum
Diagnosezeitpunkt, liegt das mittlere Erkrankungsalter der Frauen mit der Variante G/G bei
62,7 Jahre. Tragerinnen der A/A-Variante erkrankten im Mittel mit 63,3 Jahren (siehe Tab. 18).
Vergleicht man die Patientinnen, die vor dem 40. Lebensjahr erkrankten, mit jenen die ab dem
40. Lebensjahr erkrankten, unterscheiden diese sich signifikant (p=0,050, Varianztest), die

Frauen mit der Variante A/A erkrankten ab dem 40. Lebensjahr (siehe Tab. 21).

Tab. 16 Altersverteilung der Patienten zum Diagnosezeitpunkt bei MDMX SNP 31826

Gesamt G/G G/A A/A

(n=815) (n=331) (n=422) (n=62)
Mittelwert (in Jahren) 62,2 62,7 61,5 63,3
jungste Patientin (in Jahren) 22 25 22 40
alteste Patientin (in Jahren) 90 89 90 89
Spannbreite (in Jahren) 68 64 68 49

AuRerdem zeigten die Patientinnen mit der Variante A/A haben gegentber den Allelvarianten
G/G und G/A eine um das 2,3-fach erhohte Wahrscheinlichkeit (OR=2,317; p=0,017; 95% Kl
1,168-4,813), dass das Erkrankungsalter nach dem 40. Lebensjahr liegt. Die Erkrankung tritt
damit signifikant haufiger bei dlteren (>40 Jahre) Frauen mit dem Genotyp A/A auf (siehe Tab.
20). In der Literatur wird darauf hingewiesen, dass dieser genetische Polymorphismus eine
Assoziation zum Ostrogenrezeptorstatus aufweist. Patientinnen mit dem A/A-Status und
einem negativen Ostrogenrezeptorstatus erkrankten 3,8 Jahre frilher an einem

Mammakarzinom, bei rein kaukasischen Frauen waren es sogar 7,5 Jahre (Kulkarni et al.,
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2009). Dieser Zusammenhang fand sich ebenso. Patientinnen mit einem

Ostrogenrezeptornegativen Mammakarzinom und dem homozygoten A-Allel erkrankten im
Mittel mit 53,2 Jahren und somit 11,2 Jahre friher als Patientinnen mit dem gleichen Genotyp
und einem positiven Ostrogenrezeptorstatus (siehe Tab. 19). Der Unterschied ist signifikant

(p=0,025, Varianztest).

Tab. 17 Diagnosealter in Abhingigkeit des Ostrogenrezeptorstatus bei MDMX SNP 31826

Genotyp Gesamt G/G G/A A/A
Ostrogenrezeptorstatus positiv positiv positiv positiv
(n=699) (n=286) (n=357) (n=56)
Mittelwert (in Jahren) 62,4 61,7 62,6 64,4
jangste Patientin (in Jahren) 22 22 29 40
alteste Patientin (in Jahren) 90 90 89 89
Ostrogenrezeptorstatus negativ negativ negativ negativ
(n=126) (n=53) (n=67) (n=6)
Mittelwert (in Jahren) 61,4 63,8 62,6 53,2
jungste Patientin (in Jahren) 25 30 25 40
alteste Patientin (in Jahren) 86 83 86 72
G/G AIA
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Abb. 10 Log-Rank-Test: Erkrankungsalter in Abhdngigkeit von MDMX SNP 31826 getrennt

nach dem Ostrogenrezeptorstatus
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4.4.3 Assoziation mit dem Tumorstadium

Zwischen den Varianten zeigten sich nur geringe Unterschiede in Bezug auf das TNM-Stadium.
Patienten mit der A/A-Variante haben zum Zeitpunkt der Diagnose bereits in 40,3% (n=25)
eine histologisch belegte LymphgefaRinfiltration, in 3,2% (n=2) liegt zudem eine
Veneninfiltration vor. Patienten mit der homozygoten Wildtypvariante zeigen
LymphgefaRinfiltration in 24,5% (n=87), bei 0,9% (n=3) sind die Venen durch das Karzinom
infiltriert. Patientinnen mit der Variante A/A haben eine um das 1,3-fach erhdhte
Wahrscheinlichkeit (OR=1,292; p=0,045; 95% KI 1,005-1,66), dass zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose bereits eine LymphgefaRBinfiltration des Mammakarzinoms vorliegt (siehe Tab.
21). Die Patientinnen mit der A/A-Variante haben mit 11,3% (n=7) vergleichsweise haufig ein
Nodalstadium N3, dagegen zeigen die Patientinnen mit der Variante G/G nur in 3,0% (n=10)

dieses Stadium, der Zusammenhang ist nicht signifikant (p=0,618, siehe Tab. 19).

4.4.4 Assoziation mit der histologischen Differenzierung und dem Grading

Es wurden keine Assoziationen zwischen dem Genotyp und der histologischen Differenzierung

oder dem Grading der Karzinome nachgewiesen (siehe Tab. 18).

Tab. 18 Ergebnisse der binar-logistischen Regression (Auswahl) bei MDMX SNP 31826

Variablen Genotyp OR 95% Konfidenzintervall p
Alter bei Diagnose G/G oder G/A 1,000
(Cut-off 40 Jahre) A/A 2,317 1,168-4,813 0,017
Priméartumor (T) G/G oder G/A 1,000
A/A 1,073 0,857-1,1344 0,538
Nodalstatus (N) G/G oder G/A 1,000
A/A 1,042 0,827-1,312 0,727
LymphgefaRinfiltration G/G oder G/A 1,000
A/A 1,292 1,005-1,66 0,045
Ostrogenrezeptorstatus G/G oder G/A 1,000

A/A 1,148 0,838-1,571 0,391
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4.4.5 Zusammenhang mit den intrinsischen Subtypen

Bei der Analyse der untersuchten Proben fanden sich keine signifikanten Zusammenhange

zwischen MDMX SNP 31826 und den intrinsischen Subtypen des Mammakarzinoms.

Tab. 19 Verteilung klinischer und pathologischer Variablen bei MDMX SNP 31826

MDMX SNP 31826 (n=815)

Variablen G/G G/A A/A p-Wert *
(n=331) (n=422) (n=62)

Alter

<40J. 17 (5,1%) 11 (2,6%) 0 (0,0%)

240)J. 314 (94,9%) 411 (97,4%) 62 (100,0%) 0,050

Histologie

duktal 269 (81,3%) 328 (77,7%) 50 (80,6%)

lobular 45 (13,6%) 69 (16,4%) 9 (14,5%)

andere 17 (5,1%) 25 (5,9%) 3 (4,8%) 0,823

TumorgréRe

T1 170 (51,4%) 224 (53,1%) 26 (41,9%)

T2 145 (43,8%) 173 (41,0%) 31 (50,0%)

T3 13 (3,9%) 22 (5,2%) 4 (6,5%)

T4 3 (0,9%) 3 (0,7%) 1 (1,6%) 0,675

Nodalstatus

NO 205 (61,9%) 260 (61,6%) 36 (58,1%)

N1 97 (29,3%) 118 (28,0%) 16 (25,8%)

N2 19  (5,7%) 29 (6,9%) 3 (4,8%)

N3 10 (3,0%) 15 (3,6%) 7 (11,3%) 0,109

Grading

G1 39 (11,8%) 45 (10,7%) 10 (16,1%)

G2 205 (61,9%) 264 (62,6%) 40 (64,5%)

G3 87 (26,3%) 113 (26,8%) 12 (19,4%) 0,618

LymphgefaRinfiltration

LO 256 (75,5%) 308 (72,6%) 37 (59,7%)

L1 83 (24,5%) 116 (27,4%) 25 (40,3%) 0,047

ER-Status

positiv 278 (84,0%) 355 (84,1%) 56 (90,3%)

negativ 53 (16,0%) 67 (15,9%) 6  (9,7%) 0,423

Intrinsischer Subtyp

Luminal-A 172 (52,0%) 239 (56,6%) 41 (66,1%) 0,094

Luminal-B 111 (33,5%) 119 (28,2%) 15 (24,2%) 0,164

HER2+ 20 (6,0%) 16 (12,3%) 9  (3,8%) 0,405

Basal-like 28 (8,5%) 48 (11,4%) 5 (81%) 0,363

* Die Berechnung des p-Wertes erfolgte mit dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson
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4.5 MDMX SNP 34091 (rs4245739)
4.5.1 Haufigkeit der Allele

Von den 815 untersuchten Frauen fand sich bei 426 (52,3 %) die Variante A/A, in 332 Fillen
(40,7 %) die Variante A/C. Bei 57 Patientinnen (7,0 %) ergab die Sequenzierung die Variante
C/C. Die zuletzt genannte Variante ist mit einem reduzierten Erkrankungsrisiko fiir Non-
Hodgkin-Lymphome, Lungen- und Prostatakarzinome sowie Brustkrebs assoziiert (Gansmo et

al., 2015). Die Allelverteilung entspricht den Angaben der Literatur (Gansmo et al., 2015).

JOE-markierte Sonde

FAM-markierte Sonde

Probe M858: homozygot fiir das A-Allel

FAM-markierte Sonde

JOE-markierte Sonde

Probe M857: heterozygoter Allelstatus (A/C)

FAM-markierte Sonde

JOE-markierte Sonde

Probe M881: homozygot fiir das C-Allel

Abb. 11 Genotypisierung von MDMX SNP 34091 mittels Realtime-PCR unter Verwendung
von Tagman SNP Genotyping Assays (rs4245739) der Firma Applied Biosystems, USA
(siehe Tab. 7)
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4.5.2 Assoziation mit dem Alter

Die Patientinnen mit der Variante A/A waren zum Diagnosezeitpunkt durchschnittlich 62,4

Jahre alt. Patienten mit dem Genotyp C/C erkranken im Mittel 2,2 Jahre spater. Patientinnen

mit der Variante A/C waren zum Diagnosezeitpunkt im Mittel 62,0 Jahre alt (siehe Tab. 20).

