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1. Einleitung

1.1 Epidemiologie des Mammakarzinoms

Krebserkrankungen sind in den Industrienationen nach den Herz-Kreislanfarkgen eine der
Haupttodesursachen. Die Zahl der Neuerkrankungen an Krebs in Deutschland wirceidB3&@hr
auf insgesamt 347.500 Falle geschatzt, von denen ca. 168.500 auf Manner und 179.000 auf
Frauen entfallen. In Deutschland erkranken jahrlich Gber 46.000 FrauBnustkrebs, davon
etwa 19.000 im Alter unter 60 Jahren (Arbeitsgemeinschaft Bevolk&ranggener
Krebsregister in Deutschland 2002). Damit ist das Mammakarzinoms eiller haufigsten
Krebsleiden der Frau (Schmidt-Matthiesen et al., 2000; Vetter, 200 )nPdenz ist seit Jahren
leicht steigend und wird bundesweit auf 89 Falle/100.000 weibliche Einwohner
(altersstandardisierte Rate nach Europastandard) gesch&zeErkKankung ist fir knapp 26
Prozent aller Krebsneuerkrankungen bei Frauen und fir mehr alsrigel 36 Prozent) der
Neuerkrankungen bei Frauen unter 60 Jahren verantwortlich. Dasrenitkrankungsrisiko
liegt bei 63 Jahren. Die Mortalitdt wird bundesweit auf 30,2 Tode&i&@00.000 weibliche
Einwohner (altersstandardisierte Rate nach Europastandard)aggsddie relative 5-Jahres-
Uberlebensrate betragt im Mittel 73 % (Arbeitsgemeingchadvolkerungsbezogener

Krebsregister in Deutschland, 2002).

1.1.1 Regionaler Vergleich

Brustkrebs ist der vorherrschende Krebs unter Frauen in industrigisiandern (McPherson et
al., 2000),und weltweit die haufigste Ursache fir Krebstodesfalle &mgeren (Murray and
Lopez, 1997). Im Jahr 1990 war er fir 300.000 Todesfalle verantwortlich, von denen 1ii4.100
Industrienationen und 139.500 in Entwicklungslandern auftraten (Pisani et1949).
International betrachtet liegt das Risiko fur 50jahrige Frauenrhatieder ndchsten 20 Jahre an
Brustkrebs zu erkranken fur Kaukasierinnen bei 6,6%, fur Afroamerikenseribei 5%, fur
Asiatinnen und Bewohnerinnen der pazifischen Inseln bei 3,9% und flir Higpaen bei 3,7%
(Morris et al., 2001). Im europaischen Vergleich liegen die Erkrankategsfir Deutschland im

unteren Drittel. In den Niederlanden, Danemark, Schweden und Finnlanddies
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Erkrankungswahrscheinlichkeit deutlich hoéher, in siddeuropaischen LandiernSpanien,
Griechenland und Portugal deutlich niedriger (Arbeitsgemeinschaft Keeudgsbezogener
Krebsregister in Deutschland, 2002).

Vergleicht man innerhalb Deutschlands die einzelnen Bundeslanderander, so ist insgesamt
die Inzidenz des Mammakarzinoms in den Jahren 1996-1998 in den o6stlichen 8uthelesl
Brandenburg und Sachsen (74,3% und 76,2% nach altersstandardisierteuiRatejerjenigen
in den westlichern Regionen Saarland und Minster (96,7% und 85,6% nach
altersstandardisierter ~ Rate) (Arbeitsgemeinschaft bevolksibeaggener Krebsregister in
Deutschland).

In Japan zeigte sich eineSteigerung der Brustkrebsrate von 3wi8chen 1960 und 1980
(Kurihara, 1984) und in Singapur wurde ein jahrlicher Anstieg von ca. 3)%hen 1968 und
1992 beobachtet ( Seow, 1996). Brustkrebs ist verantwortlich fur gtel@er Krebsdiagnosen
und 15 % der Todesfélle durch Krebs unter den Amerikanerinnen. Dahtiestin der Inzidenz
an der obersten Position, beziglich der Mortalitét jedoch an zweslér @reenlee et al., 2002).
Das Lebenszeitrisiko der Brustkrebsdiagnose liegt fur U.S.-ikaresrinnen bei 12,8 %, das
Sterblichkeitsrisiko bei 3,3 % ( Ries et al., 2000). Die Mogslgt in den Vereinigten Staaten,
Grof3britannien und mehreren anderen Landern wahrend der 90er Jahresiakeg (Coleman
et al., 2000, Peto et al., 2000).

Dieser Trend ist wahrscheinlich der verbesserten Diagnoseherdgie zu verdanken, und nicht

Veranderungen der zugrunde liegenden Epidemiologie der Erkrankung.

1.2 Risikofaktoren allgemein

Etablierte Risikofaktoren mit Bedeutung fur das Brustkrebsrisikd sor allem Alter der
Patientin, Familienveranlagung, frihe Menarche, spate Menopause,bgit Erstgeburt, nicht
Stillen, benigne Brustpathologien und Hormonersatztherapie (HRT), (\2002; Clavel-
Chapelon, 2002; Armstrong et al., 2000; Lichtenstein et al., 2000; Collabofatoig on
Hormonal Factors in Breast Cancer, 2002). Zudem stellen vet&ndenahrung und
Lebensgewohnheiten der modernen industriellen Gesellschaften wiBtisigefaktoren fur die
Brustkrebsentwicklung dar (Lacey et al., 2002; Willett, 2001; Coff801; Leung, 2002).

Mittlerweile gilt als gesichert, dass etliche Nahrungsbestdedtind Lebensgewohnheiten die
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Kanzerogenese u.a. von gynékologischen Tumoren beeinflussentt(\2ile1; Trichopoulou,
2000). Erndhrungsbedingte Faktoren werden fur ca. 30% der Krebsartewickeltén Landern
verantwortlich gemacht (Key et al., 2002). In diesem Zusammenhardew immer wieder die
Inzidenzanstiege bei Japanerinnen, die in die USA emigriert ampkfuhrt. Asiatische Frauen,
die eine geringere Mammakarzinomrate in ihren Landern habenerzegie rapide Erhdhung
der Brustkrebsinzidenz nach Immigration in die USA (Lacey e2@02; Deapen, 2002). So war
die jahrliche Inzidenz fur Chinesinnen, die in Shanghai lebten hallo8ovge flr Chinesinnen,
die in Hawaii oder San Francisco lebten (Parkin et al., 1997). tBel€l Jahre nach
Einwanderung erhoht sich die Inzidenz um 80%. Nachkommen von asiatisciveangerern
weisen die gleiche Inzidenz auf wie weiRe US-Amerikannerinnes.Bdastkrebsrisiko unter
Immigrantinnen nahert sich also dem der Ureinwohnerinnen an (Staetfat., 1995). Auch bei
Turkeninnen, die in Deutschland leben, konnte eine gesteigerte Mammakarzidenz
festgestellt werden, wobei sich die Sterblichkeitsrate fastoppelt hat (Zeeb et al., 2002). Diese
Daten wie auch Untersuchungen an Zwillingen (Lichtenstein et al., 2008)stinzen die
Annahme, dass ernahrungsbedingte Faktoren und Lebensgewohnheiten cheggifttiere
Bedeutung in der Brustkrebsentstehung haben, als eine genetiadmpésition. Ein erhdhtes
Korpergewicht wurde mit ca. 5% aller Krebsarten in der Europérs Union assoziert - 3% bei
Mannern und 6% bei Frauen. Dies entspricht jahrlich ca. 27.000 mannliched5u@0
weiblichen Krebsfallen, einschlie3lich 12.800 Mammakarzinome (Bergs&bmal., 2001).
Ubergewichtigen Frauen wird ein hoheres Brustkrebsrisiko zugesprocheohl dies nicht
gleichermal3en fur jugendliche, pré- und postmenopausale Frau€Rrayidro et al., 1998). In
den letzten 100 Jahren ist das Durchschnittsalter der Menarche von 18 dahre in allen
Industrienationen gesunken (Merzenich et al., 1993; Stoll, 1998). Hiertieramtwortlich ist
der gute Ernahrungszustand im Kindesalter als Folge einesi¢b#n Erndhrung mit mangelnder
korperlicher Aktivitat (Merzenich et al., 1993; Stoll, 1999). Zudem wird Zusammenhang mit
dem BMI, eine erhtéhte Konzentration von bioverfligbarem Estradiol beohadietesowohl zu
einer Zunahme des Brustkrebsrisikos wie auch des Endometriumkaszitibrt (Favero et al.,
1998; Clemons und Goss, 2001; Key et al., 2001).

Mehr als 20 Studien haben den Zusammenhang zwischen dem Verzehr ismh- Hed
Milchprodukten und Brustkrebsrisiko mit widersprichlichen Ergebnissen urftérdaceiner
Metaanalyse (Missmer et al., 2002) mit 351.041 Frauen, von denen 7.37@anitiavasiven

Mammakarzinom wahrend eines 15-jahrigen ,Follow-up“ diagnostiziertdevwr zeigte sich
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keine signifikante Korrelation zwischen Brustkrebs und dem VerzehFiemsch, entweder als
rotes Fleisch (z.B. Rind, Schwein) oder als weil3es FleischB(zHuhn, Ente), totalen
Milchprodukten und Brustkrebsrisiko. Beim Braten jedoch steigt die Koratemt von
polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen deutlich an. So entBalieg Steak 10 ug,
200 g Kochfleisch dagegen nur 0,006 pg Benzpyrene (EI-Bayoumy, 1992). bowdevMomen's
Health Study war das Erkrankungsrisiko fiir Frauen, die gut dugehigeFleischzubereitungen
vorzogen gegeniber dem Genuss von nur halbgaren Produkten signifikant ensbig €7 al.,
1998).

In einem retrospektiven Interview von 2.599 Patientinnen mit Brustkrebs 21568
Kontrollpatientinnen konnte eine erhdhte Kalorienzufuhr, vermehrte Aufnabmeesattigten
Fettsduren, Zucker und Alkohol signifikant mit einer erhdhten InzidenBwastkrebs korreliert
werden (Favero et al., 1999). Im Gegensatz dazu kdonnen einfach und mehrfasdittighge
Fettsauren (hoher Gehalt im kaltgepressten Olivendl und KeimélBaeskrebsrisiko bis zu
30% vermindern (Favero et al., 1998). Laut der Nurses Health Studynésiodt al., 1999;
Holmes et al., 1999) , die in den USA 88.795 Frauen von 1980 bis 1994 beobachtateund e
ahnlichen Studie (Velie et al., 2000), welche regelmallig 40.022 Frauen ikikeer
Erndhrungsgewohnheiten mit Hilfe eines Fragebogens beobaclaltenssich wahrend der
Beobachtungszeit 2.956 bzw. 996 Mammakarzinome ein. In beiden Studien mélsn&s.000
Frauen konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen Brustkrebs unochtfeédzafuhr,
dem Verhaltnis gesattigter zu ungesattigten Fettsduren urtdedeunft der Fette nachgewiesen
werden. Diese Ergebnisse wuren durch eine Metaanalyse von achkpuvesp8tudien bestatigt
(Smith-Warner et al., 2001). In der gepoolten Datenbank traten imsg&sad29 Brustkrebsfalle
unter 351 821 Frauen ein, wobei kein Zusammenhang zwischen tierischen uralichia
Fettquellen und dem menopausalen Status beobachtet wurden.

Obwohl die positiven Wirkungen von Sojaprodukten auf die Entwicklung des Brustkretwwie
anderer positiver Effekte (Osteoporosepravention, LipidstoffwechsetljtkagFunktionen) noch
nicht eindeutig geklart sind (Messina et al., 2002), wurde eine Anraiaeler Ernahrung mit
Sojaprodukten, Getreide, Gemise und Frichten empfohlen (NAMS, 2000). In dergbisl
gro3ten Fall-Kontrollstudie Uber Alkoholkonsum mit 2.569 Brustkrebspatientinnen und 2.588
Kontrollpersonen, wurde eine deutliche Dosis-Wirkungs-Beziehung ehlm(Eerraroni et al.,
1998). Die multivariate OR war 1,21 fur Alkoholkonsumenten von <5,87 g/Tag, bzw.11123;
1,21 fur Patientinnen mit einer Alkoholzufuhr von 5,88-13,40; 13,41-24,55 und 24,56-27,60
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g/Tag. Die multivariate OR stieg auf 1,41 bei einem Alkoholkonsum vdm ale 27,6 g/Tag an.
Die Menge und Dauer des Alkoholkonsums war mit einem erhodhten RisilEntleicklung von
Brustkrebs assoziiert. In einer Metaanalyse von sechs Studie32ti647 Frauen (darunter 4
335) Mammakarzinome) zeigte sich zwischen dem Brustkrebsrisiko ugdlméiger
Alkoholaufnahme ein linearer Zusammenhang (Smith-Warner et al., 18€98¢ neuere
Metaanalyse (Anonymous, 2002) zeigte, das nur ein kleiner Prozedisat@rustkrebsfalle
alkoholbedingt oder nur durch einen erhéhten Alkohlkonsum (>50 g/Tag) bedingblsr( et
al., 2000). Einzelne Unterschiede zwischen der Wirkung des EthanoldaauBrustepithel
konnten durch einen genetischen Polymorphismus bedingt sein. Ein Mangehan far die
Glutathion-S-Transfeasen M1 und T1 sowie der Alkoholdehydrogenase Il fludieden
Ethanolstoffwechsel wichtig sind, war bei Brustkrebspatientinnenfikigni haufiger als bei
gesunden Kontrollgruppen zu finden (Zheng et al., 2002; Park et al., 2000; Sturmer et al., 2002).
Die praventive Wirkung physischer Aktivitat und Gymnastik wird duncie &timulierung des
Immunsystems und einer verminderten Ostrogenproduktion wahrend der Erpbasgerklart
(Hardman, 2001). Eine retrospektive Befragung von 1.945 sportlich aktiven und da88%en
Collegestudentinnen ergab nach durchschnittlich 16 Jahren eine AbnahmeisteéseBsrisikos
um 40% fur die Sportlerinnen (Wyshak et Frisch, 2000). Dagegen schepetlicire Aktivitat in
der Postmenopause das Brustkrebsrisiko nicht zu verandern. Die lowa Wdteaith Study
konnte bei 37.105 postmenopausalen Frauen keine Reduktion des Brustkrebsrisikos durch
physische Aktivitat feststellen (Moore et al., 2000).

Eine Forschungsgruppe gab 2002 eine Ubersicht der Ergebnisse aus 4 @t@did andern
Uber den Zusammenhang von Stillen und Brustkrebs. Diese liel3 die Interpretation Euadess
besser gegen diesen Tumor geschutzt sind, je lAnger sie imiluaagd ebens gestillt haben. Die
kurze Stillzeit, typisch fur hoher entwickelte Lander, tragt irselie mal3geblich zur hdéheren
Brustkrebsinzidenz bei. Auch hatten erkrankte Frauen im Schnitt &re@gburten als die
Kontrollen (2,2 gegeniber 2,6). Das relative Brustkrebsrisiko sank um #jB8jé6le 12 Monate
Stillzeit zusatzlich zu einer Verminderung von 7% fir jede GelDdlgborative Group on

Hormonal Factors in Breast cancer, 2002).
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1.2.1 Risikofaktor HRT und Brustkrebs

Im Zentrum der Behandlung klimakterischer Beschwerden stehenMalinahmen, welche
moglichst gute Therapiechancen und die Aufrechterhaltung einer dutdensqualitat
ermoglichen. Das Morbiditats- und Mortalitatsrirsko an Brustkreli'edabei entweder giinstig
oder zu mindest nicht negativ beeinflusst werden.