Tab. 20 Altersverteilung der Patienten zum Diagnosezeitpunkt bei MDMX SNP 34091

Gesamt A/A A/C c/c

(n=815) (n=426) (n=332) (n=57)
Mittelwert (in Jahren) 62,2 62,4 62,0 64,6
jangste Patientin (in Jahren) 22 29 22 29
adlteste Patientin (in Jahren) 90 89 90 89
Spannbreite (in Jahren) 68 60 68 60

Das Erkrankungsalter unterscheidet sich in Abhangigkeit des Genotyps bei
Ostrogenrezeptorpositiven Mammakarzinomen um 2,5 Jahre. Patientinnen mit dem
Wildtypallel A/A erkrankten bereits mit 62,6 Jahren. Patientinnen mit einem
Ostrogenrezeptornegativen Mammakarzinom und der Allelvariante A/A erkrankten im Mittel
mit 59,3 Jahren, Patientinnen mit der Variante C/C sind zum Zeitpunkt der Diagnose im Mittel
61,8 Jahre. Patientinnen mit einem Alter zum Diagnosezeitpunkt unter 60 Jahren und den
Allelvarianten A/C und C/C haben gegenlber der Allelvariante A/A eine um den Faktor 0,5
verminderte  Wabhrscheinlichkeit (OR=0,546; p=0,042; 95% Kl 0,304-0,978) ein
Ostrogenrezeptorpositives Mammakarzinom zu entwickeln (siehe Tab. 23). Das C-Allel ist bei
Patientinnen unter 60 Jahren zum Diagnosezeitpunkt mit dem Ostrogenrezeptornegativen
Mammakarzinom assoziiert. Untersucht man den Zusammenhang mittels Log-Rank-Test, ist
der beobachtete Unterschied nicht signifikant, wenn sowohl pra- als auch postmenopausale
Patientinnen gemeinsam betrachtet werden. (siehe Abb. 12). Auffillig ist allerdings, dass
Patientinnen mit dem Genotyp C/C um das 40. Lebensjahr und jenseits des 60. Lebensjahres
erkrankten. Keine Patientin erkrankte mit einem Alter zwischen 45 und 65 Jahren. Die
pramenopausalen Frauen mit dem Genotyp C/C und einem negativen Ostrogenrezeptorstatus

(n=3) erkranken signifikant (p=0,001, Log-Rank-Test) friiher (siehe Abb. 12).
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Tab. 21 Diagnosealter in Abhingigkeit des Ostrogenrezeptorstatus bei MDMX SNP 34091

Genotyp Gesamt A/A A/C c/C
Ostrogenrezeptorstatus positiv Positiv positiv positiv
(n=699) (n=359) (n=291) (n=49)
Mittelwert (in Jahren) 62,4 62,6 61,6 65,1
jangste Patientin (in Jahren) 22 22 29 29
alteste Patientin (in Jahren) 90 90 89 89
Ostrogenrezeptorstatus negativ negativ negativ negativ
(n=126) (n=71) (n=47) (n=8)
Mittelwert (in Jahren) 61,4 59,3 64,5 61,8
jangste Patientin (in Jahren) 25 25 40 39
adlteste Patientin (in Jahren) 86 86 85 82
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Abb. 12 Log-Rank-Test: Erkrankungsalter bei Patientinnen mit der Variante C/C in
Abhangigkeit des Ostrogenrezeptorstatus (oben) und des Menopausestatus (unten)



Ergebnisse

Dariber hinaus untersuchten wir den Zusammenhang zwischen dem HER2-Status der
Mammakarzinome und dem Genotyp von MDMX SNP 34091 in Bezug auf das
Erkrankungsalter. Zum einen zeigte sich, dass Patientinnen mit dem Genotyp C/C und einem
positiven HER2-Status in einem auffallig hohen Lebensalter erkrankten, die jlingste Patientin
war 67 Jahr, die dlteste 76 Jahre. Die Frauen mit dem Genotyp C/C sind im Mittel 13,5 Jahre
alter als Patientinnen mit der Allelvariante A/A (siehe Tab. 22). Ferner betrachteten wir
Patientinnen mit dem Genotyp A/A getrennt nach dem HER2-Status in Bezug auf das mittlere
Erkrankungsalter. Zu beachten ist, dass hierzu alle Patientinnen mit einem positiven HER2-
Status einberechnet wurden, im Gegensatz dazu gingen bei der Betrachtung der intrinsischen
Subtypen lediglich Patientinnen mit der Kombination aus einem positiven HER2-Status und
einem negativen ER- und PR-Status sowie einer schlechten Differenzierung (G3) ein.
Patientinnen mit einem positiven HER2-Status erkrankten im Mittel mit 59,7 Jahren, sie sind
damit durchschnittlich 2,9 Jahre jlinger als Patientinnen mit einem negativen HER2-Status
(siehe Tab. 22). Unter Patientinnen mit der homozygoten C-Variante betrdgt der Unterschied
7,5 Jahre. Patientinnen mit positivem HER2-Status und der Allelvariante A/A erkranken

signifikant friiher (p=0,007, Varianztest).

Tab. 22 Ubersicht zum Erkrankungsalter in Abhingigkeit des HER2-Status bei MDMX SNP 34091

Genotyp Gesamt A/A A/C c/C
HER2-Status positiv Positiv positiv positiv
(n=699) (n=359) (n=291) (n=49)
Mittelwert (in Jahren) 59,7 58,2 60,9 71,7
jangste Patientin (in Jahren) 28 22 29 29
alteste Patientin (in Jahren) 85 90 89 89
HER2-Status negativ Negativ negativ negativ
(n=126) (n=71) (n=47) (n=8)
Mittelwert (in Jahren) 62,6 62,8 62,2 64,2
jangste Patientin (in Jahren) 22 28 39 67
alteste Patientin (in Jahren) 90 83 85 76

4.5.3 Assoziation mit dem Tumorstadium

Hinsichtlich der GroRe des Primartumors (T) zeigten sich Unterschiede zwischen den
Genotypen. So haben Patienten der Wildtypvariante A/A haufiger ein Stadium T1 (55,6%), die

Stadien T2 (39,2%) und T3 (4,0%) sind seltener im Vergleich zu Patientinnen mit der Variante
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C/C. Bei diesen Patientinnen findet man in 42,1% der Fille ein Stadium T1, in 49,1% ein
Stadium T2. Das Stadium T3 hatten 8,8% der Frauen. Patientinnen mit der Variante C/C hatten
zum Diagnosezeitpunkt signifikant oOfter einen lokal fortgeschrittenes Mammakarzinom
(OR=1,412; p=0,014, 95% Kl 1,071-1,86). Im Gegensatz dazu ist die Variante A/A nicht mit einer
erhohten Wahrscheinlichkeit eines lokal fortgeschrittenen Karzinoms assoziiert (OR=0,708,

p=0,014, 95% Kl 0,538- 0,934).
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Abb. 13 Log-Rank-Test: Erkrankungsalter in Abhangigkeit von MDMX SNP 34091 getrennt
nach dem HER2-Status

4.5.4 Assoziation mit der histologischen Differenzierung und dem Grading

In Abhangigkeit des genetischen Polymorphismus zeigten sich nur geringe Unterschiede
hinsichtlich der histologischen Differenzierung. Es fand sich zudem keine signifikante
Assoziation zwischen dem SNP und dem Grading (OR=0,752; p=0,093; 95% Kl 0,540-1,049;
siehe Tab. 25).

4.5.5 Assoziation mit dem Hormonrezeptorstatus

Das C-Allel ist mit dem 06strogenrezeptornegativen Mammakarzinomen assoziiert (Garcia-
Closas et al., 2013), das Brustkrebsrisiko ist erhoht (Gansmo et al., 2015). Wie bereits in 4.5.2
beschrieben, unterscheidet sich das Erkrankungsalter zum Diagnosezeitpunkt in Abhangigkeit

des Ostrogenrezeptorstatus in der untersuchten Gruppe. Patientinnen mit einem
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Ostrogenrezeptornegativen Mammakarzinom und dem Allelstatus A/A erkrankten im Mittel
2,5 Jahre friher als Patientinnen mit dem Allelstatus C/C. Patientinnen mit der homozygoten
C-Variante und einem Erkrankungsalter unter 60 Jahren haben eine um den Faktor 0,5
verminderte  Wabhrscheinlichkeit (OR=0,546; p=0,042; 95% Kl 0,304-0,978) ein
Ostrogenrezeptorpositives Mammakarzinom zu entwickeln, Patientinnen mit der Variante C/C
haben signifikant o6fter ein Progesteronrezeptor-positives Mammakarzinom (Chi-Quadrat-Test,
siehe Tab. 26). AuRerdem zeigten diese Patientinnen eine um das 1,5-fach erhohte
Wahrscheinlichkeit ein Progesteronrezeptor-positives Mammakarzinom zu entwickeln
(OR=1,452, p=0,016; 95% KI 1,073-1,964). Die bereits beschriebenen Assoziationen zwischen
der GroRe des Primartumors und der Allelkonfigurationen zeigt sich auch in Abhangigkeit des
Ostrogenrezeptorstatus. Patientinnen mit einem dstrogenrezeptorpositiven Mammakarzinom,
welche zum Diagnosezeitpunkt jlinger als 60 Jahre waren, haben signifikant haufiger einen

fortgeschrittenen Primartumor (OR=1,774, p= 0,001, 95% KI 1,269-2,478).

Tab. 23 Ergebnisse der bindr-logistischen Regression bei MDMX SNP 34091

Variablen OR 95% Konfidenzintervall p
Alter bei Diagnose A/A;A/C 1,000
(Cut-off 40 Jahre) c/C 1,672 0,762-3,668 0,2
Alter bei Diagnose A/A;A/C 1,000
(Cut-off 55 Jahre) c/C 0,954 0,712-1,277 0,751
Primartumor (T) A/A;A/C 1,000
c/c 1,412 1,071-1,860 0,014
Nodalstatus (N) A/A;A/C 1,000
c/C 1,101 0,830-1,460 0,503
Grading A/A;A/C 1,000
c/C 0,752 0,540-1,049 0,093
histologische A/A;A/C 1,000
Differenzierung c/C 1,168 0,794-1,718 0,429
Ostrogenrezeptorstatus A/A 1,000
bei unter 60-jahrigen A/C+C/C 0,546 0,304-0,978 0,042
Progestronrezeptorstatus A/A;A/C 1,000
c/c 1,452 1,073-1,964 0,016
HER2-Status A/A;A/C 1,000

c/c 0,815 0,5461,217 0,317
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Tab. 24 Ergebnisse der bindr-logistischen Regression bei 6strogenrezeptorpositivem Mammakarzinom

Variablen OR 95% Konfidenzintervall P
Alter bei Diagnose A/A;A/C 1,000
(Cut-off 55 Jahre) c/C 1,166 0,846-1,606 0,349
Primartumor (T) A/A;A/C 1,000
c/c 1,547 1,147-2,087 0,004
Nodalstatus (N) A/A;A/C 1,000
c/C 1,160 0,853-1,576 0,344
Grading A/A;A/C 1,000
c/C 0,683 0,441-1,056 0,087
Histologische A/A;A/C 1,000
Differenzierung c/C 1,057 0,714-1,566 0,782
HER2-Status A/A;A/C 1,000
c/C 0,862 0,533-1,394 0,544

4.5.6 Zusammenhang mit den intrinsischen Subtypen

Mammakarzinome mit dem intrinsischen Subtyp Luminal-A treten signifikant (p=0,05, Chi-
Quadrat-Test) ofter bei Patientinnen auf, die Tragerin des C-Allels sind (siehe Tab. 26). Die
Wahrscheinlichkeit eines Luminal-A-Mammakarzinom ist um das 1,4-fache erh6ht, wenn die
Patientin Tragerin des C-Allels ist (OR=1,412; p=0,015; 95% Kl 1,069-1,864). Luminal-B-
Mammakarzinome treten vergleichsweise oft bei Patientinnen mit dem Genotyp A/A auf
(siehe Tab. 26). Die Wahrscheinlichkeit einen Tumor des Subtyps Luminal-B zu entwickeln ist
bei Frauen mit der Variante A/A um das 1,4-fache erhéht (OR=0,703; p=0,023; 95% Kl 0,52;
0,952). Bei Mammakarzinomen der Subtypen HER2-positiv und Basal-like kénnen keine

signifikanten Zusammenhange nachgewiesen werden.

Tab. 25 Zusammenhange des intrinsischen Subtyps und MDMX SNP 34091

Variablen OR 95% Konfidenzintervall p
Luminal-A A/A 1,000

A/C+C/C 1,412 1,069-1,864 0,015
Luminal-B A/C+C/C 1,000

A/A 1,422 1,051-1,924 0,023
HER2-positiv A/A 1,000

A/C+C/C 0,737 0,376-1,441 0,372
Basal-like A/A 1,000

A/C+C/C 1,019 0,644-1,613 0,937
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Des Weiteren untersuchten wir, ob in Abhangigkeit von MDMX SNP 34091 und den

intrinsischen Subtypen einen Einfluss auf das Erkrankungsalter besteht. Patientinnen mit der

Variante C/C und einem Mammakarzinom vom Subtyp Luminal-B erkrankten im Vergleich

spater. Das durchschnittliche Alter zum Diagnosezeitpunkt bei Patientinnen mit dem Genotyp

A/A und Luminal-B-Mammakarzinomen war 66,9 Jahren, Frauen mit der homozygoten C-

Variante erkranken im Mittel 3,0 Jahre friher. Der Zusammenhang ist jedoch nicht signifikant

(p=0,063, Log-Rank-Test, siehe Abb. 14).

Luminal-A
1,04 1 X34091
j'f_ —TIAIA
- IAC
_[ 5 oK
Ir
05 J-J’V
N
c
o
2 e
- £
= i
o
>
K # I
T 04 f
E I
=
=
0.2
F
=
0,07 =
T T T T T T
0 20 40 0 80 100
Alter zum Diagnosezeitpunkt (in Jahren)
p=0,476
HER2 +
. ‘ X34091
! AR
=) AlC
i
]
n e
c
[ «
2 06 |
B i
P 1
2
&
3 04
Z ]
: |
=
02 il
il
0,0
T T T T T T
0 20 40 0 80 100
Alter zum Diagnosezeitpunkt (in Jahren)
p=0,701

kumulative Inzidenz

kumulative Inzidenz

Luminal-B

087

067

047

027

0,0

X34091
—AA
AIC
—cic
T T T T T
20 40 60 80 100
Alter zum Diagnosezeitpunkt (in Jahren)
p=0,063
Basal-like
X34091
AR
1A1C
e
Al
JJ
|_|Jr =
‘ . J
i
I
[
T T T T T
20 40 &0 80 100
Alter zum Diagnosezeitpunkt (in Jahren)
p=0,726

Abb. 14 Log-Rank-Test: Erkrankungsalter in Abhdangigkeit der intrinsischen Subtypen des

Mammakarzinoms
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Tab. 26 Verteilung klinischer und pathologischer Variablen bei MDMX SNP 34091

MDMX SNP 34091 (n=815)

Variablen A/A A/C c/c p-Werte *
(n=426) (n=332) (n=57)

Alter

<551. 139 (32,6%) 116 (34,9%) 15 (26,3%)

>55 ). 287 (67,4%) 216 (65,1%) 42 (73,7%) 0,420

Histologie

duktal 346 (81,2%) 256 (77,1%) 45 (78,9%)

lobular 61 (14,3%) 53 (16,0%) (15,8%)

andere 19 (4,5%) 23 (6,9%) (5,3%) 0,589

TumorgroRe

T1 237 (55,6%) 159 (47,9%) 24 (42,1%)

T2 167 (39,2%) 154 (46,4%) 28 (49,1%)

T3 17  (4,0%) 17  (5,1%) 5 (8,8%)

T4 5  (1,2%) 2 (0,6%) (0,0%) 0,133

Nodalstatus

NO 267 (62,7%) 201 (60,5%) 33 (57,9%)

N1 116 (27,2%) 99 (29,8%) 16 (28,1%)

N2 31 (7,3%) 17  (5,1%) (5,3%)

N3 12 (2,8%) 15  (4,5%) (8,8%) 0,300

Grading

G1 42 (9,9%) 43 (13,0%) 9 (15,8%)

G2 271 (63,6%) 205 (61,7%) 33 (57,9%)

G3 113 (26,5%) 84 (25,3%) 15 (26,3%) 0,570

ER-Status

positiv 355 (83,3%) 285 (85,8%) 49 (86,0%)

negativ 71 (16,7%) 47 (14,2%) 8 (14,0%) 0,608

PR-Status

positiv 281 (66,0%) 247 (74,4%) 40 (70,2%)

negativ 145 (34,0%) 85 (25,6%) 17 (29,8%) 0,042

Intrinsischer Subtyp

Luminal-A 219 (51,4%) 199 (59,9%) 34 (59,6%) 0,050

Luminal-B 143 (33,6%) 82 (26,2%) 15 (26,3%) 0,074

HER2+ 22 (5,2%) 14 (4,2%) 1 (1,8%) 0,476

Basal-like 42 (9,9%) 32 (9,6%) 7 (12,3%) 0,825

* Die Berechnung des p-Wertes erfolgte mit dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson
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4.6 LGR6 rs6678914

4.6.1 Haufigkeit der Allele

Fir LGR6 rs6678914 existieren die Genotypen A/A, A/G und G/G. In den untersuchten
Mammakarzinomen wurde bei 16,8% (n=137) der Genotyp A/A ermittelt, bei 51,4% (n=419)
der Genotyp A/G und in 31,8% der Fille (n=259) der Genotyp G/G. in der Literatur wird das
seltenere A-Allel mit einer Haufigkeit bis 31,99% angegeben (NCBI-Datenbank, 2016).

4.6.2 Assoziation mit dem Alter

Das durchschnittliche Erkrankungsalter bei Patientinnen mit dem Genotyp G/G lag bei 61,8
Jahren, Patientinnen mit der Variante A/A-Variante erkrankten im Mittel mit 63,2 Jahren (siehe
Tab. 27). In Abhéngigkeit des Ostrogenrezeptorstatus unterscheidet sich das durchschnittliche
Alter zum Zeitpunkt der Diagnose bei Patientinnen mit dem Genotyp A/A nicht signifikant.
Patientinnen mit der Variante G/G und einem negativen Ostrogenrezeptorstatus erkrankten im
Mittel mit 58,5 Jahren. Ist der Ostrogenrezeptorstatus positiv, erkrankten sie durchschnittlich

4,1 Jahre spater (siehe Tab. 28).