Zur Beurteilung eines moglichen Kausalzusammenhanges zwiscloemohtherapie und
Inzidenz eines Mammakarzinoms stehen ca. 60 epidemiologische Studieviefiigung.
Ungefahr je ein Drittel der Studien weisen auf ein erhdhtes, einramdertes oder auf ein
erniedrigtes Risiko hin. Das relative Risiko dieser Studien liegtMittel bei 1.08 (95%-
Vertrauensintervall: 0.96-1.7) (Dupont und Page, 1991; Steinberg et al., Ed®d). relatives
Risiko von 1.0 weist weder auf eine gunstige noch auf eine unguns@igmflBssung hin
(Alister, 2000). Unter diesem Gesichtspunkt sind die zwischen 1975 und 2000igtésiiz
relativen Risiken von 0.62- 1.95 fir die Klinik wenig schlussig (Birkhnguk298). 1997 wurde
eine Reanalyse von 51 friheren Studien (90% der weltweit verigbepidemiologischen
Daten) veroffentlicht. Sie umfasste 52.705 substituierte Frauerumdit108.411 substituierte
Frauen ohne Mammakarzinom. Diese Reanalyse weist eine lsignéi Erhéhung der Inzidenz
von Mammakarzinomen in Abhangigkeit von der Einnahmedauer von Ostrogeries adler in
Kombination mit Gestagenen (nur eine kleine Anzahl der erfasstererfrauf (Collaborative
Group on Hormonal Factors in Breast cancer, 1997). Das relatig&koRifUr jedes
Substitutionjahr betragt 1.023 (95% CI: 1.01-1.04). Das relative RisikarférEBnnahmedauer
von 5 oder mehr Jahren (durchschnittlich 11 Jahre) betrug 1.35 (95%CI: 1.21Eiet8r
Anstieg der Inzidenz war vergleichbar mit dem, der durch eirspethend spatere menopause
hervorgerufen wird. Die Studie der Women’s Health Initiative faimd @twas geringeren
Anstieg der Inzidenz von invasiven Mammakarzinomen (relatives Risi&©; CL: 1,00-1,59)
unter Hormonsubstitution mit konjugierten equinen Estrogenen und Medroxyjrogesetat,
die nach 5-jahriger Behandlung in Erscheinung trat (Writing Grouphts\Women’s Initiative
Investigators, 2002). Das Mammakarzinom-Risiko scheint demnachdktetirBeziehung zur
Therapiedauer zu stehen, wobei eine Hormonsubstitution mit einer Daneweniger als 5
Jahren nicht mit einem Kklinisch erkennbaren Anstieg des Brustkrebsfiverbunden ist
(Birkh&auser, 2002). Der Zusammenhang zwischen Estrogenexposition undufegten von

Mammakarzinomen bei Frauen ist nicht von der Hand zu weisen. Frihe ddenapéte
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Menopause und Adipositas in der Postmenopause (Estrogenproduktion im Fetjgaweében
signifikant das Mammakarzinomrisiko (Colditz, 1998; Jefcoate, 2000; REIE). Die
beidseitige Ovarektomie vor dem 40. Lebensjahr reduziert das Meaarzim@omrisiko um fast
80% (Jefcoate, 2000). Frauen ohne funktionierende Ovarien haben ein &hnliclgeriedri
Mammakarzinomrisiko wie Manner. Unter diesem Aspekt kann auch spékudieten, dass das
Versiegen der ovariellen Estrogenproduktion am Ende der reproduktivere Bhees Frau
(Menopause) einen sinnvollen Mechanismus der Evolution darstellt, durch eléixpibsition
gegenuber endogenen Karzinogenen minimiert wird (Emons, 2002). Die hokg&viE#ievon
Antiestrogenen wie Tamoxifen bzw. estrogenablativen Verfahren ¢ieanie, GnRH-Analga,
Aromatasehemmer) in der adjuvanten und palliativen Therapie und insbesaondeler
Pravention kontralateraler Mammakarzinome ist durch zahlreiche Rtonspandomisierte
Studien belegt (ATAC, 2002; Santen, 2002). Dieser protektive Effekt \awdél die
estrogenrezeptorvermittelte Proliferationshemmung des Tamoxaeriskgefihrt. Es konnte
aber auch gezeigt werden, dass Tamoxifen eine Chinonreduktasdiestimnd damit die
Bildung von genotoxischen Estrogenmetaboliten reduziert (Liehr, 2001). Denlbaauch der
praventive Einsatz von Aromatasehemmern, der die Entstehung vagdf&n und seiner
genotoxischen Metabolite insbesondere auch direkt im MammagewebadesthiEs konnte
spekuliert werden, dass die noch hohere Effektivitait der Aromatasedre darauf
zuruckzufuhren ist, dass sie die Estrogenproduktion komplett unterbinden undcsoewaii die
mitogenen als auch die mutagenen Effekte dieses Steroids verhindern (Santen, BOERNcEc
ware zu prufen, ob Estrogen-wirksame Substanzen synthetisiertirodier Natur gefunden
werden, die nicht in genotoxische Metaboliten umgewandelt werden kdrwmlehe Substanzen
kénnten dann mit geringerem Risiko fir die Estrogensubstitution eizgeserden (Emons,
2002).

1.2.2 Risikofaktor Rauchen und Brustkrebs

In den meisten epidemiologischen Studien konnte kein Zusammenham@enwiBabakkonsum
und Brustkrebsinzidenz gezeigt werden. In Schweden liel3 sich zwid&6® und 1994 parallel
zum Anstieg von Lungenkrebs in der weiblichen Bevdlkerung auch eiserd Zunahme an

Brustkrebs, besonders bei pramenopausalen Frauen nachweisen (Md@jezaost, 1999). Die
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karzinogene Wirkung des Rauchens wird primér von den Effekten dena@schen
Kohlenwasserstoffe im Tabak und genetischen Polymorphismen in deetyltransferase-2
erklart (Krajinovic et al., 2001; Welp et al., 1998). In einigen Studiear¢hk et al., 2000; Lash
et Aschengrau, 1999) konnte ein Zusammenhang zwischen Rauchen und Brumstkgebtellt
werden, wobei in anderen Untersuchungen Rauchen als praventiver Faktotegewede
(Gammon et al.,, 1998; Ghadirian et al., 1998). Diese Risikoreduktion wurtesiner
antiostrogenen Wirkung des Rauchens erklart, obwohl Rauchen mit erh6htématehufzon
hormonrezeptor-negativen Tumoren assoziert ist, und somit als ungiiridtgmosefaktor zu

werten ist (Manjer et al., 2001).

1.3 Kanzerogenese des Mammakarzinoms

Die Atiologie des Mammakarzinoms ist auch heute noch weitgehend umbekaus
molekularbiologischer Sicht tragen genetische Veréanderungen reateRung von Brustkrebs
bei. Er manifestiert sich wahrend eines Lebens entweder spdéradisomatischen Zellen (90%)
oder liegt bereits genetisch in der Keimbahn vor. In beiden Fademtiert unkontrolliertes
Zellwachstum, verursacht durch einen defekten Zellzyklus, der ke@rogrammierten Zelltod
(Apoptose) mehr erlaubt (Wu, 1996). Auch Emerit (1994) geht davon aus, dd&sgian von
Brustkrebs eine Konsequenz von kumulativen Gendefekten ist, die genetische&fungen
verursachen, die zur Aktivierung von Proto-Onkogenen und Deaktivierung von Soppeess
fuhren. Diesen folgt die unkontrollierte Zellproliferation und/oder derralnte programmierte
Zelltod oder Apoptose. Auch die Rolle der ROS (reaktive oxygen spesied mit der
Krebsatiologie in Verbindung gebracht, da sie mitose-auslésend sindammdl zur Tumor-
Promotion fahig sind (Emerit, 1994). Die Entstehung maligner TumoredAwerfinach dem
Mehrstufenkonzept der Kanzerogenese® in drei Phasen (Shields und, H8é1). Das Modell
beschreibt den schrittweisen Prozess der Transformation soma#stiea. Zunéchst erfolgt die
Tumorinitiation, indem kanzerogene Substanzen dosisabhangig durch direkteeMWekbag
mit zellularer DNA einen genetischen Schaden setzen. Soldirger Schaden nicht auf die
Tochterzellen Ubertragen ist, besteht die Mdglichkeit der Repadairch zellulare Enzyme.
Transformierte Zellen kdnnen sich quasi unendlich oft teilen und rdaméahre Vermehrung
nicht ein, wenn sie auf benachbarte Zellen stof3en, wahrend nozelide einer ,Kontakt-
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Inhibiton* unterworfen sind. In der Phase der Tumorpromotion erfolgPdbéferation der
initiierten Zellen und Bildung von Tumorzellen mit Kernatypie und Kernpolgphismus, d.h.
die Realisation der molekularen Verédnderungen. Das Zusammenwirkesthiedener
Karzinogene (Synkarzinogenese), die Einwirkung von Kokarzinogenenr umdpezifischen
Faktoren kann diesen Prozess beschleunigen. Letztere werden dahBunarpromotoren
bezeichnet. In der dritten Phase erfolgt die klinische Manifestates Tumors. Es liegt eine
praneoplastische Lasion vor. Die Konversion zum malignen Tumor erfovdédre genetische
Veranderungen wie die Aktivierung von Protoonkogenen oder die Inaktivienorg
Tumorsuppressorgenen.

Schliel3lich erlangt der Tumor die Fahigkeit zur Metastasiennty zu invasivem Wachstum,
was als Tumorprogression bezeichnet wird (Riede et al., 1995).

Im Rahmen der Erforschung von Gen-Umwelt-Interaktionen gewinnt daekoare
Epidemiologie zunehmend an Bedeutung. Gene, die fur die Genese von kiegetlsergen von
Bedeutung sind, konnen prinzipiell in zwei Gruppen unterteilt werden. deitergibt es
klassische Krebsgene, die per se mit einem sehr hohen Krebsristkexs sind. Das mutierte
Gen wird innerhalb einer Familie weitergegeben. Etwa 5 % destBmoren folgen einem
Mendel‘'schen Erbgang, bei dem autosomal dominant vererbte Keimbtdtiumen im BRCAL1-
Gen fur die Tumorentstehung verantwortlich sind. Hier kommt es muilida gehauften
Mammakarzinomen und die betroffenen Patientinnen fallen durch enggerbiagnosealter auf
(Holland et al., 1997). Erbfaktoren werden in einem Viertel der Breistkélle beobachtet
(Liechtenstein et al., 2000). Jedoch werden Keimbahnmutationen in so g@gnahtigh-
Penetrance” Suskeptibilititsgenen wie BRCAL1 und BRCA2 nur fur 886 Brustkrebsfalle
verantwortlich gemacht (Easton et al., 1993, Oesterreich et al., 1999).

Auf der anderen Seite gibt es die Gruppe der ,Suszeptibitatsghadyeim Menschen vor allem
durch die Gene des fremdstoffmetabolisierenden Enzymsystenngsespert werden. Im
Vergleich zu den klassischen Krebsgenen beeinflussen sie daserda¢bsrisiko weitaus
weniger, sind aber aufgrund der Haufigkeit der mutierten Allele vodey Bedeutung (Caporsa
und Goldstein, 1995). Mit groRRer Wahrscheinlichkeit spielen dabei zumingkistden
Hormonrezeptor-positiven Frauen auch hormonelle Faktoren und endo- sawvakrine
Wachstumsfaktoren eine wachstumsfordernde Rolle (Eppenberger et9ar). Auf die
estrogeninduzierte Tumorentwicklung wird im Kapitel 4.2 ,Bedeutung Risikofaktoren
Estrogene und HRT und CYP2E1 G-71T* eingegangen.
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1.3.1 Onkogene und Tumorsuppressorgene

Onkogene liegen unter physiologischen Bedingungen in nicht transftemigellen als Proto-
Onkogene oder c-Onkogene vor. lhre Genprodukte haben unterschiedliche Funktioaahe etw
von Wachstumsfaktoren, G-Proteinen oder Tyrosin-Kinasen. Mutationen io-®&nébgenen
sind dominant, so dass die Alteration eines Allels fur die Aktivigrzmim Onkogen ausreicht.
Dadurch kann es durch eine Uberexpression von Onkoproteinen zu unkontrollietiesthes-
und Proliferationsvorgangen kommen. Die auch als Anti-Onkogene bezerthnete
Tumorsuppressoren inhibieren solche Proliferation, indem sie beispisé den Zellzyklus-
Prozess verzégern (Macdonald und Ford, 1997). Mit der Methode der isdreat
Zellhybridisierung erkannte man bereits 1969, dass die Tumorgenai#gner Zellen durch
Chromosomen aus nicht-neoplastischen Zellen unterdrickt werden kanrurbeestippressoren
waren aber noch nicht identifiziert (Harris et al., 1969). Ein prom@seBeispiel ist das Rb-
Protein, ein Transkriptionsfaktor, der die Expression von Genen fur DépAikationsvorgange
negativ reguliert. Der Ausfall (, loss of Funktion“) des Rb-Pmgebeginstigt demnach eine
unregulierte DNA-Replikation. Das Protein ﬁ‘ﬁ%‘ ist ein Inhibitor von zyklinabhangigen
Protein-Kinasen. Ein weiterer wichtiger Vertreter ist dastdtn p53, das nach Schadigung des
Genoms in Aktion tritt und als Transkriptionsfaktor u.a. das Gen einbgitbrs fir
cyclinabhéngige Kinasen aktiviert. Dieses Tumorsuppressorgen wLed® von zwei
unabhangigen Forschungsgruppen beschrieben (Lane und Crawford, 1979;ubithdezvine,
1979). Der Name entstand aufgrund des Molekulargewichts von 53 kD. Enlaly (1989)
konnten zeigen, dass das p53 Wildtypgen in der Lage ist, als Tumorsgpgesszu agieren: In
der Zellkultur war es moglich, die Proliferation von transformreellen zu blockieren sowie
den malignen Phanotyp der Zellen umzukehren. So wird eine malignduBgtaron Zellen
verhindert. P53 Ubernimmt eine Schlisselfunktion in der schadensinduZratgration der
Zellproliferation (Checkpoint Control). Normalerweise hat es dineze Halbwertszeit des
Uberlebens ( je nach Zelltyp zwischen 20 Minuten und 2 Stunden) DRewdGiafir ist eine
Wechselwirkung mit dem Protein Mdm2, das den Abbau von p53 Uber den Uiegt
einleitet. In Zellen mit beschadigter DNA Ubertragen DNA-B#er ATM- und Checkpoint-
Kinasen Phosphat-Gruppen auf p53: es verliert den Kontakt mit Mdm2 unehermigm
Abbauweg. Jedenfalls steigt unter diesen Bedingungen die Menge an @&3 Zellkernen um

ein Vielfaches an. Das Protein wirkt als Transkriptionsfaktor dteiart einige Dutzend Gene.
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Darunter ist das Gen fiir das Protein P21 das verschiedene cyclinabhangige Proteinkinasen
hemmt und den Zellzyklus in der G1-Phase anhélt. Auflerdem bindeainesden
Prozessivitatsfaktor PCNA und unterbricht dadurch eine laufende R&pikation. Die Zelle
erhalt eine Ruhephase, die sie fur die Reparatur von DNA-Schadeenrikann. Reicht die
Kapazitat des Reparaturmechanismus nicht, I16st p53 einen Mechanissnderazum Absterben
der Zelle fuhrt (Apoptose), so dass der Organismus vor den AuswirkungeBevmmschaden
geschutzt wird. (Knippers, 2001). Wie wichtig das ist zeigt sicmnwmeas Gen p53 durch
Mutation verandert ist (TP53). Mutationen des p53 Gens und die konsekutive Akkamdizs
mutierten p53-Proteins fihren zum Funktionsverlust und damit zu einer erhéhten
Transduktionswahrscheinlichkeit fur die betroffene Zelle, unabhangig daom®s sich um
somatische oder Keimbahnmutationen handelt (Friedrichs, 1994). Malkin(#9@0) gelang der
Beweis, dass ein seltenes familiares Krebssyndrom in fdin aFallen durch
Keimbahnmutationen des p53 Gens der Familienmitglieder begrindeEimsge hundert
Familien auf der ganzen Welt sind von dieser raren genetischeamkukig betroffen, die als Li-
Fraumeni-Syndrom (LFS) Eingang in die Literatur fand. Es harsleft um ein dominant
vererbtes familiares Krebssyndrom, das fir die betroffenen lieamitglieder mit einem
dramatisch erhdhten Risiko (in etwa 25% Mammakarzinome, aber aukbn®, Leukamien
oder Hirntumore) an Krebs zu erkranken einhergeht. Relativ oft dminisich diese Tumoren
vor dem 30. Lebensjahr und treten bei einigen Patienten metachron agériinen eines
mutanten p53 Gens sind somit sicher als Hoch-Risiko-Kandidatinnen f&ndscklung eines
Mammakarzinoms aufzufassen. Es handelt sich bei dieser Pagjengpe nattrlich um ein sehr
kleines Kollektiv, aber auch sporadische Mammakarzinome konnten durch dest\der p53-
Funktion begunstigt werden (Friedrichs, 1994). Ein Funktionsverlust von Tumagsapenen
erfolgt in der Regel erst, nachdem beide Allele von Mutationenoffext sind; sie sind rezessiv
wirksam. Die ,Zwei-Schritt-Hypothese der Inaktivierung” besagt, dassrbiiteen Tumoren die
erste Mutation in der Keimbahn stattfindet, so dass alle ZellerOdganismus davon betroffen
sind. Die zweite Mutation auf somatischer Ebene fuhrt zum LOBs (bf heterozygosity) und
damit zum Funktionsausfall des betroffenen Gens. Bei sporadischreardiu erfolgen beide
Inaktivierungsschritte aus somatischer Ebene. Der Zeitramisclzen beiden Mutationen kann

sehr grol3 sein (Knudsen, 1971).
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1.3.2 Formale Pathogenese und pathohistologische Klassifikation des Maaimarzinoms