Tab. 27 Altersverteilung der Patienten zum Diagnosezeitpunkt bei LGR6 rs6678914

Gesamt G/G A/C A/A

(n=815) (n=426) (n=332) (n=57)
Mittelwert (in Jahren) 62,2 61,8 62,1 63,2
jungste Patientin (in Jahren) 22 29 22 25
alteste Patientin (in Jahren) 90 89 90 88
Spannbreite (in Jahren) 68 60 68 63

Die Unterschiede in Bezug auf das mittlere Erkrankungsalter, bei Patienten mit dem Genotyp
G/G, in Abhingigkeit des Ostrogenrezeptorstatus waren nicht signifikanter (p=0,076, Log-Rank-
Test). Bei Patienten mit dem Genotyp A/A kann ebenfalls kein Effekt nachgewiesen werden
(siehe Abb. 15). Betrachtet man das Patientenkollektiv getrennt nach Patientinnen, die jlinger
als 60 Jahre waren und Patientinnen, welche mindestens 60 alt waren, kann gezeigt werden,

dass die Patientinnen mit dem Genotyp A/A im Vergleich mit den Varianten G/G und G/A
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signifikant 6fter ab dem 60. Lebensjahr erkrankten (siehe Tab. 29). Die Wahrscheinlichkeit ist
um das 1,8-fache erhoht (OR=1,761; p=0,036; 95% Kl 1,038-2,988).

Tab. 28 Ubersicht zum Erkrankungsalter in Abhingigkeit des ER-Status und LGR6 rs6678914

Genotyp Gesamt G/G G/A A/A
Ostrogenrezeptorstatus positiv positiv positiv positiv
(n=699) (n=286) (n=357) (n=56)
Mittelwert (in Jahren) 62,4 62,6 61,9 63,6
jangste Patientin (in Jahren) 22 29 22 31
alteste Patientin (in Jahren) 90 89 90 88
Ostrogenrezeptorstatus negativ negativ negativ negativ
(n=126) (n=53) (n=67) (n=6)
Mittelwert (in Jahren) 61,4 58,5 63,5 62,6
jungste Patientin (in Jahren) 25 30 31 25
alteste Patientin (in Jahren) 86 85 86 82
G/G A/A
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Abb. 15 Log-Rank-Test: Erkrankungsalter in Abhdngigkeit von LGR6 rs6678914 getrennt
nach dem Ostrogenrezeptorstatus

4.6.3 Assoziation mit dem Tumorstadium

Hinsichtlich der GroRe des Primartumors (T) zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.
Jedoch fanden sich Zusammenhidnge zwischen dem Genotyp und der lymphonodalen
Metastasierung, Patientinnen mit dem Genotyp A/A zeigen in 56,9% der Fille zum
Diagnosezeitpunkt keine Lymphknotenmetastasierung. Patientinnen mit der Variante G/G
hatten in 67,2% noch keine Lymphknotenmetastasen (siehe Tab. 30). Patientinnen mit dem

Genotyp G/A und A/A haben um das 1,4-fache erh6hte Wahrscheinlichkeit, dass zum
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Diagnosezeitpunkt bereits eine lymphonodale Metastasierung erfolgt ist (OR=1,444; p=0,020;

95% K1 1,060-1,968).

4.6.4 Assoziation mit der histologischen Differenzierung und dem Grading

Es zeigten sich keine Assoziationen mit der histologischen Differenzierung und dem Grading.

4.6.5 Assoziation mit dem Hormonrezeptorstatus

Far LGR6  rs667814

wurde

Mammakarzinomen beschrieben

eine  Assoziation

(Garcia-Closas et al.,

mit

2013). Bei

Ostrogenrezeptornegativen

den untersuchten

Patientinnen ist der Polymorphismus nicht signifikant ofter bei Ostrogenrezeptornegativen

Mammakarzinomen nachweisbar (siehe Tab. 29).

Tab. 29 Ergebnisse der bindr-logistischen Regression bei LGR6 rs6678914

Variablen Genotyp OR 95% Konfidenzintervall P
Alter bei Diagnose G/G 1,000
(Cut-off 60 Jahre) G/A+A/A 1,761 1,038-2,988 0,036
Priméartumor (T) G/G 1,000
G/A+A/A 1,035 0,771-1,391 0,818
Nodalstatus (N) G/G 1,000
G/A+A/A 1,444 1,060-1,968 0,020
Grading G/G 1,000
G/A+A/A 0,780 0,561-1,085 0,139
histologische G/G 1,000
Differenzierung G/A+A/A 1,240 0,080-1,903 0,324
LymphgefaRinfiltration G/G 1,000
G/A+A/A 1,055 0,757-1,471 0,753
Ostrogenrezeptorstatus G/G 1,000
G/A+A/A 1,285 0,864-1,911 0,216
Progestronrezeptorstatus G/G 1,000
G/A+A/A 1,157 0,842-1,590 0,368
HER2-Status G/G 1,000
G/A+A/A 1,096 0,711-1,688 0,678
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4.6.6 Zusammenhang mit den intrinsischen Subtypen

Anhand der erhobenen Daten konnten keine signifikanten Assoziationen zwischen dem

Genotyp von LGR6 rs6678914 und den intrinsischen Subtypen des Mammakarzinoms

nachgewiesen werden.

Tab. 30 Verteilung klinischer und pathologischer Variablen bei LGR6 rs6678914

LGR6 rs6678914 (n=815)

Variablen G/G G/A A/A p-Wert *
(n=259) (n=419) (n=137)

Alter

<551. 93 (35,9%) 137 (32,7%) 40 (29,2%)

> 55). 166 (64,1%) 282 (67,3%) 97 (70,8%) 0,388

Histologie

duktal 208 (80,3%) 332 (79,2%) 107 (78,1%)

lobular 34 (13,1%) 65 (15,5%) 24 (17,5%)

andere 17 (6,6%) 22 (5,3%) 6 (4,4%) 0,700

TumorgréRe

T1 135 (52,1%) 222 (53,0%) 63 (46,0%)

T2 111 (42,9%) 171 (40,8%) 67 (48,9%)

T3 11 (4,2%) 21  (5,0%) (5,1%)

T4 2 (0,8%) 5 (1,2%) 0,601

Nodalstatus

NO 174 (67,2%) 249 (59,4%) 78 (56,9%)

N1 63 (24,3%) 124 (29,6%) 44 (32,1%)

N2 16 (6,2%) 27 (6,4%) (5,8%)

N3 6 (2,3%) 19 (4,5%) (5,1%) 0,305

Grading

Gl 32 (12,4%) 44 (10,5%) 18 (13,1%)

G2 151 (58,3%) 277 (66,1%) 81 (59,1%)

G3 76 (29,3%) 98 (23,4%) 38 (27,7%) 0,280

ER-Status

positiv 213 (82,2%) 359 (85,7%) 117 (85,4%)

negativ 46 (17,8%) 60 (14,3%) 20 (14,6%) 0,462

Intrinsischer Subtyp

Luminal-A 138 (53,3%) 239 (57,0%) 75 (54,7%) 0,622

Luminal-B 77 (29,7%) 125 (29,8%) 43 (31,4%) 0,933

HER2+ 15 (5,8%) 16 (3,8%) 6  (4,4%) 0,485

Basal-like 29 (11,2%) 39 (9,3%) 13 (9,5%) 0,713

* Die Berechnung des p-Wertes erfolgte mit dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson
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5. Diskussion

5.1 Die genetischen Ursachen des Mammakarzinoms

Hereditdre Faktoren sind von zentraler Bedeutung fiir die Entstehung eines Mammakarzinoms
(Vasema et al., 2015, Scalia-Wilbur et al., 2016). Besonders die Tumorsuppressorgene BRCA1
und BRCAZ2 sind intensiv untersucht wurden, die beiden Gene werden mit der Reparatur von
DNA-Schaden und der Stabilitdt der Chromosomen in Verbindung gebracht (Hall et al., 1990;
Scalia-Wilbur et al., 2016, Venkitaraman 2001). Tragerinnen einer Mutation des BRCA1-Gens
entwickeln in bis zu 80% ein invasives Mammakarzinom, gehauft erkranken die Patientinnen
an einem Ovarialkarzinom (Holinski-Feder et al, 1998). Daneben treten Mammakarzinome im
Rahmen des Li-Fraumeni-, Cowden- und Peutz-Jeghers-Syndroms auf (Bocker et al., 2012;

Scalia-Wilbur et al., 2016).

Heute sind viele weitere genetische Veranderungen bekannt, die bei insgesamt geringerer
Penetranz an der Entwicklung eines Mammakarzinoms beteiligt sind. Ihre Entdeckung war erst
in Folge verbesserter Sequenziermethoden moglich (Scalia-Wilbur et al.,, 2016). Zu diesen
Varianten werden die Einzelnukleotid-Polymorphismen gezadhlt (Mavaddat et al.,, 2015),
schatzungsweise befinden sich tiber sieben Millionen SNPs im menschlichen Genom (Easton et
al., 2007). Sie machen mehr als 90% der Variationen des humanen Genoms aus und sind
sowohl in kodierenden als auch nicht kodierenden Bereichen der DNA lokalisiert (Schaaf und
Zschocke, 2008). Die Bedeutung dieser genetischen Varianten wird von einigen Autoren eher
gering eingestuft und als Ursache der teils widerspriichlichen Ergebnisse in Bezug auf die
Entwicklung und die Prognose von malignen Erkrankungen diskutiert (Bojesen und
Nordestgaard, 2008). Dennoch sind SNPs eine Ursache fiir die individuell unterschiedliche

Suszeptibilitat fir das Auftreten bestimmter Erkrankungen (Mihlhardt, 2009a).

Der Einfluss von Einzelnukleotid-Polymorphismen auf die Entwicklung von Malignomen wurde
insbesondere fiir die genetischen Varianten des p53-Pathway beschrieben (Grochola et al.,
2010). Viele der bisher publizierten Studien, welche sich mit den Einzelnukleotid-
Polymorphismen in TP53, MDM2 und MDMX befassten, basierten auf einem Vergleich des
Erkrankungsalters und der Uberlebensdauer der Patientinnen in Abhéngigkeit des genetischen
Polymorphismus (Al-Quasem et al., 2011, Silwal-Pandit et al., 2014, Xu et al., 2008, Zhang et
al.,, 2012). Weitere Arbeiten untersuchten die Haufigkeiten der genetischen Varianten unter
Krebspatienten im Vergleich mit einer gesunden Kontrollgruppe (Bond et al., 2006; Johnson et
al., 2007; Nunobiki et al., 2009). Ziel dieser Arbeit war es, Assoziationen zwischen dem

Erkrankungsalter und den Varianten der SNPs zu untersuchen. Hierzu wurden neben den
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bereits mehrfach untersuchten Polymorphismen in TP53 und MDM2 die SNPs in MDMX und
LGR6 analysiert. Insbesondere die Einzelnukleotid-Polymorphismen MDMX SNP 34091 und
LGR6 rs6678914, die beide 2013 erstmals mit dem 0&strogenrezeptornegativen
Mammakarzinom in Verbindung gebracht worden sind (Garcia-Closas et al., 2013), wurden
intensiver analysiert. Gleichzeitig sollten mogliche Auswirkungen der genetischen
Polymorphismen auf das TNM-Stadium, das Grading der Tumorzellen, die histologische

Differenzierung oder den molekularen Subtyp von Mammakarzinomen untersucht werden.

5.2 TP53 Codon 72

Der Codon 72 ist in Exon 4 von TP53 lokalisiert. Es konnte gezeigt werden, dass dieser
Polymorphismus, in Abhdngigkeit der Allelvariante, die Effektivitdit von p53 modifiziert
(Bojesen und Nordestgaard, 2008). Liegt die selteneren Cytosinvariante vor, wird in diesem
Bereich anstelle der Aminosadure Arginin (Arg72-Variante) die Aminosdure Prolin (Pro72-
Variante) eingebaut. Die Prolin-Variante (C) senkt die Effektivitat der Apoptoseinduktion durch
p53 (Grochola et al., 2010). Im Gegensatz dazu soll diese Variante jedoch den Zellzyklusarrest
und die DNA-Reparatur fordern (Bojesen und Nordestgaard, 2008). Die beiden genetischen
Varianten unterscheiden sich somit funktionell und haben einen Einfluss auf die Entwicklung
von malignen Tumoren (Thomas et al. 1999). Passend dazu konnten signifikante Assoziation
zwischen diesem Einzelnukleotid-Polymorphismus und dem Risiko, an Brustkrebs zu
erkranken, nachgewiesen werden (Johnson et al., 2007). Dennoch wird der Effekt kontrovers
diskutiert. Eine Metaanalyse aus dem Jahr 2012 beschaftigte sich aus diesem Grund mit der
Frage, in wie weit der Polymorphismus TP53 Codon 72 tatsachlich das Risiko an Brustkrebs zu
erkranken beeinflusst. Es wurde gezeigt, dass die Prolin-Variante von TP53 Codon 72
signifikant mit dem Risiko an Lungenkrebs zu erkranken assoziiert ist, flir Mamma-, Kolorektal-
und Endometriumkarzinome konnte dies jedoch nicht nachgewiesen werden (Dahabreh et al.,

2012).

De Arbeitsgruppe um AlQuasem konnte 2011 zeigen, dass Patientinnen mit der Arginin-
Variante (G) friher erkranken, als Frauen, die Tragerin der Prolin-Variante (C) sind. Auch wir
konnten nachweisen, dass die Frauen mit der Variante G/G im Mittel ein Jahr friher

erkranken, die Unterschiede im Erkrankungsalter sind jedoch nicht signifikant.

Des Weiteren wird in der Literatur von Assoziationen des Gradings mit Mutationen in TP53

berichtet. Maligne Tumoren bei denen sich eine Mutation in TP53 fand, zeigten eine
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schlechtere Differenzierung im Vergleich zu Karzinomen, bei welchen eine solche Mutation
nicht nachgewiesen werden konnte (Done et al., 2001; Tsuda et al., 1993). In einer Studie aus
dem Jahr 2014, welche 152 Patientinnen mit einem Endometriumkarzinom einschloss, konnte
gezeigt werden, dass Tragerinnen der C/C-Variante in TP53 Codon 72 signifikant hdufiger ein
maRig differenziertes Karzinom (G2) entwickeln (Zajac et al., 2014). Auch wir konnten einen
signifikanten Zusammenhang zwischen dem Genotyp von TP53 Codon 72 und dem
histologischen Grading zeigen. Tragerinnen der genetischen Variante G/G haben signifikant
haufiger ein maRig (G2) oder schlecht (G3) differenziertes Mammakarzinom (OR 1,615,
p=0,032; 95% KI 1,041-2,505). Zu einem a&hnlichen Ergebnis kam eine Studie, die die
Mammakarzinome von 939 finnischen Frauen untersuchte. Frauen mit dem G-Allel erkranken
haufiger an einem Tumor mit einem schlechten Grading (G3). AuBerdem fand diese
Arbeitsgruppe einen Zusammenhang zwischen dem Genotyp von TP53 Codon 72 und der
histologischen Differenzierung. Patientinnen mit der Wildtypvariante G/G oder der
heterozygoten Variante G/C entwickeln im Vergleich signifikant hdufiger ein duktal invasives
Mammakarzinom (Tommiska et al., 2005). Basieren auf unseren Daten kdnnen wir diesen
Zusammenhang bestdtigen. Patientinnen mit der Wildtypvariante G/G haben eine um das 1,6-
fach erhéhte Wahrscheinlichkeit an einem invasiven lobuldaren Mammakarzinom zu erkranken
(OR=1,558; p=0,026; 95% Kl 1,053-2,304). Da lobular differenzierte Mammakarzinome
typischerweise jedoch mit einer guten Differenzierung assoziiert sind (Kloppel et al., 2013c),
untersuchten wir diesen Zusammenhang genauer. Dabei konnten wir nachweisen, dass auch in
der untersuchten Patientinnengruppe die Frauen mit einem lobuldren invasiven
Mammakarzinom und der Variante G/G signifikant 6fter gut differenzierte Karzinome hatten
(OR=3,937; p=0,034; 95% KI 1,111-13,952). Dariiber hinaus sind die invasiv duktalen
Mammakarzinome unter Tragerinnen der Arginin-Variante (G/G) in (ber 50% schlecht

differenziert (G3).

Interessant ist auch, dass Patienten mit einem Ostrogenrezeptorpositiven Mammakarzinom
vergleichsweise haufiger die genetische Variante C/C tragen. Dieser Zusammenhang wurde
bereits 2008 im Rahmen einer Studie mit 453 Mammakarzinompatientinnen beschrieben
(Hamaguchi et al., 2008). Ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
Patientinnen mit der Prolin-Variante (C/C) eine um das 3,3-fache hoher Wahrscheinlichkeit
haben ein Ostrogenrezeptorpositives Mammakarzinom zu entwickeln (OR=3,284; p=0,048;
95% KI 1,01-10,675). Einen signifikanten Einfluss auf das Erkrankungsalter zeigt der
Ostrogenrezeptorstatus unter den untersuchten Frauen nicht, jedoch ist ein positiver

Ostrogenrezeptorstatus  ein  wichtiger  pradikativer ~ Faktor. Frauen mit einem
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Ostrogenrezeptorpositiven Mammakarzinom koénnen von einer antihormonellen Therapie

profitieren (Untch et al., 2011).

Unter Berlicksichtigung der im Rahmen dieser Arbeit gefundenen Effekte kann gesagt werden,
dass die Prolin-Variante (C) mit einem friiheren mittleren Erkrankungsalter, mit einer Differenz
von vier Jahren gegenliber der Arginin-Variante und Ostrogenrezeptorpositiven
Mammakarzinomen assoziiert ist. Hingegen haben die Frauen mit der Arginin-Variante (G)
signifikant haufiger ein gut differenziertes lobulares invasives Mammakarzinom. Die Analyse
dieses SNPs wurde auch zur Vergleichbarkeit mit vorangegangenen Studien durchgefihrt, die

Ergebnisse geben bereits nachgewiesene Effekte wieder.

5.3 Einzelnukleotid-Polymorphismen in MDM2

Das G-Allel von MDM2 SNP 309 ist mit einem erhéhten Tumorrisiko assoziiert (Bond et al.,
2006). Die Tumorerkrankung manifestiert sich bereits in einem jlingeren Lebensalter (Bartel et
al., 2008; Benner et al., 2014; Knappskog und Lonning, 2001). Andere Autoren konnten keine
Assoziation zwischen MDM2 SNP 309 und einem erhdhten Karzinomrisiko nachweisen
(Sinilnikova et al., 2009). Auch fir den 24 Basen entfernten Polymorphismus MDM2 SNP 285
konnten relevante Einflisse auf die Entstehung eines malignen Tumors gezeigt werden.
Patientinnen mit einem C-Allel im SNP 285 zeigen ein vermindertes Risiko fiur die Entwicklung
von Mamma-, Ovar-, Cervix- und Endometriumkarzinomen (Knappskog und Lonning, 2011;

Knappskog et al., 2010; Roszak et al., 2015).