Beim Mammakarzinom handelt es sich grundsatzlich um einen maligiel@alenTumor des
Brustdrisenparenchyms. Die Brustdrise der Frau besteht ausnlBpjpeden und einem
Gangsystem. Das terminale Gangsegment mit dem L&ppcheichmteman als terminale
duktulo-lobulare Einheit (TDLE), welche ein Kompartiment starkgterliferativer Aktivitat
darstellt und der Ausgangsort der Uberwiegenden Zahl der Karzinor(@assler, 1997). Die
Entstehung eines Karzinoms in den grol3en Ausfiihrungsgangen ist cresgieise selten
(Bocker et al., 2001). Die Begriffe duktales und lobulares Karzinoreidiazeten einst getrennte
anatomische Ursprungsorte (Ductus bzw. Lobulus); diese Begstismung ist inzwischen als
nicht mehr zeitgemal3 aufzufassen (Lagios, 2000). In vielen, wenn ogdrtia allen Fallen, halt
sich das Mammakarzinom zunachst noch an die naturlichen Grenzenldegavige oder der
Lappchen. Diese Phase wird als prainvasive Phase des MammakeZCarcinoma in situ,
nicht invasive Karzinome) bezeichnet (Bocker et al., 2001). Diese mehsiven Karzinome
werden vom gefal3fihrenden Fett- und Bindegewebe durch eine intaktm&adahn (fakultativ
durch Myoepithelzellen) abgegrenzt, wobei ihr Anteil zwischen 5-3086 llammakarzinome
liegt. Nach der derzeitig gultigen histologischen Klassiittatder WHO werden sowohl das
duktale Carcinoma in situ (DCIS, 95%) als auch das lobuléare Caraimositu (LCIS, 5%) zu
den nicht invasiven Karzinomen gerechnet (WHO, 1981). Beide unterschabdeber in ihrer
allerdings im Vergleich zum duktalen Carcinoma in situ gunstiger(Bassler, 1997). Im
Gegensatz zum LCIS stellt das DCIS keine Prékanzerose, sogilemalignes, intraduktales
(nicht invasives) Karzinom, also das friihste Stadium dieser Erkrantangdas potentiell
rezidivieren und invasiv transformieren kann (Bastert und Costa 199€)Eigenart dieser
Karzinome, sich langsam in dem praformierten Gangsystem dennmd auszubreiten, fihrt
haufig zu einer Unterschatzung klinischer und mammographischer Symptacte bioptisch
gesichertem intraduktalen Karzinom entstehen invasive Karzinowwe i30% der Félle (Fryberg
und Blank, 1994). Intraduktale Karzinome sind prognostisch gunstige Tumoreterias die
Uberlebensrate 94-96% betragt (Bassler, 1998). Invasive Mammakaezismm infiltrativ
wachsende, maligne, eptheliale Tumoren, die ihren Ausgangspunkt votu-Kaeszinomen
nehmen. Die Typisierung von invasiven Karzinomen hat nachgewiesenerpragenstischen
Wert (Sloane et al., 1997). Nach dem histologischen Aufbau lasder©@¥ der invasiven
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Karzinome unterschiedlichen Wachstumsmustern zuordnen. Die derzéagfe ghiistologische
Klassifikation invasiver Mammakarzinome (Rosen und Oberman, 1993), weldeeTabelle 1
abgebildet ist, stellt eine modifizierte Version der WHO-Kifdsstion aus dem Jahre 1981 dar
(WHO, 1981), die eine grundsétzliche Unterscheidung der Mammakarziaeotsprechend ihrer
biologischen Verhaltensweise in invasive und nicht invasive Karzngorsieht. Innerhalb
dieser beiden Gruppen unterscheidet man weiter entsprechend dmyepatischen Topic in
duktale und lobuldre Mammakarzinome sowie nach dem Differenzierungsgrad.

Grundlage dieser Klassifikation ist der histologische Phéanotyp desors, wobei
pathogenetische Beziehungen keine Berlcksichtung finden. Bei der histhéag Typisierung
ist im Falle einer Ausbildung mehrerer Tumorkomponenten diejenigdemnitpradominierenden
Anteil in den Vordergrund zu stellen. Gegebenenfalls ist es auchicmoglie wichtigsten
Komponenten gleichwertig in die Diagnose einzubeziehen. Letztendlsth beim

Mammakarzinom ein gleichférmiger, isolierter Tumortyp eher die Ausnahme
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Tab.1: Modifizierte Klassifikation nicht invasiver und invasiver Mammakarzinome

Invasivitat Histologischer Phanotyp
Duktales Carcinoma in situ (intraduktales Karzinom)
Nicht invasiv | Duktales Carcinoma in situ mit Paget-Erkrankung der Mamille
Lobuléares Carcinoma in situ
Invasives duktales Karzinom
Invasiv Invasives duktales Karzinom mit Paget-Erkrankung der Mamille

Invasives duktales Karzinom mit pradomonierender intaduktaler Kompg

Invasives lobulares Karzinom

Muzindses Karzinom

Medullares Karzinom

Papillares Karzinom

Tubulares Karzinom

Adenoid-zystisches Karzinom

Sekretorisches (juveniles) Karzinom

Apokrines Karzinom

Karzinom mit Metaplasie

Karzinom mit osteoklastischen Riesenzellen

Zystisch-hypersekretorisches Karzinom mit Invasion

Karzinom mit endokriner Differenzierung

Glykogenreiches Karzinom

Lipidreiches (lipidbildenes) Karzinom

Invasives kribiformes Karzinom

nente
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1.3.3 Wachstum und Metastasierung

Vereinfacht lasst sich die Aggressivitat eines Tumors und dhenRrognose der Tumorpatientin
auf zwei zentrale Eigenschaften der malignen Tumorzell&cheen derAbbildung 1 néaher

charakterisiert werden, zurtickfihren (Engers und Gabbert, 1998; Janicke, 1998).

- Wachstum: - Differenzierungsblockade und unkontrollierte
Expansion des Stammzellkompartiments
- abnorme Proliferation
- Dysregulation der Aptostose

- Metastasierung:

- Dissoziation

- Invasion

- Intravasation

- Dissemination (hdmatogen und lymphogen)
- Verharren (Arrest)

- Extravasation

- Invasion

l i l

Metastasierung Zelltod Ruhezustara» Spatmetastasen

Abb.1: Die Eigenschaften maligner Tumorzellen

Von der Initiation der Karzinogenese bis zum Tod des Tumortragech ddetastasierung
beansprucht das Mammakarzinom einen Zeitraum von 25-30 Jahren (Oeser, 4880nhimmt
die klinisch apperente Phase etwa ein Drittel dieser Zeidsmmit einer Tumorgrof3e von 1 cm

als diagnostischem Grenzwert beginnt. Bei einer Tumorverdoppluhgerel00 Tagen bendtigt
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der Tumor zehn Jahre bis zu einem Durchmesser von 1 cm mit’cBurb@rzellen. Aber nicht
nur dieser lange Verlauf erklart, warum Metastasen haufigspéstentstehen, gelegentlich nach
10-20 Jahren nachweisbar sind. Viele metastatisch Uber den Organdisagsninierte
Tumorzellen verharren zunachst in einem als Tumor-Dormancy bee@ochRuhezustand. Das
Ende eines solchen Zustandes aufert sich klinisch am eindrucksvollstem Auftreten von
Spatmetastasen und beruht wahrscheinlich darauf, dass tumoreigene tuWwachsind
Angiogenesefaktoren das Ubergewicht iiber solche Faktoren gewinneBRrotiferation und
Angiogenese hemmen (Pantel et al., 1993). Grundsatzlich gilt, daddddirzahl der in die
Peripherie gelangten Tumorzellen vor Ort verschwinden oder in eind@nden Zustand
verbleiben bzw. nur ein Bruchteil der disseminierten Tumorzellendhekeit zur Entwicklung
einer Metastase besitzt (Orr et al., 1993). Beim MammakarziaBtrsich die lymphogene von

der hdmatogenen Metastasierung unterscheiden.

1.3.4 Prognose

Die echte Heilungsrate des Mammakarzinoms liegt weltweiteitebei 35-40%, wobei eine
Spontanheilung noch nie beobachtet worden ist. Das Mammakarzinom3t60% im oberen,
seitlichen Quadranten, zu 12-18% im oberen, inneren Quadranten sowieramildazentrum
und zu 5-10% in den unteren Quadranten lokalisiert. Zentral gelegesehv@dilste zeigen die
ungunstigste Prognose. Besonders bemerkenswert ist die haufigafoldlitat und
Multizentrizitdt des Mammakarzinoms (Schmidt-Matthiesen let 2000). Die Haufigkeit
metastasierender Mammakarzinome (Neuerkrankungen) in der Bepdlelk Deutschland wird
aktuell mit 18.000-20.000 Fallen pro Jahr angegeben; fir Mammakarzinompagantn
diesem Erkrankungsstadium bestehen trotz modernster Therapienmethisdeum heutigen
Zeitpunkt keine Heilungsmoglichkeiten (Hepp et al.,1999). In einem Zeitkaumb-20 Jahren
nach operativer Behandlung erfahren noch ungefahr 40-50% der PatientinenRekalive
und/oder Fernmetastasen ohne erneuten Priméarherd (Seebed 29%).,Vetter (2001) betonte
diesbezuglich die Notwendigkeit einer besseren Brustkrebs-Prvettirch das Wissen um
individuelle Risikofaktoren und dem Meiden karzinogener Noxen. Grundsatazétiachtet,
scheint die Prognose auf einer dynamischen Interaktion zwischemasatier Ausdehnung des

Karzinoms zum Zeitpunkt der Diagnose einschlie3lich stattgehahteprvketastasierung und
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dem Wachstumspotential (Agressivitdt oder Virulenz) einerseitsl dem Grad der
Immunkompetenz des Wirtes (,Host-defense“-Mechanismus) andesseiie dem Zeitpunkt
des Therapiebeginns zu basieren (Leis, 1987). Auch nach Seebefl@9%).{&ngt die Prognose
eng mit der GroRe des Primartumors und dem Lymphknotenstatus zusamen@nodhose der
Tumorerkrankung ist ebenfalls eng mit der zur Verfiigung stehemberapie im Sinne von
Wirksamkeit (auch in Bezug auf die Lebensqualitat der Frauemizifad und den Kosten
verkntpft (Gasparini, 1998). Die zunehmende Inzidenz bei weitgehend gl&lchneditatsrate

des Mammakarzinoms sind dabei Ausdruck einer verbesserten gseihamce. Letztendlich
weist Obrecht (1995) auf die Tumorzelllast (,tumor load”) und dieidREa®w gegenuber

tumorhemmenden Substanzen als die wichtigsten Determinanten der Prognose hin.

1.4 Fremdstoffmetabolismus

Zunehmend tritt die individuelle Suzeptibilitdit des Menschen gegeniit@ganischen Stoffen,
insbesondere Schadstoffen am Arbeitsplatz und in der Umwelt, b&ntistehung chronischer
Erkrankungen in den Vordergrund des toxikologischen Interesses (Zbinden, 1@93rHaden
und Folgen fir den menschlichen Organismus, die durch kanzerogene Substmrsacht
werden , hangen von individuellen Faktoren ab, die als Suskeptibiktéisfa bezeichnet
werden und eine unterschiedliche Enzymausstattung des fremdstoffnsstatotien Systems
und des DNA-Reparaturmechanismus bedeuten. Aufgenommene Fremdstofiegameziner
schrittweisen Biotransformation, in deren Verlauf Metaboliteteh&s kdnnen, die ein groReres
oder geringeres toxisches oder kanzerogenes Potential alsudgamgssubstanz haben. Die
biologisch aktive Dosis dieser Metabolite ist abhangig von der osigen aufgenommener
Fremdstoffe und von der Stoffwechselleistung fremdstoffmetaba@isier Enzyme (FME). Eine
Ursache der individuell unterschiedlichen Stoffwechslleistungen bestetdr Variabilitat der
Gene, die diese Enzyme kodieren. Die Enzyme des Fremdstoffmatalmhgerden mit ihren
polymorphen Varianten zu den angeborenen Suszeptibilitatsfaktoreritgsiiithtionen, die mit
einer Haufigkeit von mindestens 1% in der Bevolkerung in einem GeairfiUfFME auftreten,
werden als Polymorphisnmen bezeichnet (Bolt, 1994). Unterschiede amemBasenpaaren
bezeichnet man als Single-Nucleotid-Polymorphismus oder SNP (,sEipiye Millionen SNPs

sind inzwischen identifiziert und teilweise kartiert worden (wwslimlm.nih.gov/SNP)Die
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Haufigkeit der einzelnen Varianten kann in verschiedenen Bevolkemnupgssm sehr
unterschiedlich sein. Fur den Beitrag der polymorphen FME (PFMIE)dee Entstehung
chronischer Erkrankungen in der Bevolkerung sind das relative Risiko, il@&m Vorliegen
einer Interaktion von Fremdstoffbelastung und genetischem Polymorphissoseat ist, und

die Haufigkeit dieser Kombination in der Bevolkerung ausschlaggebead.k@nplexen
Erkrankungen, die durch exogene Risikofaktoren mitverursacht werden, sind
Risikoeingrenzungen Uber eine Senkung der Fremdstoffbelastung in gienept
Personengruppen moglich. Nur wenige Studien haben bisher die Wechselwidtu@enotyp

und Exposition genauer untersucht (,gene-environment interaction®),r(€hial., 1999). Das
derzeitige Grundkonzept ist Abbildung 2 schematisch wiedergegeben.

URSACHE EINFLUSSFAKTOR WIRKUNG
EXPOSITION DISPOSITION EFFEKT
Berufstatigkeit/ Genetischer
Tatigskeitsprofi Enzympolymorphismus
I (Genotyp/Phanotyp)
|
Biologische Berufliche

e chemische
Aktivierung/ P Krebs-

Kanzero-gen(e) am o Kanzero-
Arbeitsplatz Inaktivierung genese erkrankun

Eﬁ?\f,gfgene In der Enzym'modulation
(Lebensgewohnheiten (Induktion/ Inhibierung)

Abb.2: Grundkonzept der Interaktion von Exposition, genetisch determimerten
Polymorphismen der FME und toxischen Effekten (schematischiThier et al., 1999)

Das fremdstoffmetabolisierende Enzymsystem bildet eine groRep&rupn Uberwiegend
membranstandigen Enzymen, die neben Fremdstoffen ( Arbeitsstoffejeltdtmemikalien,
Arzneistoffe) auch endogene Substrate (Fettsauren, Hormone, #udbnl; aktivieren oder
inaktivieren. Charakteristisch fur FME ist die haufig breite 8pégz die auf eine hohe
Redundanz des Systems schlieBen laft (Thier et al.,, 1999). Die gafibilvat der
individuellen Reaktionen auf Medikamente beruht ebenfalls auf Untedshin den Enzymen,
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die Medikamenteumzusetzen und wieder auszuscheiden. Man schéatzt, Hasdsnaée Halfte

der gebréauchlichen Medikamente durch Enzyme aus der Superfamillormoxygenasen der

Cytochrom P450-Gruppe metabolisiert wird, und man weil3, dass die @ediede Klasse von

Enzymen hochpolymorph sind (Knippers, 2001).

Die Enzyme des Fremdstoffmetabolismus haben die Aufgabe, die Aidsey durch

Umwandlung in wasserlgsliche Metabolite zu ermdglichen und damitAdtkemulation von

Fremdstoffen im Kdrper zu verhindern. Hinsichtlich der Funktion werden FMEnzyme der

Phase | und der Phase Il gegliedert. In der ersten Phase filkiarierungs- bzw.

Umwandlungsreaktionen statt, bei denen apolare, lipophile Substanzen iie, pgldrophile

Fremdstofie: Korpereigene Stoffe: ';
Yenobiotika Steroid-Hormone {
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Abb.3 (Koolman, 1998)

Stoffe umgewandelt werden. Dazu werden
funktionelle Gruppen demaskiert oder in das
Substrat eingefiigt. In der zweiten Phase werden
die Metaboliten mit endogenen Molekilen
konjugiert. Daraus resultieren stark hydrophile
Produkte, die leicht vom Korper ausgeschieden
werden konnen (Marquardt et al., 1994).
Interessanterweise konnen einige Xenobiotika
durch Phase I-Reaktionen zu toxischen oder
kanzerogenen Verbindungen aktiviert werden . Die
pathogene Potenz dieser Stoffe hangt somit
entscheidend vom metabolischen Gleichgewicht
zwischen Aktivierung und Entgiftung ab (Kawajiri
et al., 1993). Wichtige
Biotransformationsreaktionen der Phase | sind
hydrolytische Spaltungen, Oxidationsreaktionen,
Reduktionsreaktionen, Methylierungen und
Desulfurierungen, wie sie auch #bbildung 3
dargestellt sind (Koolman, 1998). Abh&ngig vom
Substrat fuhren diese Reaktionen zur Entgiftung
oder Giftung. Ein Beispiel fur typische Enzyme
der Phase | sind Cytochrom P450-abhéngige

Monooxygenasen. Die Phase Il dient primar der
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Entgiftung. Abhangig vom Reaktionstyp und Stoff kdnnen dabei erneut dadtive
Intermediate entstehen, die dann zellulare Makromolekiile irrevessibatligen kénnen (Thier
et al.,, 1999). Wegen der Uberlappenden Substratspezifitaten zwischen gemeikrmer FME
kann man vermuten, dass eine einzelne Variante vom genetischeyp kheist mit einer
gewissen Toleranz abgefangen werden kann. Von besonderem Intesiessedaher
Kombinationen der Varianten von mehreren PFME. Kombinationen solchemiéarisvurden
bisher erst ansatzweise untersucht, da diese mit einer nur geRnéealenz zu erwarten sind
und deshalb im Ansatz einen grol3en Studienumfang erfordern. Fir diehBeder Arbeits- und
Umweltmedizin erscheinen in diesem Zusammenhang in erstervanieen PFME der Phase |
verschiedene Isoformen des Cytochrom P450, von den Enzymen der Pimsbedondere N-

Acetyltransferasen und Gluthiontransferasen wichtg (Bolt, 1994).