In unserer Studie konnten wir zeigen, dass Patientinnen mit der Variante G/G in MDM2 SNP
309 und einem Ostrogenrezeptornegativen Mammakarzinom im Mittel 5,2 Jahre friiher
erkranken als Patientinnen mit dem gleichen Genotyp und einem Ostrogenrezeptorpositiven

Mammakarzinom. Der Zusammenhang ist jedoch nicht signifikant (p=0,057).

Der SNP 285 in MDM2 wird als Haplotyp mit der G-Variante in MDMZ2 SNP 309 vererbt
(Knappskog und Lonning, 2011; Knappskog et al., 2010). Anhand unserer Daten kann der
Zusammenhang bestatigt werden. Unter den 96 Patientinnen mit der Variante G/G in MDM2
SNP 309 zeigten vier Frauen auch das homozygote C-Allel in MDM2 SNP 285. Das homozygote
C-Allel in MDM2 SNP 285 fand sich jedoch nie bei Frauen welchen nicht auch das homozygote
G-Allel in MDM2 SNP 309 nachweisbar war.
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In der Literatur wird darlber hinaus von mehreren Autoren gezeigt, dass das C-Allel in MDM2
SNP 285 einen protektiven Effekt hat und das Risiko, ein Karzinom zu entwickeln, senkt
(Knappskog und Lonning, 2011; Knappskog et al., 2010; Roszak et al., 2015). In dem von uns
untersuchten Patientenkollektiv fand sich das homozygote C-Allel in 0,5% der Fille, in 6,8% der
Falle lag ein heterozygoter Allelstatus vor. Dies entspricht in etwa der fiir Mitteleuropa
angenommenen Allelhdufigkeit (Knappskog et al., 2014). Eine Aussage beziglich des
protektiven Einfluss von MDM2 SNP 285 ist aufgrund des Studiendesigns dieser Arbeit nicht
moglich. Allerdings fanden sich Zusammenhange, die im Wiederspruch zu dem beschriebenen
protektiven Effekt dieses Polymorphismus stehen. Patientinnen mit der Variante C/C
erkrankten in einem auffillig jungen Alter. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 44,3 Jahren,
das durchschnittliche Alter zum Diagnosezeitpunkt aller Patientinnen ungeachtet der
genetischen Variante liegt bei 62,2 Jahren. Das durchschnittliche Erkrankungsalter
unterscheidet sich signifikant (p=0,031). Mit dem Log-Rank-Test konnte gezeigt werden, dass
die Patientinnen mit der Variante C/C in MDM2 SNP 285 signifikant (p=0,000378) friiher
erkranken. Zu bedenken ist hierbei jedoch, dass in der untersuchten Patientinnengruppe nur
vier Frauen diesen Genotyp haben. Dennoch ist der Effekt nicht ganzlich von der Hand zu
weisen. Darliber hinaus haben diese vier Patientinnen signifikant (p=0,044) 6fter ein schlecht
differenziertes Mammakarzinom (G3). Drei der Frauen hatten ein schlecht differenziertes

Mammakarzinom (G3), eine Patientin hatte ein gut differenziertes Mammakarzinom (G1).

Frauen mit dem SNP 285 erkrankten signifikant friiher und hatten signifikant 6fter ein schlecht
differenziertes (G3) Mammakarzinom (OR=1,67; p=0,044; 95% Kl 1,014-4,813). Schlecht
differenzierte Karzinome gehen mit einem signifikant kiirzerem Gesamtiberleben einher
(Elston und Ellis, 1991). Deshalb sollte insbesondere bei diesen Patientinnen das 5- und 10-

Jahresiberleben im Kontext des genetischen Polymorphismus betrachtet werden.

5.4 Einzelnukleotid-Polymorphismen in MDMX

Der SNP 31826 (rs1563828) liegt im Intron 10 von MDMX. Es konnte gezeigt werden, dass
Patienten mit Nasopharynxkarzinomen und der Variante A/A 8,9 lahre friher erkrankten
(p=0,002). Das Risiko, ein Nasopharynxkarzinom in Abhangigkeit des SNP zu entwickeln,
unterschied sich hingegen nicht signifikant (Zhang et al.,, 2012). Frauen mit einem
Mammakarzinom und dem homozygotem A-Allel erkranken ebenso signifikant friher als
Patientinnen mit dem G-Allel, das Risiko an einem Mammakarzinom zu erkranken ist jedoch

nicht erhoht (Song et al.,, 2012). Anhand unserer Daten kann dieser Zusammenhang nicht
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bestatigt werden. Patientinnen mit dem homozygoten A-Allel erkranken im Mittel 0,6 Jahre
spater. Patientinnen mit dem Genotyp A/A erkranken gegenliber den Frauen mit den
Varianten G/G und G/A mit einer um das 2,3-fach erhéhten Wahrscheinlichkeit nach dem 40.

Lebensjahr (OR=2,328; p=0,032; 95% K| 1,076-5,037).

In einer anderen Publikation wird darauf hingewiesen, dass der genetische Polymorphismus
eine starke Assoziation zum Ostrogenrezeptorstatus bei Mammakarzinomen aufweist.
Tragerinnen der Variante A/A mit einem 0&strogenrezeptornegativen Mammakarzinom
erkranken 3,8 Jahre friiher, in rein kaukasischen Populationen sind es sogar 7,5 Jahre, als
Patientinnen mit der Variante G/G (Kulkarni et al., 2009). Die untersuchten Patientinnen mit
einem Ostrogenrezeptornegativen Mammakarzinom und der Variante G/G erkrankten im
Mittel mit 61,4 Jahren. Patientinnen mit der selteneren Variante A/A und einem
ostrogenrezeptornegativen Mammakarzinom erkrankten hingegen durchschnittlich schon mit
53,2 Jahren, die Differenz im Erkrankungsalter betragt 8,2 Jahre. Tragerinnen des
homozygoten A-Allels und einem Ostrogenrezeptorpositiven Mammakarzinom hatten ein
mittleres Erkrankungsalter von 64,4 Jahren, der Unterschied im Alter zum Diagnosezeitpunkt
ist mit 11,2 Jahren nochmals groBer. Mit Hilfe des Log-Rank-Test konnte der Zusammenhang

veranschaulicht werden, der Unterschied im Erkrankungsalter ist signifikant (p=0,025).

AuBerdem zeigen Tragerinnen der Variante A/A signifikant (p=0,045) haufiger eine
LymphgefiRinfiltration als Frauen mit den Variante G/G und G/A. Die Wahrscheinlichkeit ist
um das 1,3-fache erhéht (OR=1,292; p=0,045; 95% Kl 1,005; 1,66), dass zum Zeitpunkt der

Erstdiagnose bereits eine Lymphgefalinfiltration nachweisbar ist.

Zusammenfassend zeigte sich in dieser Arbeit, dass die Variante A/A in MDMX SNP 31826
signifikant mit dem Erkrankungsalter und der Tumorausbreitung (LymphgefaRinfiltration)
assoziiert ist. In Abhangigkeit des Ostrogenrezeptorstatus erkranken die Patientinnen mit dem

homozygoten A-Allel signifikant friher.

In einer genomweiten Assoziationsstudie aus dem Jahr 2013 wurde gezeigt, dass MDMX SNP
34091 mit dem Ostrogenrezeptornegativen Mammakarzinomen assoziiert ist. Dieser
Zusammenhang kann auch bei Patientinnen auch bei Patientinnen mit einer BRCA1-Mutation
beobachtet werden (Garcia-Closas et al., 2013). Wenige Jahre zuvor wurde bereits ein
signifikanter Effekt des SNPs bei Ovarialkarzinomen beschrieben. Patientinnen mit
Ovarialkarzinomen tragen signifikant haufiger das homozygote A-Allel in MDMX SNP 34091.
Diese Frauen hatten ein 5,5-fach erhéhtes Risiko durch den Tumor zu versterben verglichen

mit Patienten mit dem homozygoten C-Allel (McEvoy et al., 2012; Wynendaele et al., 2010).
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Das C-Allel im DNA-Strang dient als Zielstruktur fiir eine mRNA, die zum verstarkten Abbau von
MDMX fuhrt. Dadurch wird die potentielle onkogene Wirkung abgeschwacht, die Aktivitat des
Tumorsuppressors p53 wird weniger supprimiert. (McEvoy et al., 2012; Wynendaele et al.,

2010).

Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit konnte die seit 2013 bekannte Assoziation des C-Allels in
MDMX SNP 34091 mit dem 0&strogenrezeptornegativen Mammakarzinom nur zum Teil
nachvollzogen werden. Unsere Daten zeigten nicht, dass Patientinnen mit dem C-Allel 6fter
Mammakarzinome mit einem positiven oder negativen Ostrogenrezeptorstatus haben.
Betrachtet man nur die Patientinnen, welche das C-Allel tragen und zum Diagnosezeitpunkt
junger als 60 Jahren waren, zeigte sich eine signifikante Assoziation. Diese Frauen haben
signifikant seltener einen positiven Ostrogenrezeptorstatus (OR=0,546; p=0,042, 95% K| 0,304-
0,978). Insgesamt haben die Frauen mit der Variante C/C, mit 86%, haufiger ein
Ostrogenrezeptorpositives Mammakarzinom als Frauen mit der Variante A/A, hier sind es
83,3%. AuRerdem haben die Patientinnen mit dem homozygoten C-Allel signifikant (p=0,016)
ofter einen positiven Progesteronrezeptorstatus, die Wahrscheinlichkeit ist um das 1,5-fache

erhéht (OR=1,452; p=0,016; 95% Kl 1,073-1,964).

Dariber hinaus konnte gezeigt werden, dass Frauen mit der Variante C/C im Mittel mit 64,2
Jahren an einem Mammakarzinom erkrankten und damit 2,4 Jahre spater als Frauen mit der
Variante A/A. Dieser Zusammenhang findet sich sowohl bei Patientinnen mit einem positiven
als auch einem negativen Ostrogenrezeptorstatus. Jedoch ist der Altersunterschied zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung bei Patientinnen mit einem 0strogenrezeptornegativen
Mammakarzinom mit 1,5 Jahren zwischen den Genotypen C/C (durchschnittliches
Erkrankungsalter von 61,8 Jahre) und A/A (durchschnittliches Erkrankungsalter von 59,3 Jahre)
geringer als bei Patientinnen mit einem positiven Ostrogenrezeptorstatus. Hier betrigt die
Differenz des durchschnittlichen Erkrankungsalters zwischen den Genotypen 2,7 Jahre.
Patientinnen mit einem Ostrogenrezeptorpositiven Mammakarzinom und der Variante A/A
erkranken mit einem durchschnittlichen Erkrankungsalter von 65,1 Jahren, 3,3 Jahre spater, als
Frauen mit einem Ostrogenrezeptornegativen Mammakarzinom. Der Unterschied ist signifikant

(p=0.025).

Mit Hilfe eines Log-Rank-Tests wurde der Zusammenhang zwischen dem Erkrankungsalter bei
Patientinnen mit der Variante C/C in Abhingigkeit des Ostrogenrezeptorstatus
veranschaulicht. Die Frauen mit einem 0Ostrogenrezeptornegativen Mammakarzinom
erkranken zwischen 39 und 82 Jahren, wobei keine Frau zwischen dem 45. und 65. Lebensjahr

erkrankt. Betrachtet man nun die pra- und postmenopausalen Frauen getrennt, erkranken die
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pramenopausalen Patientinnen mit dem Genotyp C/C und einem Ostrogenrezeptornegatives
Mammakarzinom  signifikant  (p=0,001) friher als die Frauen mit einem
Ostrogenrezeptorpositiven Mammakarzinom. Das Erkrankungsalter der Frauen wird jedoch
nicht nur durch den Genotyp in Abhingigkeit des Ostrogenrezeptorstatus beeinflusst. Auch
Patientinnen mit dem homozygoten A-Allel und einem positiven HER2-Status erkranken

signifikant (p=0,007) friher.

AulRerdem konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem C-Allel und der GréRe des
Primdrtumors nachgewiesen werden. Patientinnen mit dem Genotyp C/C haben eine um das
1,4-fach erhéhte Wahrscheinlichkeit eines lokal fortgeschrittenen Tumors (OR=1,412, p=0,014,
95% Kl 1,071-1,860). Dieser Zusammenhang wird noch starker, wenn man Patientinnen mit
einem Ostrogenrezeptorpositiven Mammakarzinom betrachtet, die Wahrscheinlichkeit ist hier

um das 1,5-fache héher (OR=1,147; p=0,004; 95% K| 1,147-2,087).

Zusatzlich untersuchten wir, ob Verknipfungen zwischen den Einzelnukleotid-Polymorphismen
und den molekularen Subtypen existieren. Es wird berichtet, dass in Tumorzellen von Luminal-
A- und Luminal-B-Mammakarzinomen eine signifikant erhdhte Expression von MDMX und
MDM2-spezifischer mRNA nachweisbar ist (Swetzig et al., 2016). In dem von uns untersuchten
Patientenkollektiv fanden sich signifikante Assoziationen zwischen MDMX SNP 34091 und den
intrinsischen Subtypen. Das C-Allel in MDMX SNP 34091 ist signifikant (p=0,015) mit Luminal-A-
Mammakarzinomen assoziiert, die Wahrscheinlichkeit ist um das 1,4-fache hoher (OR=1,412;
p=0,015; 95% Kl 1,069-1,864). Dieser Subtyp ist mit einer guten Prognose und einem deutlich
glinstigeren Gesamtiiberleben verknlpft (Naume und Sgrliea, 2005). Im Gegensatz dazu ist das
A-Allel signifikant mit Luminal-B-Mammakarzinomen assoziiert, die Wahrscheinlichkeit ist um
das 1,4-fache héher (OR=1,422, p=0,023; 95% Kl 1,051-1,924). Patienten mit einem Luminal-B-

Mammakarzinom und dem Genotyp A/A erkranken im Mittel drei Jahre spéter.

Basierend auf den dargestellten Ergebnissen kann man zusammenfassen, dass bei jlingeren
Patientinnen das C-Allel signifikant mit dem Ostrogenrezeptornegativen Mammakarzinom
assoziiert ist. Betrachtet man alle Altersgruppen zeigt sich jedoch eine signifikante Assoziation
zu Luminal-A-Mammakarzinomen mit einem positiven Ostrogen- und
Progesteronrezeptorstatus. Dieses, im Widerspruch zu den Daten der genomweiten
Assoziationsstudie aus dem Jahr 2013 stehende, Ergebnis kann Folge unterschiedlicher
Studiendesigns sein. Das C-Allel ist zudem mit lokal fortgeschrittenen Mammakarzinomen
assoziiert. Da Luminal-A-Karzinome mit einer guten Prognose verknlpft sind, kann das C-Allel
in MDMX SNP 34091 im Vergleich mit dem A-Allel als pradikativer Marker fiir einen guten

Verlauf betrachtet werden (Vasema et al., 2015). Das A-Allel ist signifikant mit einem friiheren
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Erkrankungsalter bei HER2-positiven und 0Ostrogenrezeptornegativen Mammakarzinomen
assoziiert. Darlber hinaus haben die Patientinnen mit diesem Genotyp signifikant ofter
Luminal-B-Karzinome. Zur weiteren Analyse dieses Zusammenhangs wird die Untersuchung

des Gesamtiberlebens, in Abhdngigkeit der Genotypen, sinnvoll sein.

5.5 LGR6 rs667891

Das LGR6-Gen ist wie MDMX auf Chromosom 1qg32 lokalisiert. In einer 2013 vero6ffentlichten
genomweiten Assoziationsstudie wurde fir die beiden Einzelnukleotid-Polymorphismen in
LGR6 und MDMX SNP 34091 ein signifikanter Zusammenhang mit strogenrezeptornegativen
Mammakarzinomen nachgewiesen (Garcia-Closas et al., 2013). Zu diesem Zeitpunkt
beschéftigten wir uns bereits mit den Einzelnukleotid-Polymorphismen MDMX SNP 31826 und
34091. Die Ergebnisse der genomweiten Asooziationsstudie von Garcia-Closas et al.
veranlassten uns dazu, neben den bereits analysierten Polymorphismen im p53-Pathway,
ebenfalls den Einfluss von LGR6 rs6678914 auf Mammakarzinome im Patientenkollektiv der
PiA-Studie zu untersuchen. Patientinnen mit einem Ostrogenrezeptornegativen
Mammakarzinom zeigten nicht signifikant hiufiger die Variante A/A. Ferner wurde untersucht,
ob die unterschiedlichen Varianten von LGR6 rs6678914 einen Einfluss auf das
Erkrankungsalter haben. Patientinnen mit dem Genotyp A/A erkranken im Mittel mit 63,2
Jahren, 1,4 Jahre spater als Patientinnen mit der Variante G/G. Patientinnen mit dem Genotyp
G/G und einem negativen Ostrogenrezeptorstatus erkrankten im Mittel 4,1 Jahre friiher, der
Unterschied ist nicht signifikant (p=0,076). Da dennoch ein Unterschied im Erkrankungsalter in
Abhangigkeit des Genotyps ersichtlich ist, wurden die Daten zur weitergehenden Analyse
mittels binar-logistischer Regression untersucht. Hier zeigte sich, dass Patienten mit dem A-
Allel signifikant (p=0,036) spater erkranken, die Wahrscheinlichkeit nach dem 60. Lebensjahr
zu erkranken, ist um das 1,8-fache hoher (OR=1,761; p=0,036; 95% KI 1,038-2,988). Dariiber
hinaus konnte gezeigt werden, dass Patientinnen mit dem A-Allel signifikant ofter eine
lymphonodale  Metastasierung zum  Diagnosezeitpunkt aufweisen (p=0,02), die

Wahrscheinlichkeit ist um das 1,4-fache erhéht (OR=1,444; p=0,02; 95% Kl 1,060-1,968).

In der Zusammenschau der Daten ist das A-Allel in LGR6 signifikant mit einem spateren
Erkrankungsalter und einer fortgeschrittenen lymphonodalen Metastasierung assoziiert. Das
A-Allel  zeigte  keine  signifikante  Assoziation ~ mit  Ostrogenrezeptornegativen
Mammakarzinomen. Wie bei MDMX SNP 34091 konnen die Ergebnisse als Folge

unterschiedlicher Studiendesigns gewertet werden.
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5.6 Methodenkritik

Grundlage dieser Arbeit war die genetische Untersuchung von nativen, kryokonservierten
Gewebematerial, welches aus Mammakarzinomen, im Rahmen der PiA-Studie, entnommen
worden war. Im Anschluss erfolgte der Vergleich der Ergebnisse mit den bekannten klinischen

und pathologischen Variablen. Insgesamt wurden 815 Patientinnen in die Analyse einbezogen.