1.5 Cytochrom P450-Enzymsystem

Das Cytochrom P450-System, das eine Superfamilie von Isoenzymstellahat eine
besondere Bedeutung im Fremdstoffmetabolismus und in der metabolisattelssn Toxizitat
von Xenobiotika. Zahlreiche Fremdstoffe bedirfainé&chst einer Aktivierung durch dieses
System, um direkt oder durch Folgereaktionen toxisch zu wirken. @sshght in der Regel
durch Einfligen eines Sauerstoffatoms in das Substrat und stellypisehe Phase I-Reaktion
des Metabolismus dar. Diese Tatsache ist insbesondere im Bezug auf deachssf von (Pro-)
Kanzerogenen und zytotoxischen Substanzen von Bedeutung (Gonzalez und,GE)Bd;
Guengerich, 1991). Trotz der generellen Schutzfunktion des P450-Syst@msEbtdernen
fremder chemischer Substanzen, ist seine Aktivitat nicht immeNwtzen. Einige der starksten
Karzinogene entstehen aus harmlosen Substanzen in vivo erst durcmethbolische
Aktivierung durch das P450-System (Berg, 2003). Auch Nelson el %3] bezeichnet die
Cytochrom P450-System als eine der grof3ten und der funktionell vgstatt Superfamilien der
Hamproteine. Dieses System ist phylogenetisch sehr alt. bnfe lder Evolution haben viele
Pflanzen- und Tierspezies ihr eigenes Sortiment an CYP P450 keitwiGonzalez, 1990). Die
P450-Enzyme der Sauger werden von acht Genfamilien codiert. $dé é7450-Proteine in der
Evolution waren wahrscheinlich an Synthese und Abbau von Fettsduren uridedtdreteiligt.
Die Entgiftung von Fremdstoffen durch P450 entwickelte sich ersers(ftryer, 1994). Um die
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Mechanismen zu erklaren, die verantwortlich sind fur die Entstehun4t0-Vielfaltigkeit,
bedient man sich der Theorie der molekularen Triebkraft (Dover unit, THO86; Dover, 1987).
Diese beinhaltet, dass das Genom ein ,intern-angetrieben@fzkktand ist, der aus einer
kontinuierlichen DNA-Verschiebung resultiert. Diese kann unabhangighatiirlicher Selektion
zu einer Gen-Inaktivierung oder der Entstehung neuer oder abwe&hEormen fuhren. Diese
neuen Gene erweitern tberdies die Genfamilie und kénnen (im Fallytdesh@ms P450) dem
Organismus ermdglichen neue Nahrungsquellen zu erobern oder sictormals toxischen
Nischen auszubreiten (Gonzalez und Nebert, 19900 sapiens haben 75 Cytochrom P450,
einschliellich 19 angenommener Pseudogene (Danielson, 2002). Nach ornafeati
Ubereinkunft wurde eirstandardisiertes Nomenklatursystem errichtet, wobei das wstdtig
Kriterium fir die Zuordnung die Sequenzhomologie der Proteine dar@B@hzalez, 1990,
Nebert und Gonzalez, 1987). Wenngleich auch zahlreiche Ausnahmen eaxistiace P450-
Sequenzen, die mehr als 40 % Aminosaure-Ubereinstimmung aufweisien,gleichen Familie
platziert, die mit einer arabischen Zahl benannt wird. Gleichsardem Sequenzenhomolgien,
die mehr als 55% betragen, einer Subfamilie zugeordnet, gekennzeichagtemn Buchstaben.
Die, die 97% identisch sind, reprasentieren die gleichen Allelsgiedenn, es gibt Beweise fir
das Gegenteil (Nebert und Nelson, 1991; Nelson et al., 1993). Die Bennalaudgiochrom
P450 verdankt das Enzym der auffalligen Absorption bei 450 nm (Omura undlS62; 1964),
die aus der trans- Ausrichtung der Zystein-und Kohlenmonoxid-Liganddindgm-assozierten
Hamgruppe resultiert.

Die Oxidationsreaktionen werden Uberwiegend durch Enzyme der CytodP¥50-Superfamilie
katalysiert. Diese werden auch als Monooxygenasen oder miktbhelle Oxygenasen
bezeichnet. P450 ist das letzte Glied der Elektronentransportkettelitochondrien der
Nebennierenrinde und der Lebermikrosomen. lhre Funktion besteht in desxyllyerung, nicht
in der oxidativen Phosphorylierung. NADPH Ubertragt sein energma®iElektron auf ein
Flavoprotein dieser Kette, von dem es zu Adrenodoxin , einem NichtEigenprotein, gelangt.
Adrenodoxin Ubertragt ein Elektron auf die oxidierte Form des Cytoti450. Die reduzierte

Form aktiviert dann Sauerstoff.
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Synthese der Molekule des Lebens
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Abb.4: Cytochrommechanismus
Diese Enzyme binden @ind verwenden ein Sauerstoffatom, um ihre Substrate zu
hvdroxvlieren

Das Cytochrom P450- System ist bei der Entgiftung fremder &udest (xenobiotischer
Verbindungen) wichtig. So erhéht zum Beispiel die Hydroxylierung vométhebital, einem
Barbiturat, dessen Loslichkeit und erleichtert seine Ausscheidinemnsk werden polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe vom P450- System hydroxylietie Einfiihrung von
Hydroxylgruppen schafft die Mdglichkeit zur Konjugation mit stark pmtaStoffen, was die
Loslichkeit des modifizierten aromatischen Molekils betrachtlich stgi§ewyer, 1994). Steroide
und andere lipophile Substanzen (z.B. Eicosanoide, Pharmaka und Xenobiotika) kémmhen dur
Monooxygenasen hydroxyliert werden. Diese Enzymsysteme sind in Id&ge,
Sauerstoffmolekile zu spalten: Ein Sauerstoff-Atom wird auf dastr@tlisertragen, wahrend
das andere zu Wasser reduziert wird. Viele dieser Monooxygenasgm tals prostethische
Gruppe ein Ham, das Cytochrom P450 vom Typ b, dessen zentrales Esemréversibel
oxidiert oder reduziert werden kann (Koolmann, 1994), woraus sich seinedfuitktler oben

beschriebenen Elektronentransportkette ergibt.
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1.6 Cytochrom-P450-2E1

Das CYP2E1l stellt ein wichtiges Schlusselenzym im oxidati&aoffwechsel vieler
Xenobiotika dar und ist so an der Oxidation der Alkene, der halogenierte
Kohlenwasserstoffverbindungen, von Lésemitteln und industriellen GrundcHemika
beteiligt (Thier et al., 1999).

CYP2E1 katalysiert die Umsetzung der Prakanzerogene Benzwl/cklorid, Chloroform
und von Nitrosaminen zu sehr aktiven Intermediaten. Wichtige Subsira@450-2E1 sind
neben den Prakanzerogenen auch Arzneistoffe, wie Paracetammiza®Bakzon und einige
Inhalationsanastehtika ( Lipp und Schuler, 1995).

CYP2EL ist in der Lage, neben Oxidationsreaktionen auch Reduktionsneskinit einer
Vielzahl von Substraten zu katalysieren ( Lieber, 1997).

Die aktive Stelle des Enzyms ist so strukturiert, dass sieesosidere kleine Molekile
aufnehmen kann. Hydrophobe Stoffe mit niedriegem Molekulargewichtiaimer besonders
gute Substrate fur das Enzym. Einige Stoffe, die von CYP2E1 metbaelgrden, erfahren
durch das Enzym eine Umwandlung zu Kanzerogenen. Das Cytochrom-P-450taldidw
also die Aktivierung verschiedener Karzinoge der Umwelt. Di€sezeld wird durch eine
Alkoholinduktion des Isoenzyms verstarkt und spielt so eine wichtigee Ruoit die
Hepatokarzinogenese (Ladero et al., 1996). Dabei ist allerdings achtbe, dass im
Gegensatz zum chronischen Alkoholabusus eine akut hohe Ethanolaufnahme zu einer
Hemmung dieses Isoenzyms fuhrt (Lieber, 1986). Das Tuberkulostatikommazid kann
ebenfalls CYP2EL induzieren (Lipp und Schuler, 1995). Als Inhibitoren sinéluasnakon
Disulfiram und Diethyl-Dithiocarbamate bekannt (Danielson, 2002). §aelesen wurde das
Vorkommen des Isoenzyms CYP2E1 auf3er in der Leber auch in vieleremr@eweben
bzw. Organen eingeschlossen die Lunge und das Gehirn (Raunio et al., Ih98&sem
Zusammenhang ist interessant, dass in den Leukozyten von Diabetkex erhohte
Expression des P450-2E1-Gens nachgewiesen werden konnte (Gonzalez, 1@92). D
Expression des CYP2E1 im Brustgewebe ist nur in wenigen Studiersuctterworden.
CYP2E1 mRNA konnte sowohl in Brusttumoren als auch im gesunden Brustgesiedléen
von verschiedenen Individuen (Hellmold et al., 1998) und aus zusammengehérevtaksm P
(Iscan et al., 2001), nachgewiesen werden. In letzterer Studie vkaeide qualitativer
Unterschied in der Expression des CYP2E1 auf der mRNA-Ebenehenigrusttumoren und
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umliegenden tumorfreien, normalem Gewebe gefunden (Iscan et al., 2004)n&uere
Studie, welche mittels Immunhistologie, die Expression des CYP2E1l 2
zusammengehotrenden Tumor-Kontroll-Proben von Frauen mit infiltrativen enktal
Mammakarzinom, untersucht hat, zeigt ebenfalls eine Expression CH2E1 in
Brusttumorgewebe und normalem Brustgewebe mit zunehmender Expression i
Tumorgewebe (Kapucuoglu et al., 2003). Der mdogliche Effekt diedeznBimis auf die
Pathogenese des Mammakarzinoms bleibt zu untersuchen.

Das fur CYP2E1 kodierende Gen befindet sich auf dem humanen ChromogbtoBritle et
al., 1987) und enthalt neun Exons (Umeno et al.,1988). Es ist bis jetzbetm@ehtliche
Anzahl an RFLP bzw. Basensubstitutionen, die zu Polymorphismen fuimrdem Gen
bekannt. Die am besten untersuchten genetischen PolymorphismenR281C¥nd die Pstl-
und Rsal-Polymorphismen in der 5-Region und der Dral-Polymorphismustion 16 des
CYP2E1-Gens. Dies sind auch die Polymorphismen mit den starksteveisen auf eine
Veréanderung des Stoffwechsels von Kanzerogenen und auf eine Verandiesuiggbsrisikos
(Schulz und Hallier, 1999). Fur Pstl und Rsal ist eine genetisoppling obligat, so dass
man auch von Pstl/Rsal-Polymorphismus spricht. Die Dral-Mutaticimeist bei allen
Individuen vorzukommen, die auch Pstl/Rsal-positiv sind. Das umgekelifted&gegen
nicht zu (Hildesheim et al., 1995).

Alle drei Polymorphismen unterliegen einer erheblichen interethniscVienabilitat,
insbesondere zu den asiatischen Populationen (Stephens, 1994). Diese ist@ethni
Differenzen in der Haufigkeit werden Trabelle 2 dargestellt. Pstl und Rsal kommen haufiger
bei Japanern und Chinesen vor als bei Kaukasiern oder Afrikanern éKatg 1992). Der
Dral-Polymorphismus tritt h&ufiger bei Taiwanesen auf als baiof&ern oder Afro-
Amerikanern (Stephans et al., 1994). Die Untersuchungen der enzymatidahatat der
polymorphen Allele des CYP2E1 sind wivo vor allem durch die Tatsache erschwert, dass
diese Polymorphismen insbesondere bei Kaukasiern, bei denen dieenm@&gidien
durchgefuhrt werden, selten sind.

Fur den Pstl/Rsal-Polymorphismus wird das Allel des Referenagen@iVildtyp) mit c1 und
das mutierte Allel als c2 bezeichnet. Die Allele treten homgozyReferenzgenotyp: cl/cl,
Mutant: c2/c2) und heterozygot (Mutant: cl/c2) auf. Fir das mutisited c2 ist die
Transkriptionsaktivitat (NRNA-Expression) hoher als fur den Refgematyp cl (Ladero et
al., 1996).
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Der Dral-Polymorphismus lasst eine Unterteilung in den homozydreésrenzgenotyp (DD)
und homozygoten Mutationsgenotypen (CC) sowie den heterozygoten Mutatiogpganot
(CD) zu.

Tab.2: Haufigkeiten der Genotypen (in %) des Pstl/Rsal- ud Dral- Polymorphismus
des CYP2EL1 in unterschiedlichen ethnischen Gruppen mdtiert nach Stephens et al.,
1994

Pstl/Rsal Dral
cl/cl cl/c2 c2/c2 DD CD CC
Afro-
Amerikaner 98,0 2,0 0,0 84,0 16,0 1,0
Europa-
Amerikaner 92,0 7,0 1,0 80,0 19,0 1,0
Taiwanesen 56,0 32,0 12,0 55,0 43,0 3,0

Vor kurzem wurden neue Polymorphismen des CYP2E1 entdeckt, unterrardsran dieser
Arbeit untersuchte G-71T Polymorphismus in Exonl, welcher in Bezielmmgeiner
erhohten Aktivitdt des CYP2E1 Enzyms in HepG2 Zellen steht (Fandnret al., 1998). Der
Polymorphismus CYP2E1 G-71T, welcher von Hu et al.,, 1997 entdeckt wurdssbemw
Kombination mit dem von Fairbrother et al., 1998 identifizierten Polymsnpis CYP2E1 -
333T>A eine hohere in vitro Aktivitat auf als der Referenzgenotypdfyy). Unterstitzend
dazu weist die in vitro Studie von Fairbrother et al., 1998 auf einenmfieahang des
CYP2E1 G-71T mit erhodhter transkriptioneller Aktivitdt hin, und Bevdlkesshglien, bei
denen die Frequenz fur dieses Allel bei Kaukasiern héher war atsearfdiher bekannter
CYP2EL1 Allelvarianten, welche mit veranderter Aktivitat assvzi@aren. Weil diese Studie
als einzige den CYP2E1 G-71T Polymorphismus erwdhnt, muld seine Bedeufghgher

metabolischer Konsequenzen noch naher untersucht werden. Die Moglidakei G-71T fur



35

die Entstehung von einigen Krebsarten und alkoholbedingten Lebererkrankuleyamtrest
sollte weiter verfolgt werden, aber die relativ geringe lkkbguenz und kleinen funktionellen
Effekte lassen darauf schlieBen, dass es unwahrscheinlich ist, bedeutender

Suszeptibilitatsfaktor zu sein (Fairbrother et al., 1998).

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Eine der groRRten Herausforderungen der heutigen Medizin, insbesonderimtataktion
zwischen Molekulargenetik und Epidemiologie, ist der Kampf gegen KrBesonderes
Augenmerk gilt dabei dem Auffinden unbekannter Ursachen und die detailKlarung der
Pathomechanismen. Das konnten wichtige Vorraussetzungen flur die Entgicklkeuner
Therapiewege und die Einfiuhrung wirksamer praventiver MalBnahmen seiandeGeie
Pravention gewinnt aufgrund der schlechten Prognose vieler Karzinoralerzand an Relevanz.
Das Erarbeiten und Etablieren von einfachen Screening-Methodedeniifikation physischer
Risikofaktoren, sogenannter Biomarker, wirde eine individuelle Einschatzdeg
Krebsanfalligkeit erlauben und konnte als Grundlage fir eine asgfep®&isikoaufklarung
potentiell gefahrdeter Personen in Verbindung mit regelmafiger pidigicher Diagnostik
dienen.Wie bei vielen anderen Krankheiten existieren auch beiEd&stehung maligner
Entartungen interindividuelle Unterschiede. Dafir scheinen unter and&emUmwelt-
Beziehungen verantwortlich zu sein (Shields et al., 2000). Dabeilhasd#ch um Interaktionen
zwischen umweltbedingten Noxen und einem Organismus mit definiert@etigphen
Vorraussetzungen.