Zunachst ist zu diskutieren ob die untersuchte Patientengruppe ausreichend groR war, um
signifikante Zusammenhange zwischen den Einzelnukleotid-Polymorphismen und dem
Erkrankungsalter und weiteren klinisch-pathologischen Parametern nachweisen zu kénnen. Al-
Quasem et al. konnten in einer Studie mit 100 Patientinnen aus dem Jahr 2011 einen
signifikanten Zusammenhang zwischen der homozygoten C-Variante in TP53 Codon 72 und
einem friheren Erkrankungsalter bei Mammakarzinomen unter Saudi-arabischen Frauen
nachweisen (Al-Quasem et al., 2011). Auch Johnson et al. zeigten, dass Patientinnen mit der
homozygoten C-Variante vergleichsweise jung erkranken. Diese Arbeitsgruppe schloss 2463
Kontrollproben und 473 Mammakarzinompatientinnen in lhre Studie ein (Johnson et al., 2007).
Sinilnikova et al. konnten in Abhdngigkeit der Pro72-Variante kein erhdhtes Risiko fir
nachweisen, in dieser Studie wurden insgesamt 2222 Mammakarzinompatientinnen
untersucht (Sinilnikova et al.,, 2009). Auch in dieser Arbeit konnte kein signifikanter
Zusammenhang zwischen den Allelvarianten und dem Erkrankungsalter nachgewiesen werden.
Bei SNPs mit einer niedrigen Allelfrequenz fir das seltenere Allel ist die Grofle des
Patientenkollektivs besonders entscheidend. In diesem Kontext ist MDM2 SNP 285 zu nennen.
Lediglich vier der untersuchten Frauen waren Tragerin der homozygoten C-Variante, der Anteil
an allen Fallen betragt weniger als 0,5%. Zwar konnte fir diesen Polymorphismus eine
signifikante Assoziation mit dem Erkrankungsalter nachgewiesen werden, eine Untersuchung
des Zusammenhangs mit den Hormonrezeptoren war aufgrund der geringen Patientenzahl
jedoch nicht sinnvoll. Die homozygote A-Variante in MDMX SNP 31826 ist bei
Ostrogenrezeptornegativen Mammakarzinomen signifikant mit einem friheren Lebensalter
assoziiert, jedoch finden sich in unserer Studie nur 6 Frauen mit dieser Konstellation. Basierend
auf diesen Ergebnissen ist es insbesondere bei SNPs, welche eine Assoziation zum
Ostrogenrezeptorstatus  aufweisen,  entscheidend, ein  médglichst umfangreiches
Patientenkollektiv zu untersuchen. Ebenfalls regionale Unterschiede und der Einfluss weiterer

SNPs oder Mutationen sind als Ursache fiir widerspriichliche Ergebnisse zu diskutieren.

Darliber hinaus ist die begrenzte Vergleichbarkeit zu &alteren Publikationen kritisch zu

hinterfragen. Zum Zeitpunkt des Abschlusses dieser Arbeit lagen noch keine Daten zum



Diskussion

Uberleben der Patientinnen vor. Viele Autoren konnten zeigen, dass ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Genotyp und dem Uberleben der Patientinnen besteht (Al-
Quasem et al., 2011, Silwal-Pandit et al., 2014, Xu et al., 2008, Zhang et al., 2012). Sobald diese
Daten vorliegen, sollten die Ergebnisse dieser Arbeit, basierend auf den Uberlebensdaten,
erneut diskutiert werden. In diesem Kontext ist auch der (noch) fehlende Mutationsstaus von
TP53 zu nennen. Aktuell werden die DNA-Proben auf Mutationen in TP53 untersucht,

anschlieRend werden die Effekte der Einzelnukleotid-Polymorphismen evaluiert.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit basiert auf der Untersuchung von den SNPs in TP53 Codon 72, MDM?2
SNP 309 und 285, MDMX 31826 und 34091 sowie LGR6 rs6678914. Einzelnukleotid-
Polymorphismen des P53-Pathway beeinflussen das Risiko zur Entwicklung von malignen

Tumoren (Bond und Levine 2007; Grochola et al., 2010).

Es konnte gezeigt werden, dass die Prolin-Variante (C) in TP53 Codon 72 ist mit einem friiheren
durchschnittlichen Erkrankungsalter von 2,1 Jahren gegeniber der Arginin-Variante und
Ostrogenrezeptorpositiven Mammakarzinomen assoziiert ist. Frauen mit der Arginin-Variante
(G) erkranken signifikant o6fter an einem gut differenzierten (p=0,032) lobuldren invasiven

Mammakarzinom (p=0,026).

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass Patientinnen mit der Variante G/G in
MDM2 SNP 309 und einem &strogenrezeptornegativen Mammakarzinom durchschnittlich 5,2
Jahre friher erkranken als Patientinnen mit einem 06strogenrezeptorpositiven
Mammakarzinom (p=0,057). Ferner erkrankten die Patientinnen mit der Variante C/C in
MDM?2 SNP 285 signifikant (p=0,0004) friiher, das mittlere Alter zum Diagnosezeitpunkt war
mit 44,3 Jahren, 18,1 Jahre friher, als Patientinnen mit den Variante G/G und G/C. Dieser
Zusammenhang sollte anhand eines weiteren Kollektivs untersucht werden, um zu analysieren,

ob sich der Effekt bestatigen lasst.

Die Variante A/A in MDMX SNP 31826 ist signifikant mit dem Erkrankungsalter (p=0,05)und der
Tumorausbreitung (LymphgefaRinfiltration, p=0,047) assoziiert. In Abhangigkeit des
Ostrogenrezeptorstatus erkranken die Patientinnen mit dem Genotyp A/A signifikant 8,8 Jahre

friher (p=0,025).

Junge Patientinnen mit dem C-Allel in MDMX SNP 34091 haben signifikant ofter

dstrogenrezeptornegative Mammakarzinome (p=0,042). Uber alle Altersgruppen verteilt zeigt
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sich jedoch eine signifikante Assoziation des C-Allels mit Luminal-A-Mammakarzinomen
(p=0,015) mit einem positiven Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus. Das C-Allel ist
auBerdem mit lokal fortgeschrittenen Mammakarzinomen assoziiert (p=0,014). Das A-Allel ist
signifikant mit  einem  friiheren Erkrankungsalter  bei HER2-positiven und
ostrogenrezeptornegativen Mammakarzinomen assoziiert. Darliber hinaus haben die

Patientinnen mit diesem Genotyp signifikant 6fter Luminal-B-Karzinome (p=0,023).

Es konnte gezeigt werden, dass das A-Allel in LGR6 signifikant mit einem spateren
Erkrankungsalter (p=0,036) und einer fortgeschrittenen lymphonodalen Metastasierung
(p=0,02) verkniipft ist. Eine signifikante Assoziation mit dem 0&strogenrezeptornegativen

Mammakarzinom fand sich hingegen nicht (p=0,216).

In Zusammenschau der Ergebnisse kann unsere Arbeitshypothese, dass die Einzelnukleotid-
Polymorphismen im p53-Pathway signifikant mit dem Erkrankungsalter und klinisch-
pathologischen Variablen assoziiert ist, bestatigt werden. Dabei fanden sich auch interessante
neue Erkenntnisse, andere Daten stehen im Wiederspruch zu vorangegangen Studien. Fir
zukiinftige Studien wird es von grolRer Bedeutung sein ausreichend grolle Patientenkollektive
zu untersuchen. Viele der Polymorphismen zeigen eine Abhéangigkeit zum
Ostrogenrezeptorstatus. Insbesondere bei Effekten, welche sich bei
Ostrogenrezeptornegativen Mammakarzinomen finden, haben auch in einem umfangreichen
Patientenkollektiv nur noch sehr wenige Frauen die die entscheidende Kombination der

Parameter.

Zur weiterfihrenden Analyse der Effekte der Einzelnukleotid-Polymorphismen soll das
Patientenkollektiv hinsichtlich des Uberlebens untersucht werden. Die Uberlebensdaten liegen
aktuell jedoch noch nicht vor. AuRBerdem werden die DNA-Proben zurzeit nach Mutationen in
P53 untersucht. Wir erwarten, dass in Abhangigkeit des TP53-Mutationsstatus weitere Effekte

nachgewiesen werden kénnen.
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Thesen

8. Thesen

1. Polymorphismen im P53-Pathway haben einen signifikanten Einfluss auf das

Erkrankungsalter sowie den Krankheitsverlauf.

2. Der Polymorphismus P53 Codon 72 ist signifikant mit einem friiheren Erkrankungsalter

assoziiert.

3. Patienten mit dem G-Allel in MDMZ2 SNP 309 erkranken, insbesondere in Abhangigkeit des

Ostrogenrezeptorstatus, signifikant friiher.

4. Patienten mit dem C-Allel in MDM2 SNP 285 haben ein vermindertes Risiko an einem
Mammakarzinom zu erkranken, falls Sie erkranken, dann in einem vergleichsweise hohen

Alter.

5. Patienten mit dem Polymorphismus MDMX SNP 31826 erkranken in Abhangigkeit des

Ostrogenrezeptorstatus signifikant frither.

6. MDMX SNP 34091 ist signifikant mit Ostrogenrezeptornegativen Mammakarzinomen

assoziiert, die Patientinnen mit dem C-Allel erkranken spéter.

7. LGR6 rs6678914 sind signifikant mit dem Ostrogenrezeptornegativen Mammakarzinom

assoziiert, die Patientinnen mit dem G-Allel erkranken friher.
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