Polymorphismen fremdstoffmetabolisierender Enzyme kdnnen nachEetpesition gegeniber
kanzerogenen Schadstoffen einen Einfluss auf die Genese von Krehsaengen haben und
somit als Suszeptibilitatsfaktoren im Bezug auf das individuelle Kreksstrachtet werden.
Noch heute ist die Atiologie des Brustkrebses nur teilweid@rive, unidentifizierte Risiken
werden vermutet und die Wirkmechanismen vieler bekannter Faktoren sitathimeunklar
(Kelsey et al., 1988). So bedarf das wahrscheinlich genetisch beRisgte unter Verwandten
einer Klarung, denn die familiare Belastung z&hlt zu den s&rkBispositionsfaktoren (Vetter,
2001). Am Beispiel des Mammakarzinoms wird allerdings deutlichs ddie alleinige

Betrachtung von auf3eren Einflissen, wie z.B. ionisierender Strahlusige{fKet al., 1988;
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Seeber et al., 1995; Wolff et al., 1997) oder genetischen FaktorenReretranz, wie BRCA1/2
(Schmidt-Matthiesen et al., 2000) nur einen Bruchteil der Falle erklaren kann.

Die Untersuchung von Gen-Umwelt-Interaktionen kénnte weiteren Aufschiher die Ursachen
des Mammakarzinoms und die interindividuellen Unterschiede in deiligkéit geben. Vor
diesem Hintergrund ist das Ziel dieser Fall-Kontroll-Studie, dachieis zu erbringen, dass die
Polymorphismen CYP2E1 C1053T und CYP2E1 G71T in Verbindung mit den Risikofaktore
Rauchen oder der Einnahme von Hormonersatzpraparaten fir den Proz&mszeéeogenese des
Mammakarzinoms von Bedeutung sind. Die katalytischen Eigenschafterpotiemorphen
Variante unterscheiden sich von denen des Referenzgenotyps, so dagsmgtechende Genotyp
im Falle einer Fremdstoffexposition einen Einfluss auf die émd Menge anfallender
genotoxischer Stoffwechselmetaboliten hat. Diese schadigen imgighkait von Dosis und Zeit
zellulare DNA-Strukturen und verursachen maoglicherweise Mutationein
Tumorsuppressorgenen oder Proto-Onkogenen, die fur eine fehlerftgeolferation und -
differenzierung verantwortlich sind. Der damit verbundene Verlust Kwatrollfunktionen stellt
eine entscheidene Vorraussetzung fur autonomes Zellwachstum dar.

Der Vergleich zweier Kollektive aus 688 Mammakarzinompatientinnend 724
Kontrollprobandinnen erlaubte eine detaillierte Auswertung der Muisiiequenzen fir die
beiden in dieser Arbeit zu untersuchenden Polymorphismen des CYP2EindUregional
begrenzte deutsche Bevdlkerungsgruppe, sowie der individuellen Exposition ge&gentbe
kanzerogenen Fremdstoffen. Tritt nun vermehrt eine Exposition mitmeibestimmten
Risikofaktor, wie z.B. das Rauchen zusammen mit einem bestimmigmd?phismus des
CYP2E1 bei Mammmakarzinompatientinnen auf, spricht dies bei ihnen aufghwad
individuellen Enzymausstattung fiir ein  Fremdstoff-induziertesamiakarzinom. Ahnliche
protektive Zusammenhange zwischen Suszeptibilitdtfaktoren und individEallgmausstattung
des CYP2EL sollten in der Studie fur die Kontrollen aufgezeigt wefddann konnte auch die
Identifizierung von Individuen moglich sein, die mit einer erhohten Kredzeptibilitat belastet
sind, wenn mit der Hilfe des Real-time-PCR-Verfahrens ein@ofyp-Analyse wichtiger

fremdstoffmetabolisierender Enzyme durchgefiihrt wird.
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2. Material und Methoden

2.1 Studiengruppe

Vom 1. August 2000 bis 31. Oktober 2002 wurde eine Gruppe von Brustkrebspatientinreen sowi
eine Kontrollgruppe aus Bonn und den benachbarten Bezirken Euskirchennuirhdan-Sieg-

Kreis fur die GENICA Studie rekrutiert.

Wahrend dieses Zeitraumes meldeten die 14 mithelfenden Krankenlkus8tudienregion,
unter Rucksichtnahme auf die Brustoperation, insgesamt 888 fur die 8tueiage kommender
Brustkrebsfalle.

Unabhéngig davon wurden weitere Falle von Patientinnen mit Mammad@arzivon den
umliegenden pathologischen Instituten gemeldet, die es erlaubtem regjional vollstandige
Patientenrekrutierung durchzufihren.

Die fur die Studie relevanten Patientinnen muf3ten folgende Vorraussetzuritjen:erf

Sie mussten zum gegenwartigen Zeitpunkt in der Studienregion wohnen.

2. Sie durften nicht &lter als 80 Jahre alt sein.

3. Sie mussten die deutsche Staatsangehorigkeit besitzen und dsechethnGruppe der
Kaukasier angehdren.

4. Die Diagnose des erstmals aufgetretenen, primaren Mammadmaszimusste innerhalb von
6 Monaten vor der Teilnahme histopathologisch bestétigt werden.

Von den 888 Fallen konnten 102 Frauen nicht zur gegebener Zeit in den Krankemkeéesent
werden und 98 Frauen lehnten die Teilnahme ab. Insgesamt konnten 688 Bridgkkrebder

Studie verwertet werden.

Die Kontrollgruppe wurde durch eine zufallige Adressenauswahl aus dem Einmeataher
register von 31 Gemeinden ermittelt und der Haufigkeit der Feéillisprechend von dem
Geburtsjahr an in 5-Jahres Abschnitte unterteilt.

Die Kontrollen kamen in Frage, wenn sie zum gegenwartigen Zeitpunkt der Teilabere

Studienregion resident und Kaukasier mit deutscher Nationalitat waren.
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Von 1.306 Frauen, die Uber einen Brief kontaktiert wurden, entsprachen 152 Rrelieden
vorgegebenen Kriterien und 355 Frauen lehnten eine Teilnahme ab. Geafol@ weiteren
Versuchen per Post, einem Minimum von 20 Versuchen per Telefon und personlichen
Besuch, konnten 75 Frauen nicht erreicht werden. Insgesamt nahmen ig2wetgelontrollen

an der Studie teil.

2.2. Interviewdesign

Im Rahmen des Interviews dbtterdisciplinary Study Group on Gene-Environment Interaction

and Breastcancer in Germany (GENICA) wurden der Teilnehmerin durchschnittlich 200 Fragen
zu bekannten und vermutlichen Brustkrebsrisikofaktoren wie Lebensstikuf, Be
Umweltbelastung, Familie, Ernahrung, sportlicher Betatigungrmdneinnahme, Stillzeiten,
Schwangerschaften, Rauchen u.a. gestellt.

Zusatzlichen zu diesen Angaben wurden bei den Brustkrebspatientinnen &ade der
Krankenakte erhoben, um den Gesamtdatensatz zu vervollstandigen. Dpeit@ogesteuerten
Interviews wurden von geschulten Mitarbeitern durchgefuhrt. Von dl&lnehmerinnen wurde
eine schriftiche Einwilligung abgegeben. Die Studie wurde den Ethik-Kommission der
Universitat Bonn genehmigt.

Fir diese Arbeit sind insbesondere die Fragen zum Zigarettenkansiirour Einnahme von
Hormonersatzpraparaten als mogliche Suszeptibilitatfaktoren furkiBehstvon Bedeutung.

Im Rahmen der Raucheranamnese wurde sowohl der aktuelle als auckhetealige
Raucherstatus erfasst.

Rauchfreie Intervalle, Alter des Rauchbeginns, durchschnittlichestm pro Tag im gesamten
Leben und zuletzt, sowie die gro3te Anzahl Zigaretten pro Tag itbdaler wurden innerhalb
des Interviews erfasst.

In der statistischen Auswertung wurde jedoch nur der Raucher- uhtrdlicherstatus erfasst.
Als Raucherinnen galten diejenigen Frauen die mindestens 5 Zégaceter mehr pro Tag zur

Zeit des Interviews oder in friiherer Zeit konsumierten.
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Bezlglich der Fragen zur Hormonersatztherapie wurde die Gesmntder Einnahme erfasst
und innerhalb der Statistik in 3 Kategorien unterteilt:
a) keine HRT- Einnahme
b) HRT-Einnahme bis zu 10 Jahren
¢) HRT-Einnahme 10 Jahre und
langer.

2.3 Probenmaterial

Zusatzlich zu dem Interview wurde sowohl den Patientinnen als aucKaierollpersonen mit
deren Einverstandnis eine Blutprobe entnommen. Fur die DNA-Extraki#en uns von
jedem Probanden davon 3 Heparinrbhrchen mit 7 ml antikoaguliertem z@luerfligung.
Diese wurden zusammen mit den Rohrchen fur die Serum- bzw. dieaPlsgirrung vom
Interviewer in den Kihlschrank des DNA-Labors der Poliklinik der Usité@r Bonn gelegt und

spatestens am nachsten Tag aufgearbeitet.

2.4 DNA-Extraktion

Die Isolierung der DNA erfolgte aus den Leukozyten mit d&snomic DNA Purification Kit der
Firma Puregene. Zur Zell-Lyse wurden in zwei 50 ml-Zentrifugenrohrchen jgsv80 mlI RBC
Lysis Solution vorgelegt. Dann wurde das Blut auf beide Rohrchen gleichmaRigiltverte
hinzugefugt. Um nicht wertvolles biologisches Material zu versodemr, wurden Blutreste,
welche in den Heparinrdhrchen verblieben sind, mit JRB(C Lysis Solution nachgespult und
mit einer Plastikpipette tberfuhrt. Zum Mischen wurden die Roéhrerdaestens einmal tber
Kopf gedreht, 10 Minuten bei RT inkubiert und wéahrenddessen 3 bis 5irMattiert.
AnschlieRend erfolgte die Zentrifugation fiir 10 min mit 2000 g. eerstand wurde vorsichtig
in einer Bewegung abgegossen. Noch rotgebliebener Zellniedgrsehtde in 10-15 mRBC
Lysis Solution resuspendiert und der Vorgang solange wiederholt bis der Zellnieldeyseeil?
war. Der weil3e Zellniederschlag wurde durch intensives vortéx€00-400 pl Restvolumen
resuspendiert. Nun wurde in jedes Réhrchen 1@dil Lysis Solution gegeben und mit einer
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Plastikpipette durch auf- und abpipettieren gemischt. Damit sichvarbandene Zellklumpen
I6sen konnten, wurde die Losung tUber Nacht bei RT inkubiert.

Zur Durchfuihrung der Proteinféallung und DNA-Isolierung wurden zu jedasatz 3,33 ml
Protein Precipitation Solution gegeben. Diese wurden 10 Minuten mit 2000 g bei RT
zentrifugiert. Die geféllten Proteine sollten einen fedteederschlag bilden. War dies nicht der
Fall, musste erneut gevortext, 10 min auf Eis inkubiert und sdbheféntrifugiert werden. Der
Uberstand wurde in ein neues 50 ml-Zentifugenréhrchen, in welches 100n8%6 Isopropanol
vorgelegt wurde, Uberfihrt. Nach ca. 50 maligen Drehen des Roéhrotdegte die ausgefallene
DNA einen deutlich sichtbaren weil3en Faden. Die DNA erzeugte ddreiminitige
Zentrifugation mit 2.000 g bei RT einen kleinen weiRen Niedersciidag.Uberstand wurde
abgegossen. Um die verbleibende DNA zu waschen, wurden 10 ml 70 % Ethangehigt,
das Roéhrchen mehrmals gedreht, wie zuvor zentifugiert und ohne Ablésalederschlags der
Uberstand abgeggossen. Als letzten Schritt der DNA-Isolierumgrde das Réhrchen zum
Trocknen fur 10 bis maximal 15 Minuten kopfliber auf ein sauberes, saugstarkes Pagiier ge
Zum L6sen der DNA wurde 1 niINA Hydration Solution beigefligt und mit einer Pipette in 1,5
ml Réhrchen Uberfuhrt. Die Inkubation erfolgte 1 Stunde bei 65 ° C undhlef&end Uber
Nacht bei RT. Das Ro6hrchen wurde kurz abzentrifugiert, die LOsunginnmit der
Probennummer versehenes 1,8 ml Nunc-R6hrchen Uberfiihrt und bei 4 ° C inchikaitits

gelagert.

2.5 Quantifizierung und Verdinnung

Die Quantifizierung und Qualitatskontrolle erfolgte mit deGene Quant Il der Firma
Pharmacia, Deutschland. DeiGene Quant Il ist ein Spektralphotometer, das speziell zum
Gebrauch in der Molekularbiologie entwickelt wurde. Das Instrumeetetbierweiterte
Funktionen, die die schnelle Berechnung verschiedener Parametateau®rundlage von
Oligonukleotidsequenzen erlauben. Es misst die optische Dichte vor RMADNA-Proben in
UV-Zellen gleichzeitig bei Wellenlangen von 230 nm, 260 nm, 280 nm und 320 noei Da
dienen 260 nm und 280 nm zur Quantifizierung und Berechnung zur Reinheitstloggpriif
wahrend 320 nm zur Hintergrundkompensierung gebraucht werden. 230 nm kanrfeaiziHil

Proteinbestimmung anhand der Peptidbindungsabsorption verwendet werden.efee déf
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einzelnen werden gespeichert und zur Berechnung benutzt, bis die n&dcteung
durchgefihrt wird. Das Instrument misst die tatsachliche Nukleotidmertpr Probe.

Damit erhielt man die Konzentration der jeweiligen DNA-Probe,alsStock-Solution gelagert
wurde, aus der dementsprechend die Verdinnungen berechnet werden konntdrst Zvunéle
mit DNA- Hydrationslosung 500 pl auf eine Konzentration von 100 ng/méliwent. Die zweite
Verdinnung auf 25 ng/ul in 100 gppendorf-Caps erfolgte mit destilliertem Wasser und

wurde zur Genotypisierung verwendet.

2.6 PCR

Das Verfahren der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde 1983 uwgnMdlis entwickelt,
der 1993 fur die von ihm beschriebene Technik mit dem Nobelpreis aicsgestenurde. Die
PCR wird seit Mitte der 80er Jahre benutzt, um selektiv und lgdaA-Abschnitte zu
amplifizieren (Mullis et al., 1996). Es handelt sich hierbei urkligghe, temperaturabhéngige
Reaktionen, welche die komplementare Vervielfaltigung selbst ggriMengen von DNA
erlaubt. Sie ermoglicht die selektive in vitro Amplifikation (Weshrung) einer spezifischen
DNA-Region, indem die Ablaufe der zellularen in vivo DNA-Replikatiochgeahmt werden.
Jede DNA-Sequenz kann innerhalb weniger Stunden spezifisch, auch aus hockx&ompl
Genomen heraus, amplifiziert werden, ohne zeitaufwendige Klonierunddantifizierung der
zu untersuchenden DNA-Sequenzen. Das Prinzip der PCR basiert ddéragurierung, durch
Erhitzen eines doppelstrangigen DNA-Templates, an dessen 5'- {8 sich in einem zu
amplifizierenden Bereich spezifische, maschinell synthegsi@iigonukleotide, die als Primer
bezeichnet werden, anlagern. Dieses Anlagern haifsealing; die optimale Annealing-
Temperatur der Primer ist abhangig von ihrem mittleren Saweel (Tm). Das freie 3°-OH
Ende der Primer dient einer DNA-abhangigen Polymerase alszpusd&t zur DNA-Synthese.
Diese Primer sind etwa 20 bp lang und dienen einer DNA-Polymealas&tartpunkt. Sie
flankieren die DNA-Region, die amplifiziert werden soll und sindgigsvkomplementér zu den
beiden Target-DNA-Strangen, d.h. es mussen zur Synthese der Pemendinformationen
Uber die Target-DNA vorliegen (Schreinert, 1997). Das SubstraDbig-Synthese sind freie
Desoxynukleosid-Triphosphate (dNTPs). Bei der Tag-Polymerase hasd#it um ein

thermostabiles Enzym, welches die hohen Temperaturen, die zur rmhwitige des DNA-
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Doppelstranges notwendig sind, Ubersteht, ohne zu denaturieren. Die Yampiask besitzt
keine 5°-3°- Exonukleaseaktivitat. Dies soll verhindern, dass ndedigierte Strdnge von den
Polymerasen partiell wieder abgebaut werden. Die Anreicherungudgrangs-DNA geschieht
durch die zyklische Abfolge von Denaturierung, Annealing der PrimdrDNA-Amplifikation
durch die Tag-Polymerase. Die eigentliche PCR besteht typigeiser aus 30-45 sich
wiederholeneden Zyklen mit den zuvor beschriebenen Reaktionsschritten.

2.7 Real-time PCR

Durchgefuhrt wurde die Polymerase-Kettenreaktion mit dem Qylater der FirmaRoche,
Mannheim, Deutschland unter der Benutzung von Hybridisierungssonden in Kaorbimat
dem Light-CycleDNA Master Hybridisation Probes Kit (Roche). Generell werden zusétzlich zu
den Genfragment-spezifischen Primern zwei Sequenz-spezifistyteridisierungssonden
verwendet, von denen die erste von ihrem 3"-Ende mit Fluoresceiek{idasssonde) und die

zweite (Ankersonde) an ihrem 5-Ende mit einem anderen fluoresdien Farbstoff, Light-
Cycler- Red 640 (LC-640) oder 705 (LC-705), markiert sind.

LC Red 640 @« Fluoresecein
Anchor probe Mutation‘probe
[ | e
5
Mutation site
Primer

=

e

o

o
i
e
e
i et
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Abb. 5: A: Schematische Darstellung eines Faktor V PCR-Fragmentes
B: Schmelzkurvenanalyse von verschiedenen Genotypen der analysierten Sequenz

Diese beiden Sonden werden so ausgewahlt, dass sie innerhalb degziangtifGenfragments

maximal 1-5 Basenpaare von einander entfernt hybridisieren. DmssBnsdiode des

Light.Cyclers (470 nm) regt das Fluorescein in der Dektionssonde laarefenz an. Das

dadurch emittierte griine Licht regt die Fluorphore LC-640 bzw. LC-@Gfer Ankersonde zur

Emission von rotem Licht (640 bzw. 705 nm) an. Dieser Vorgang wirblatsesenz-Resonanz-
Energie-Transfer (FRET) bezeichnet. FRET kann nur stattfinden, siemidie beiden Sonden in
unmittelbarer Nahe zueinander befinden. Daher wird die Messurigndmder Annealing-Phase
eines jeden PCR-Zyklus durchgefuihrt. Die Emission roten Liaktgsroportional zur Menge

des amplifizierten DNA-Fragmentes und wird jeweils in dempeathneden Kanal des Light-
Cyclers gemessen. Im Anschlul3 an den Messvorgang werden die bglaegidierungssonden

von der Tag-Polymerase verdrangt (Extensionsphase des PCR-Zyklus).

Die Sequenzen der PCR-Primer und der Hybridisierungssonden Jiatiefle 3aufgefihrt.

Tab.3 a) und b):PCR-Primer und Hybridisierungsproben fur CYP2E1-Polymorphismen

a) G-71T:
PCR-Primer Hybridisierungssonden
-71 for -71 sensor

5-TTGTCTAACCAGTGCCAAAG-3’ 5-LCR-
CTCCTTCTCAGAACACATTATAAAAA-3’

-71 rev -71 anchor

5-GGAGGACAATCCTGTGGAAA-3’ 5-
GCAAGAGGGCATTGGTTGGTGGGTCA-
FI-3
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b) C-1053T:
PCR-Primer Hybridsierungssonden
C-1053T se C-1053T sensor

5-AGAATGGCATAACTCAAAATCC-3 5-
TTCATTGTTAATATAAAAGTACAAAATT-

FL-3"
C-1053 as C-1053T anchor
5"-CAGACCCTCTTCCACCTTCTAT-3 5-LCR
CAACCTATGAATTAAGAACTTCTATATA
TTGCCAG-3’
Die Fluorescein-markierte Sonde far CYP2E1 G-71T (5 -

GCAAGAGGGCATTGGTTGGTGGGTCA-FL-3") hybridisiert innerhattes PCR-Fragmentes
an der Position des CYP2E1 G-71T Polymorphismus und die korresspondiearate fSr
CYP2E1 C-1053T (5"-TTCATTGTTAATATAAAAGTACAAAATT-FL-3") arder Position des
CYP2E1 C-1053T Polymorphismus.

Daher wird im Falle eines Referenzgenotyp-Allels (=Wildtylels) die erwartete
Schmelztemperatur hoher sein als diejenige fiur die Mutante, miausgetauschtes Basenpaar
beinhaltet. Sowohl die Primer als auch die Sonden sind von der FIBnsIOLBIOL (Berlin,
Deutschland) synthetisiert worden.

Der Reaktionsansatz enthielt pro Kapillare 2ul verdiinnte DNA (RHnghd 18ul Mastermix,

der sich wie folgt zusammen setzt:

- 2,4 ul MgCj (4 mM)
- 1,0 pl 3"Primer (20pmol)
- 1,0 pl 5"Primer (20pmol)

- 1,0 pl FL-Sonde (1pmol)

- 1,0 ul LC-Sonde (1pmol)

- 2,0 ul Puffert DNA Master Hybridisation Mix von Roche, Mannheim, Deutschland)
-9,6 ul HO
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Jeder PCR wurde als Negativkontrolle ein Ansatz ohne DNA hinzugefugt.
Das durchschnittliche PCR-Temperaturprofil wirdlabelle 4dargestellt.

Tab.4: PCR-Temperaturprofil

1. Denaturierung | 2. Zyklus- 3. Annealing 4. Extension
denaturierung
Zieltemperatur | 95°C 95°C 55°C 75°C
(°C)
Zeit (sec) 120 sec 5 sec 20 sec 25 sec

Es wurden pro Durchlauf 45 PCR-Zyklen (Phase 2-4) durchgefuhrt.

Die Differenzierung der Allele erfolgte durch die Bestimmungder
Schmelztemperaturkurvenkurven nach der PCR.

Diese erhielt man nach einer Denaturierungsphase fir 5 s851 bei einer Starttemperatur
von 45°C und einer Endtemperatur von 80°C mit einem Temperaturanstieg vors€c4 [ie
Schmelztemperaturkurven wurden mit dem Light-Cycler-SystéRoche, Mannheim,

Deutschland) durchgefihrt und ermittelt.

2.8 Mutationsanalyse und Sondenspezifitat

Nach AbschluR der PCR wird eine Schmelztemperaturkurve der Akafdif erstellt. Die
Schmelztemperatur ist die Temperatur bei der sich die Hyierdigg zwischen den Sonden und
dem Amplifikat auflost und von der Lange und Sequenz der Sonden sowie delog@mzum
Amplifikat bestimmt. Dazu wird die Temperatur der Probengef&Be einem geringen
Ausgangswert aus in kleinen Schritten erhéht und in Abhéngigkeit zursgenan Fluoreszenz
dargestellt. Da der FRET nicht erfolgen kann, wenn die Sonden in Fiaier vorliegen, kommt
es zu einem sprunghaften Abfall der Fluoreszenz, wenn die Tetaperreicht ist, bei der es zur

Ablosung der Sonden vom DNA-Strang kommt. Die Abschmelzungstempeésataiedriger,
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wenn eine Punktmutation zur einer Basenfehlpaarung zwischen deididierungssonde und
dem ansonsten komplementaren DNA-Strang gefuhrt hat. Wird die S&ounvelgraphisch nach
ihrer Differenzierung dargestellt (-dF/dT), so befindet sicin &emperaturpunkt der
Sondenablosung ein Peak. Handelt es sich beim Genotyp der betrachtten uRr die

homozygot mutierte Variante, so ist der Peak aufgrund der Punktmutsioriner etwas

niedrigeren Temperatur als beim Referenzgenotyp lokalsiert.diinvbn Heterozygotie sind

zwei Peaks vorhanden.

Der mittlere Schmelzwert liegt (Tm) fur die referemzggypspezifische Sonde des
Polymorphismus CYP2E1 G-71T liegt bei ca. 65°C und fur die refeeentgpspezifische

Sonde des Polymorphismus CYP2E1 C 1772T bei ca. 59,5°C.

2.9 Statistische Methoden

Alle Rechnungen zur Risikoschatzung fur die Entwicklung eines Mammakarzinordsmunter
Verwendung der SAS/STAT Software, Version 8.02. durchgefuhrt. Die Reosiktmingen fur

die Entwicklung eines Mammakarzinoms wurden als Odds Ratios) (@Rl 95 %
Konfidenzintervalle (CI) mittels bedingter logistischer Regmss abhéangig vom Alter (<45
Jahre,45-<560 Jahre, 50-<55 Jahre, 55-<60 Jahre, 60-<65 Jahre, 65-<70 Jahre, bhreg70 Ja
berechnet, die als Crude Odds Ratios (COR) herangezogennweldgitzlich wurde eine
Adjustierung der Risikofaktoren HRT und Rauchen durchgefuhrt, bei der sendiélodell
folgende Confounder  einbezogen wurden: Menopausentyp (prdmenopausal, nattrliche
Menopause, operativ bedingte), Menopausenalter (pramenopausal, <45 Jahre,Jdbre560-

<65 Jahre, >=55 Jahre), Alter bei der ersten Geburt (kinderlos, «g&, 28-<30 Jahre, >=30
Jahre), Anzahl der Geburten (keine Kinder, 1-2 Kinder, >=3 Kinder)(B&R,5, 22,5-<25, 25-
<30, >= 30), Alter der ersten Regelblutung, Anzahl der Mammographieawbkislahre vor dem
Interview, Lebensstillzeit, familiarer Brustkrebs (Mutter undwester) und Anzahl der Jahre
der Einnahme oraler Kontrazeptiva. Fur den Risikofaktor HRT wurde zalsatzlicher
Confounder der Raucherstatus (Raucher, Nichtraucher), fir den RisttdRedichen die Dauer

der HRT-Einnahme (nie, <10 Jahre, >=10 Jahre). Die Stratifizieengigte nach den
Subgruppen der Genotypen.
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3. Ergebnisse

3.1 Genotypverteilung und Brustkrebsrisiko der CYP2E1 Polymorphisme C-1053T und
G-71T

Zuerst wurde die Genotyp-Verteilung der CYP2E1 PolymorphismehO&3T und G-71T in der
Gruppe der Mammakarzinompatientinnen und bei den Kontrollindividuen analygoer den

688 rekrutierten Fallen konnten insgesamt 663 (96,37%) und von den 724 Kontrollen 678
(93,65%) genotypisiert werden. Die Abweichung von der Gesamtzahtktetierten Personen
ergibt sich entweder aus der Verweigerung der Blutabnahme almairfelin oder diese konnte aus
medizinischer Sicht nicht durchgefihrt werden.

Die Anzahl der fehlgeschlagenen Genotypisierungen liegt fir degmBgdhismus C-1053T
unter den Fallen bei 45 (6,79%) und unter den Kontrollen bei 22 (3,24%). Bei der
Genotypisierung des Polymorphismus G-71T sind unter den Fallen 50 (7,54%) endiemt
Kontrollen 23 (3,39%) fehlgeschlagen. Griinde fur diese Missings sited anderem , dass das
Blut nicht erfolgreich zu DNA verarbeitet werden konnte bzw. diedéeder extrahierten DNA

zu gering war oder die Probe mit der Methode der Real-timR BGch bei mehrmaliger
Wiederholung des Reaktionsansatzes kein auswertbares Ergebnis lieferte.

Das heildt, dass letztendlich fir den Polymorphismus G-71T diehextea DNA von 613
(92,46%) Brustkrebspatientinnen und von 655 (96,61%) Kontrollpobandinnen erfolgreich
genotypisiert und fur die nachfolgenden Ergebnisse ausgewertet wkodeten. Fir den
Polymorphismus C-1053T wurden 618 (93,21%) Félle und 656 (96,76%) Kontrollegreidbl
genotypisiert.

Der Referenzgenotyp (Wildtyp) CC des CYP2E1 C-1053T Polymorphigmrde sowohl in der
Patientengruppe zu 94.17% als auch im Kontrollkollektiv zu 94.97% nahezeicegl Anteilen
gefunden. Auch der heterozygote Genotyp CT wies mit 5.50% in denffatengruppe und
4.57% im Kontrollkollektiv keine schwerpunktmaRige Verteilung auf. DeteA des Genotyps

mit homozygot mutierten Allel TT kam sowohl in der Patientengeuppt 0.32% und im
Kontrollkollektiv mit 0.46% sehr selten vor. Nach dem Hardy-Weinligegetz, welches als
Qualitdtsmerkmal fur das Auftreten von wahrscheinlichen GenhaitBgkéei statistischen

Auswertungen herangezogen wird, héalt diese Haufigkeitswerteihicht stand. So das von
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Fehlern bei der Genotypisierung ausgegangen werden muss. Die d¥sePolymorphismus
CYP2E1 C-1053T wurden deshalb in dieser Arbeit nicht weiter verwertet.

Der Polymorphismus CYP2E1 G-71T wurde als Referenzgenotyp GG zu 90rbdder i
Patientengruppe und zu 90.84% im Kontrollkollektiv gefunden. Der heterozyguietyp GT
fand sich in der Patientengruppe zu 8.95% und in der Kontroligruppe zu 8.85%orbezygot
variante Genotyp TT war in der Patientengruppe in 0.49% der Fadbes éAufiger vertreten als
im Kontrollkollektiv mit 0.31%. Das aus dieser Population errechnetgeMungsmuster der
unterschiedlichen Genotypen entspricht fir diesen Polymorphismus dersg®me Regeln des
Hardy-Weinberg-Gesetzes und spiegelt im Falle der Kontrollprobamdinrdie
Genotypenhaufigkeitverteilung wieder die fir, gesunde Kaukdsmschrieben ist. Nach der
Cancer Genome Anatomy Project SNP 500 Cancer Database des National Cancer Institute
kommt der Referenzgenotyp GG bei gesunden Kaukasiern in 83,3% derdeslheterozygote
Genotyp GT in 13,3% der Falle und der homozygot mutierte Genotyp TT ind&B%#lle vor
(http://snp500cancer .nci.nih.gov/snplist.cfm).

Der Anteil der homozygot mutierten Genotypen TT war bei den Md@ramompatientinnen
haufiger vertreten als bei den Kontrollen, woraus sich bei einevddR..61 (95%Cl: 0.27-9.66)
fur diese Allelpaartragerinnen ein erhdhtes Risiko fur Brustkrebs ergloich nicht in statistisch
signifikantem Ausmal.

Die Ergebnisse der Genotypverteilung und des BrustkrebsrisikoemerTabelle 5dargestellt.

Die Konfidenzintervalle (Cl) werden zum 95%-Niveau angegeben.
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Tab.5: Genotypverteilung und Brustkrebsrisiko der CYP2E1 Polymorphisnen C-1053T

und G-71T
Falle Kontrollen OR:1uder
N* % N* %
CYP2E1_1053 C>T

CcC 582 94.17 623 94.97 1

CT 34 5.50 30 4.57 1.21
(0.73-2.00)

TT 2 0.32 3 0.46 0.71
(0.12-4.29)

p -Wert HWE
Chi? 0.05 0.0003
LR 0.12 0.01
CYP2E1_71_G>T

GG 555 90.54 595 90.84 1

GT 55 8.95 58 8.85 1.02
(0.69-1.50)

TT 3 0.49 2 0.31 1.61
(0.27-9.66)

p -Wert HWE 0.20 0.64
Chi?

*) Anzahl und Haufigkeiten ohne Beriicksichtigung fehlender Werte der Confounder (roh)

Die rohe Odds Ratio Schatzung fur das heterozygote Allelpga€dP2E1 G-71T betragt 1.02
(95%CI: 0.69-1.50) und fur den homozygot varianten Genotyp 1.61 (95%ClI: 0.27-9.66). Das
heil3t, dald sich ein geringer Trend hin zu einem erhohten Brustkrebdtisikdhomozygot
variante Allelpaartragerinnen abzeichnet, der statistisch jedobh signifikant ist. Die Art des
Genotyps allein erhéht demnach nicht das Risiko an Brustkrebs zu erkranken.

Der Referenzgenotyp ist sowohl in der Patientinnenpopulation als auder Kontrollgruppe

der am starksten vertretene.
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3.2 Genotypverteilung und Brustkrebsrisiko des CYP2E1 G-71T in Abhangigktvom
Raucherstatus

289 Patientinnen aus der Mammakarzinomgruppe und 314 gesunde Frauen aus der
Kontrollgruppe wurden als Raucherinnen bzw. Ex-Raucherinnen identifjgierte Tabelle 6).

Davon konnten insgesamt 251 Raucherinnen, die an einem Mammakarzinom eviar@nktind

289 Kontrollen genotypisiert werden. Die Abweichung ergibt sich antgaben dargestellter

Schwierigkeiten der Blutabnahme, DNA-Extraktion und Genotypisierung.

Tab.6: Brustkrebsrisiko in Abhangigkeit vom Raucherstatus

Falle Kontrollen ORy"
N’ % N’ %
Raucherstatus
Nichtraucher- 398 57.93 410 56.63 1
innen
Raucherinnen 289 42.07 314 43.37 0.91
(0.72-1.15)

*) Anzahl und Haufigkeiten ohne Berlcksichtigung fehlender Werte der Confounder (roh)
1) adjustiert nach Menopausentyp, Alter bei Menopause, Alter rdexneGeburt, Anzahl der
Geburten, BMI, Alter bei Menarche, Anzahl der Mammographien, Dawse&tiléens, familiarer
Brustkrebs (Mutter und Schwester), Jahre der Einnahme oraler Kontrazeptiva

Aus derTabelle 6ergibt sich unabhéngig von der Art des Genotyps bei einem adjustierten Odds
Ratio Schatzer von 0.91 und einem 95%CI zwischen 0.72-1.15 kein erh6htes Risiko fur
Raucherinnen an einem Mammakarzinom zu erkranken. Der scheinbar protektivagtaktor
statistisch nicht signifikant. Ein Brustkrebsrisiko an sich in Abhangigkeit vautiferstatus

wird demnach nicht bestétigt.

Der Einfluss des Raucherstatus im Zusammenhang mit der GenotypverteilendamgEallen

und Kontrollen auf das Brustkrebsrisiko wirdTiabelle 7 dargestellt.
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Tab.7: Genotypverteilung in Abhangigkeit vom Raucherstatus

CYP2EL GG GT TT
G-71T
Anzahl* [Falle |Kontr. |OR.g’ |Falle |[Kontr. |OR.” |Félle [Kontr. |[OR
% N* N* @Cn [N N* cn [N N* o

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (CI)
Nicht- 327 328 31 36 3 2
raucher- 59.03 |[55.13 56.36 [62.07 100.00 {100.00
innen
Raucher- |227 267 0.78 24 22 4.02 0 0
innen 40.97 |(44.87 |(0.60- |43.64 |37.93 |[(1.01- |0.00 0.00

1.01) 16.02)

*) Anzahl und Haufigkeiten ohne Berlcksichtigung fehlender Werte der Confounder (roh)
1) adjustiert nach Menopausentyp, Alter bei Menopause, Alter rdexneGeburt, Anzahl der
Geburten, BMI, Alter bei Menarche, Anzahl der Mammographien, Dawse&tiléens, familiarer
Brustkrebs (Mutter und Schwester), Jahre der Einnahme oraler Kontrazeptiva

40.97% der rauchenden Mammakarzinom-Patientinnen hatten den Refererz§&@o#3,64%
hatten den heterozygoten Genotyp GT und 0% wiesen den homozygot mutierten Genotyp TT auf
Der Anteil des homozygot mutierten Genotyps in der Kontrollgrupe dbenfalls bei 0%, der
heterozygote bei 37.93% und der Referenzgenotyp bei 44.87%.

Vergleicht man die Daten der Patientenfdlle und Kontrollen in Bezugen drei mdglichen
Genotypen mit dem Raucherstatus, fallt auf, dass der adjeseids Ratio Schatzer fur das
heterozygote Allelpaar GT signifikant erhoht ist (OR: 4.02, 95%CI: 1802). Das Risiko an
einem Mammakarzinom zu erkranken ist somit fur Frauen mit déendzggoten Genotyp GT
und positiver Raucheranamnese signifikant erhoht.

Im Gegensatz dazu zeigt der adjustierte Odds Ratio flr demeRefenotyp GG einen leichten
Trend das Risiko als Raucherin an Brustkrebs zu erkranken, jedokh signifikant, zu
schmalern (OR: 0.78, 95%CI: 0.60-1.01). Ein Odds Ratio fur den homozyggmtear Genotyp
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TT konnte aufgrund des Nichtvorkommens dieses Allelpaares unter dediee Studie

rekrutierten Raucherinnen nicht berechnet werden.

3.3 Genotypverteilung und Brustkrebsrisiko des CYP2E1 G-71T Polymorphiaus in
Abhangigkeit vom HRT-Gebrauch

In Tabelle 8ist der HRT-Status der Brustkrebspatientinnen und der Kontrollprobandaure
Zeit des Interviews dargestellt. Die Dauer der Einnahme wurdfrei Kategorien eingeteilt:

keine Verwendung von HRT, Einnahme bis 10 Jahre, sowie kumulativ 10 Jahre und langer.

Tab.8: Brustkrebsrisiko in Abhangigkeit vom HRT-Gebrauch

~ Falle _ Kontrollen ORy”
. N % N %
HRT-
Einnahme
keine 339 49.93 379 52.71 1
>0; <10 Jahre 166 24.45 200 27.82 0.93
(0.69-1.25)
10+ Jahre 174 25.63 140 19.47 1.41
(1.01-1.96)

*) Anzahl und Haufigkeiten ohne Beriicksichtigung fehlender Werte der Confounder (roh)
1) adjustiert nach Menopausentyp, Alter bei Menopause, Alter rdegneGeburt, Anzahl der
Geburten, BMI, Alter bei Menarche, Anzahl der Mammographien, Dawgestens, familiarer
Brustkrebs (Mutter und Schwester), Jahre der Einnahme oraler Kontrazeptiva

49.93% der Patientinnen und 52.71% der Kontrollprobandinnen haben niemals
Hormonersatzpraparate eingenommen. Bis zu einer Dauer von 10 Jahesn umbr den
Brustkrebspatientinnen 24.45% und unter den Kontrollen 27.82% solche Praparate
eingenommen. Die Odds Ratio Schéatzung fur diese Kategorie éegt98 (95%CI: 0.69-1.25).

Es zeigt sich folglich unabhangig vom Genotyp ein leicht protektlzmfluss auf die
Entwickelung eines Mammakarzinoms bei einer HRT-Einnahme bis zaH@n] der jedoch
statistisch nicht signifikant ist. In der dritten Kategorikefadie Patientinnen mit einem hdheren

Anteil von 25.63% gegenuber den Kontrollindividuen mit 19.47% auf. Die Odds Ratio Schatzung
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bei HRT-Einnahme von kumulativ 10 Jahren und langer ist unabhéangig vom ermgstifikant
erhoht (OR. 1.41, CI: 1.01-1.96). Daraus lasst sich folgern, dass im @Gegems einem
Gebrauch von HRT-Praparaten unter 10 Jahren, das Risiko fur Brustie@elsner HRT-
Einnahme von 10 Jahren, unabhangig von der Art des Genotyps signifikant erhoht ist.

Die Genotypverteilung in Bezug auf die HRT-Einnahme idtabelle 9dargestellt.

Tab.9: Genotypverteilung in Abhangigkeit von der HRT-Einnahme

CYP2E1 GG GT TT
G-71T
Anzahl * Falle |Kontr. |OR.’ |Falle [Kontr. |OR.g’ [Falle |[Kontr. [OR
% N N (€  |N* N> (Cl) |N* N a?
(%) (%). (%) (%) (%) (%) (Ch)
keine 263 298 36 30 2 2
48.08 |[50.51 65.45 |51.72 66.67 [100.00
>0<10 Jahrel44 170 0.98 8 17 0.11 1 0
26.33 |28.81 |(0.71- |14.55 [29.31 ((0.02- [33.33 |0.00
1.36) 0.71)
10+ Jahre 140 [122 1.35 11 11 0.18 0 0
25.59 |20.68 |(0.94- |20.00 (18.97 ((0.03- |0.00 0.00
1.95) 1.27)

*) Anzahl und Haufigkeiten ohne Beriicksichtigung fehlender Werte der Confounder (roh)
1) adjustiert nach Menopausentyp, Alter bei Menopause, Alter rdegneGeburt, Anzahl der
Geburten, BMI, Alter bei Menarche, Anzahl der Mammographien, Dawgestens, familiarer
Brustkrebs (Mutter und Schwester), Jahre der Einnahme oraler Kontrazeptiva

Auf die Genotypverteilung bezogen, geht dabelle 9fur den Referenzgenotyp GG bei einer
HRT-Einnahme von 10 Jahren und langer ein erhdhtes Risiko fur eine Bhssirankung
hervor, welches bei einer Odds Ratio Schatzung von 1.35 und einem 95%Chenwis94-1.95
jedoch nicht signifikant ist. Fur eine HRT-Einnahme unter 10 Jalésst kich ein minimal
protektiver Faktor fir den Genotyp GG bei einem Odds Ratio Schébzref.98 und einem
95%CI zwischen 0.71-1.36, der ebenfalls nicht signifikant ist, feststellen.
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Fur den heterozygoten Genotyp GT geht aus den Ergebnissen unabld@ngigr Dauer der

HRT-Einnahme ein protektiver Faktor hervor. Dieser ist mit edéds Ratio Schatzung von
0.11 und einem 95%CI zwischen 0.02-0.71 aber nur fur die Einnahme von HRT bisatuet® J
statistisch signifikant erhdht. Das Risiko an Brustkrebs zu erkinaisksomit bei Frauen mit dem
heterozygoten Genotyp GT und einer HRT-Einnahme unter 10 Jahren signifikant gemindert.
Die Werte fur den homozygot mutierten Genotyp TT waren zu kleinpberachnet werden zu

koénnen.
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4. Diskussion

4.1 Verteilung des CYP2E1 G-71T Polymorphismus unter Patientinnerowie

Kontrollen und Brustkrebsrisiko

Unter den Kontrollprobandinnen wurde der Referenzgenotyp GG zu 90.84% uddr in
Patientinnengruppe zu 90.54% gefunden. Der heterozygote Genotyp fand sich in der
Kontrollgruppe zu 8.85% und in der Patientengruppe zu 8.95%. Der homozygot variante Genotyp
kam im Kontrollkollektiv zu 0.31% und somit etwas weniger oft vor als im Patientenkeliekt

0.49%. Die aus dieser von der Genica-Studie randomisierten Populatiochneten
Genhaufigkeiten entsprachen den genetischen Regeln des HamlyewgeGleichgewichtes
(http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl). Das Verteilungsmuster der Kontrollprobandinn€&alelle

10) entsprach annéahernd der vdational Cancer Institute im SNP500Database fiir gesunde
Kaukasier beschriebenen Verteilung in Tabelle???? (GG= 83.3961333%; TT=3.3%)
(http://snp500cancer .nci.nih.gov/snplist.cfm).

Tab.10: Genotypverteilung des CYP2E1 G-71T Polymorphismus unter den Kontlen

CYP2E1 G-71T Genotypen HWE Allele
GG GT TT bestanden? G T
Kontrollprobandinnen| 595/655 58/655  2/655 ja 1248/1310 62/131C

(weibl. Kaukasier) | (0.908) (0.088) (0.003) (0.952) (0.047)
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Tab.11: Genotypverteilung des CYP2E1 G-71T von 99 anonymen Individuen aus der

S\P500Database
dbSNP ID: rs6413420
Genotypic passed Allelic
Subpopulations
GG GT TT HWE? G T
Total Completed 89/99 9/99 1/99 187/198 11/198
(0.899) (0.091) (0.010) 0.944) (0.056)
Afr/Afr American 22/24 2124 0/24 passed 46/48 2/48
(0.917) (0.083) (0.000) 0.958) (0.042)
Caucasian 25/30 4/30 1/30 passed 54/60 6/60
(0.833) (0.133) (0.033) .9@0) (0.100)
Hispanic 19/22 3/22 0/22 | passed 41/44 3/44
(0.864) (0.136) (0.000) (0.932) (0.068)
Pacific Rim 23/23 0/23 0/23 passed 46/46 0/46
(1.000) (0.000) (0.000) (1.000) (0.000)

Es fallt auf, dass in der Referenzdatenbank nur 30 kaukasische Individuen anatysien sind,
deren Geschlecht unbekannt ist. Es handelt sich hierbei jedoch umndigeeverfliigbare

validierte Datenquelle Uberhaupt.

Die einzige Studie, die sich in der Literatur unter anderem aittatbemGenotypenhaufigkeit des
CYP2E1 G-71T auseinandersetzt, zeigt fur diesen Polymorphismue@iri&ierungsergebnis

von 10% fur den heterozygoten Genotyp GT von 115 gesunden kaukasischen nicht naher
bestimmten Kontrollindividuen ( Fairbrother et al., 1998). Dieses Ergabrterstiitzt durchaus

den fir die vorliegende Studie in Bezug auf den heterozygoten Genatytieken Wert.
Weitere Angaben aus Studien Uber die Genotypenhaufigkeiten undlivegtdes CYP2EL1 G-

71T Polymorphismus finden sich derzeitig nicht in der einschlagigen Literatur.

Zusatzlich fanden sich in einer Studie Angaben Uber die Haufidksiheterozygoten Genotyp

GT des CYP2E1l G-71T Polymorphismus, der in dieser Personengrupp&3,z% (8
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Heterozygote Individuen von 59) auftrat. Man untersuchte 59 Personerritigeqn Mengen an
industriellen Acrylnitrilen Uber einen Zeitraum von 5 Jahren ald &@es medizinischen
Uberwachungsprogramms  ausgesetzt waren. Es wurde der Zusamgenter
Acrylinitrilexposition und die signifikanten individuellen Unterschiedém menschlichen
Acrylnitrilmetabolismus untersucht, unter anderem bezogen aufotggen von CYP2E1l
Polymorphismen, (Thier et al.,, 2002). Dieses Verteilungsmust&pregcht ebenfalls der
Datenquelle deBNP500Database.

Auch Untersuchungen, die einen Zusammenhang zwischen dem CYP2E1 G-71T
Polymorphismus und dem Auftreten eines Mammakarzinoms oder aucterariieebsarten
herstellen, sind bis jetzt nicht ver6ffentlicht worden.

Allerdings existieren zahlreiche Studien Uber die haufiger vomkemden CYPZ2EL
Polymorphismen Rsal und Dral im Zusammenhang mit einer Vielzahl von Kkedosleungen.

Die Ergebnisse sind kontrovers. Mehrere Studien scheiterten deira,Verbindung zwischen
dem Rsal- und/oder dem Dral-Polymorphismus mit Lungenkrebs (London, 1996éjufaig
1995; Kato, 1994; Watanabe, 1995), Head-Neck-Karzinom (Gonzales, 1998), L&berzedim
(Kato, 1995; Wong, 2000), Harnblasenkrebs (Anwar, 1996; Farker, 1998), Nasophlrgdgea
Pharyngealkarzinom (Lucas, 1996; Jahnke 1996), Magenkrebs (Kato, 1995, 1996, 1997),
Plattenepithelkarzinom der Speiserdhre (Morita, 1997; Lucas, 1996; ¥997), Prostatakrebs
(Murata, 2001) oder Zervixkarzinom (Kim, 2000) herzustellen.

Im Gegensatz dazu fanden andere Studien eine signifikante Agsozatischen CYP2E1-
Polymorphismen und dem Auftreten von verschiedenen Karzinomen heraus, aimvede
addierende Faktoren wie Rauchen oder Alkoholkonsum bericksichtigt wurdemgO$897;
Hildesheim, 1997; Ladero, 1996; Shields, 1996; Hung, 1997; Kiss, 2000). Interesea@er
beschreiben einige Arbeiten einen protektiven Effekt von AllelvamameCYP2E1-Gen fur das
Risiko von heranreifenden Karzinomen (Marchand, 1998; Wu, 1997; Tan, 2000). Die, Stadi
sich bisher mit der Assoziation von CYP2E1 Polymorphismen und Brustiedasste, fand ein
erhohtes Risiko fur das Auftreten eines Mammakarzinoms bei pciaesalen, rauchenden
Frauen mit dem Dral-Polymorphismus heraus (Shields, 1996).

Da die Frequenz der variablen Allele bei Kaukasiern und Afro-Aaeern sehr gering ist, ist
die statistische Aussagekraft der zuvor erwahnten Studien efireg.gZusammenfassend weisen



58

die kontroversen Resultate auf die Wichtigkeit einer guten Dokutm@mtaon CYP2E1l
Genotypen und der Entstehung von Krebs in Verbindung mit verschiedensten Risikofaktoren hin.

In der vorliegenden Studie war der Anteil des Referenzgenotypsn@® 90.54% in der
Patientinnengruppe und mit 90.84% im Kontrollkollektiv der Anteil des hetgaten Genotyps
GT mit 8.95% und 8.85% respektive nahezu identisch. Der homozygot vaeenteyp TT war
mit 0.49% unter den Patientinnen haufiger vertreten als unter den Kemtroit 0.31%. Das
heil3t, das Risiko fur die Tragerin des homozygot varianten Genotyps dkréosszu erkranken,
ist geringfugig gesteigert, allerdings bei einer Odds R&tlatzung von 1.61 und einem 95%CI
zwischen 0.27-9.66 nicht in statistisch signifikantem Mal3e. Die vefgiinge Allelfrequenez
dieser Genotypvariante macht eine Bedeutung fir das Erkranlsikgsklammakarzinom als
alleinig auslosender Suszeptibilitatsfaktor ebenfalls sehr unwahrscheinli

Die Art des Genotyps fur den CYP2E1 G-71T Polymorphismus alleirnedsinnach das Risiko

fur Brustkrebs nicht.

4.2  Bedeutung der Risikofaktoren Estrogene sowie HRTind CYP2E1 G-71T

Der Zusammenhang zwischen Estrogenexposition und dem AuftreteMammakarzinomen
bei Frauen ist nicht von der Hand zu weisen. Frihe Menarche, spatpddse und Adipositas
in der Postmenopause (Estrogenproduktion im Fettgewebe) erhdhenikaignifdas
Mammakarzinom-Risiko (Colditz, 1998; Jeffcoate et al., 2000; Reid, 1996).b&dseitige
Ovarektomie reduziert das Mammakarzinom-Risiko um fast 80%o@kefet al., 2000). Frauen
ohne funktionierende Ovarien haben ein ahnlich niedriges Mammakarzirsiko-Riie Manner
(Reid et al., 1996).

Auch wenn die Daten kontrovers diskutiert werden, zeigt die Metaandks Collaborative
Group on Hormonal Factors in Breastcancer, dass eine Hormotiessapre Uber 5 Jahre das
relative Risiko fur die Diagnose eines Mammakarzinoms um den Fak6ér(Cl: 1.21-1.49)
erhoht (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 1997). tDdieSder
Woman's Health Initiative fand eine etwas geringere Erhoéhungirdedenz von invasiven
Mammakarzinomen (relatives Risiko 1.26; Cl: 1.00-1.59) unter Hormonsubstituation
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konjugierten equinen Estrogenen und Medroxyprogesteronacetet, die nadgér-jgbhandlung
in Erscheinung trat (Writing Group of the Woman’s Health Initiative Ingagirs, 2002).

Nach Ettinger wird die gesundheitliche Relevanz des beobachtetamgeyerAnstiegs des
Brustkrebs-Risikos bei einer Substitutionsdauer von mehr als 5 Jahren Einbezug der
Reduktion des Herzkreislauf-Erkrankungsririkos und einer effektivenopsteseprophylaxe
mehr als ausgeglichen (Ettinger et al., 1996).

Aulerdem nimmt das leicht erh6hte Risiko innerhalb von 2-5 Jahren nactzeékbsgeder ab
und liegt in der gleichen GrélRenordnung wie bei Frauen ohne Hormotieesapre oder geman
einiger Studien sogar tiefer. Dies lasst den Schluss zu, Eissgene das Wachstum eines
bestehenden Karzinoms fordern kdnnen, es aber nicht auslosen. Aus diesste K&innen
Estrogene nicht als Karzinogene bezeichnet werden (Day, 1983).

Hingegen zahlt diénternational Agency for Research and Cancer (IARC) Estron und Estradiol
zu den Substanzen, die bei Versuchstieren (Nagern) und Menschen karzsnod)glARC,
1987,1999). Eine Expertengruppe des National Toxicology Programilatiesmal Institute of
Environmental Health Sciences der USA schlug im Dezember 2000, vor die steroidalen
Estrogene in die Liste der Karzinogene aufzunehmen. Diessi@n betonte dass, ,Estrogene
nicht nur mit einem erhohten Risiko fur Karzinome assoziiertl,ssondern dass es sich um
Substanzen handelt, die bekannte Ursachen von menschlichen KarzinomenNsihdha(
Toxicology Program, 2000). Bei Mausen erzeugt Estradiol Tumoren dermdander
Hypophyse, des Uterus, der Zervix, der Vagina, der Testes, dpkdyisthen Systems und der
Knochen. Bei Ratten induzieren Estradiol (E2) und Estron (E1) Tumoreb/tdass und der
Hypophyse und bei Hamstern Nierenkarzinome (Liehr, 2000, 2001). Die alifmatkeit dieser
Ergebnisse auf den Menschen wird weiterhin durch ausgepragte 8pezigshiede im
endokrinen System eingeschréankt (Emons et al., 2002).

Zwar waren in den klassischen In-vitro-Assays (Salmonella nyotium, V79 Hamster-Zellen
usw.)Estrogene nicht mutagen (Liehr, 2001), aber die estrogeninduZiamerentwicklung
konnte durch eine rezeptorvermittelte Stimulation der Prolifaragistrogenabhangiger Zellen
erklart werden. Durch die Zunahme von Mitosen erhoht sich die WahmBchkeit des
Auftretens spontaner Replikationsfehler. Die Méglichkeiten der DNAdRatur sind bei rasch
proliferierenden Zellen reduziert (Henderson et al., 2000). pddente Mitogene fur
entsprechende ER-positive Zellen sind Estrogene somit klassischerpframotoren. Diese

Theorie ist fur die Entstehung von Mammakarzinomen nicht ganz so sghldssinormale
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proliferierende Mammaepithelzellen keine Estrogenrezeptoren @Rjimieren. Allerdings
werden ER von den nicht proliferierenden Stromazellen exprindigrtiiber die Sekretion von
Wachstumsfaktoren das mitogene Estrogensignal an die Epitbelzaveitergeben.
Transformierte Mammaepithelzellen (duktale Carcinomata in gitwasive Karzinome)
exprimieren zumindest im frihen Stadium meist ER und konnen durcbg&sg direkt
stimuliert werden (Clarke et al., 1997; Liehr, 2001; Russo et al., 2D@dyersuche an syrischen
Hamstern legen nahe, dass die hormonelle Aktivitat von Estrogenen EHib&ermittelte
Mechanismen und durch Stérung des mitotischen Apparates notwendig flurdorinduktion
sind, sie sind aber nicht ausreichend. Es wurde vermutet, dass deektimxische (mutagene)
Effekte der Estrogene bzw. bestimmter EstrogenmetabolitenRaile spielen. Da Estradiol
selbst keine direkte mutagene Wirkung hat, wurde vermutet, dasw/&tio$elprodukte dieses
Steroids zu DNA-Schaden fuhren konnten. In der Tat konnte gezeigt weasandie durch
aromatische Orthohydroxylierung von Bzw. & gebildeten Catecholestrogene (2-Hydroxy und
4-Hydroxyestrogene) zu entsprechenden Chinonen weiter metabolisiert werdereldiendider
DNA reagieren kénnen. Die Metaboliten der 2-Hydroxyestrogerteibistabile DNA-Addukte
und haben eine geringe mutagene Potenz. Die DNA-Addukte der Metabaligr 4-
Hydroxyestrogene sind jedoch instabil und fihren zum Verlust von GuaninAdéeosin aus
der DNA (sogenannte depurinierende Addukte). Dadurch kommt es zu Henzgistichen,
Punktmutationen und zur Bildung von sogenannten ,bulky DNA-adducts®. Irfrezeti
Systemen induzieren nur die Catecholestrogene bzw. die Chinone tigs¢ddanderungen. Im
Kultursystem mit intakten Zellen, in denen Estradiol oxidativaielisiert werden kann, ist auch
dieses Estrogen genotoxisch (Liehr, 2001). Zahlreiche durch diedtrabzw. die
Catecholestrogene induzierten genetischen Mutationen sind inimegperllen Systemen
beschrieben worden (Liehr, 2000; 2001). Russo und Mitarbeiter (2002) konnterlOFCF
Zellen (immortalisierte humane Mammaepithelzellen ohne Estregeptoren) mit Estradiol in
einer sehr niedrigen Konzentration (7 picomolar) maligne trangfoem Sie postulierten, dass
E, in diesem Modell die gleiche Effizienz zur malignen Transtirom habe wie das chemische
Karzinogen Benzpyren. Somit ist in experimentellen Modellen ahllssiges Konzept
entwickelt worden, wie Estrogene eine Zelle maligne transfoemiekbnnen: Die direkt
genotoxischen Estrogenmetabolite, insbesondere das Estradiol-3,4,-chin@m fihrDNA-
Schaden und transformieren Mutationen. Exprimiert die betroffene Zgliégchzeitig

Estrogenrezeptoren, wirken Estrogene gleichzeitig mitogen. hitahge Mitosen ist die Zeit
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fur die DNA-Reparatur verkirzt, die Wahrscheinlichkeit fur tramsferende Mutationen und
deren Weitergabe an Tochterzellen ist erhoht. Estrogene siidsem Modell somit mutagen
und mitogen. Sie sind nicht nur Tumorpromotoren, sondern durch ihre mutaggEmeschaft
auch Tumorinitiatoren und damit komplette Karzinogene (Liehr, 2000; 2001).

Das Risiko, an einem Mammakarzinom zu erkranken, hangt vor allem vokunilativen
Estrogenexposition des Brustgewebes ab (Pike et al., 1993). Auch eiellekt
Ubersichtsartikel (Clemons und Goss, 2001) unterstreicht die Annahssenigat das Hormon
17-3-Estradiol an sich, sondern die kontinuierliche lokale Belastungupraphysiologischen
Dosen dieses Hormons zu einem hohen Proliferationsdruck epithelialstzélen, einer
erhohten Dichte und Schmerzhaftigkeit des Brustparenchyms uneiierev Folge zu einem
erhdhten Risiko fuhrt, an einem Mammakarzinom zu erkranken.

Liehr (2001) betont, dass Estrogene und ihre Metaboliten ingl&eh zu klassischen
chemischen Karzinogenen, wie z.B. Dimethylbenzanthracen (DMBA)B&mto-(a)-pyren nur
schwach wirksam sind. Mdglicherweise ist das Risiko, an einerodest-induzierten Karzinom
zu erkranken, abhangig von der individuellen Ausstattung mit spezifisEnegmen des
Estrogenstoffwechsels. Gen-Polymorphismen dieser Enzyme sgabeneine sehr grol3e Rolle.
Denkbar ware, dass Frauen , die aufgrund eines Polymorphismus gessEDYP1B1 vermehrt
4-Hydroxyestrogene bilden, ein hoheres Risiko fiir die Estrogen-indriziatzinogenese
aufweisen. Die Daten tber hohere 4-Hydoxyestrogenspiegel in Mikanzmnomen (Liehr, 2001,
Santen, 2002) deuten in diese Richtung.

Aus der Literatur ergeben sich stark kontroverse Resultate Ulpedidskten Einfluss von
Estrogene  auf das  Brustkrebsrisiko. Relativ  gesichert  scheint, s dafie
Langzeithormonersatztherapie das Brustkrebsrisiko mehr oder wenigertstei

Lacey et al. fanden bei Frauen, die eine reine Estrogensubstitiiemmehr als 10 Jahre
durchfiihrten, eine Erhéhung des relativen Risikos an einem Manmoakarzu erkranken um
den Faktor 1,8 (CI: 1,1-3,0) (Lacey et al., 2002). In einer &hnlichen Stu@iehweden wurde
gar ein Faktor von 2,14 (Cl: 1,03-4,46) errechnet (Riman et al., 2002).

Studien Uber einen Zusammenhang zwischen CYP2E1-Polymorphismen und stiogere
induzierten Karzinogenese fur ein Mammakarzinom sind zur Zeit nadht bekannt. Wir
konnten in unserer Fall-Kontroll-Studie jedoch feststellen, dass eimgdzaWl der

Mammakarzinompatientinnen den CYP2E1 G-71-T Polymorphismus aufwiesen.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Studie suggerieren jedoch, dass nur unakbén@gnotyp
fur die Einnahme von HRT Uber einen Zeitraum von 10 Jahren und lamgeigaifikant
erhohtes Risiko besteht an Brustkrebs zu erkranken (OR: 1.41; Cl: 1.01-1ug@ydadm ergibt
sich aus dieser Studie unabhangig von der Art des Genotyps fur dikiHRahme bis zu einer
Dauer von insgesamt 10 Jahren, ein gering protektiver Faktor, an eia@mmakarzinom zu
erkranken (OR. 0.93; CI: 0.69-1.25). Dieser Wert ist statistisch jegiobhsignifikant und kann
somit nur eine Trendrichtung anzeigen. Diese Erkenntnis spiegeinsvielen anderen Studien,
die zuvor beschrieben wurden wieder.

In Abhangigkeit vom jeweiligen Genotyp des CYP2E1 G-71-T ergedem fur ein erhdhtes
Risiko an Brustkrebs bei HRT-Einnahme zu erkranken, keine stdtigigaifikanten Werte.
Allerdings zeichnet sich auch aus diesen Daten zumindest furefereRzgenotyp GG bei einer
HRT-Einnahme von 10 Jahren und l&nger der Trend zu einem erh6hten Erkrarsikmdp
einer OR von 1.35 und einem CI zwischen 0.94-1.96 ab.

Dass eine HRT- Einahme bis zu 10 Jahren das Brustkrebsrisiko fggrgngenkt, kann in
Verbindung mit dem heterozygoten Genotyp GT bei einer OR von 0.11 und €inamschen
0.02-0.71 signifikant bestatigt werden. Auch die zwar statistisdit signifikanten Werte fur
den Referenzgenotypen GG folgen dem protektiven Trend bei einer OR vorilOedief HRT-
Einahme von bis zu 10 Jahren. Die Werte fir die homozygote Varianafarem aufgrund des
geringen Vorkommens zu klein, um berechnet werden zu kénnen.

Vergleichbare Daten zur Beeinflussung des BrustkrebsrisikosHBEI- Einnahme durch
Genvarianten des CYP2E1l G-71-T Polymorphismus finden sich zur Zdit mc der
einschlagigen Literatur. Das mag daran liegen, dass zum eineser dielymorphismus des
CYP2E1 sehr selten in der kaukasischen Bevolkerung auftritt, zumeand#ald das Enzym
CYP2E1 fur den Hormonstoffwechsel und somit auch fir die HRT keine @ifealle spielt.
Deshalb wurden in diesem Zusammenhang mit hoher Wahrscheinlichiolitkeine anderen

weitaus haufiger vorkommenden Polymorphismen des CYP2E1 untersucht.

4.3 Bedeutung des Risikofaktors Rauchen und CYP2E1 G-71T

Der Effekt von Rauchen auf das Brustkrebsrisiko bleibt umstritteerpfodukte sollen das

Risiko erh6éhen, der antiostrogene Effekt das Risiko verringern, obwaldhien mit erhdhtem
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Auftreten von hormonrezeptor-negativen Tumoren assoziert ist undt sdsniungunstiger

Prognosefaktor zu werten ist (Manjer et al., 2001).

Die meisten epidemiologischen Studien zum Zigarettenrauchen und@rdstkrebsinzidenz

vermochten nicht, einen starken Zusammenhang zwischen diesen Fakitfmereigen. Eine

Studie aus Schweden fand keine signifikante Assoziation zwiscegengartigem Rauchen und
dem Brustkrebsrisiko heraus. Das adjustierte relative Risiko ahégr Ex-Rauchern war 1.31

(1.02-1.69), verglichen mit Nicht-Rauchern, und in premenopausalen Ex&auear es 1.57

(1.07-2.30). Die Brustkrebsinzidenz in premenopausalen Ex-Rauchern stand isernnver

Beziehung zur Zeit der Abstinenz (Manjer und Berglund, 2000). Der kaeneogffekt des
Rauchens wird durch aromatische Hydrokarbone erklart, die in Tabakitemtsand, wobei
genetische Polymorphismen der N-Acethyltfansferase-2 eine poteR@le spielen (Krajinovic
et al., 2001).

Fur die Subgruppe der Raucher wurde hier kein bedeutender Effégestedit (Rylander-
Rudqvist et al., 2003)m Gegensatz zu Field et al. (1992) wiesen einige amerikanStidien
(Brownson et al., 1988; Calle et al., 1994 auf eine erhthte BrustkrehsdgeiaRaucherinnen
hin. Zusatzlich wurde von einer dosisabhangigen Risikosteigerung eéri€rdriber hinaus
entdeckten Morabia et al. (1996) und Lash et al. (1999) nicht nur fur akawehBr, sondern
auch fur Passivraucher eine deutliche Risikosteigerung. PasRiaeshen fihrte in einer
prospektiven US-Studie (Wartenberg et al., 2000) mit 146.488 Nichtrauchetindel2-Jahre-
Follow-Up zu keiner signifikanten Risikoerh6hung, wé&hrend in einer kanadisétadi-
Kontrollstudie (Johnson et al., 2000) mit 2.317 Brustkrebspatientinnen flrepopausale
Frauen und aktives oder passives Rauchen eine signifikante Rigéikoag belegt wurde.
Klrzlich zeigte Terry et al. (2002), dass ein positiver Zusamnmgnhwischen Tabakkonsum
und Brustkrebsrisiko besteht. Verglichen mit Nichtrauchern warenefyadie tUber 40 Jahre
mehr als 20 Zigaretten pro Tag geraucht hatten, am meisténrgef (RR=1,83; 95% CL 1,29-
2,61).

Das CYP2EL aktiviert das Prokarzinogen N-Nitrosamine (Kushida.et?@D0). Der Dral-
Polymorphismus wurde mit Lungenkrebs assoziert (Uematsu efl®4) und zeigte eine
Zigarettenkonsum-abhangige Risikosteigerung. Auch bei pramenopausaherikanischen
Frauen spielte die Raucheranamnese fir das CYP2E1-bedingter&vsssiko eine wichtige
Rolle (Shields et al., 1996). Shields et al. fand ein erhohtes Risil@rfiMammakarzinom fir

den Dral-Polymorphismus bei pramenopausalen Frauen heraus.
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In der vorliegenden Studie wurde ein geringfiigig protektiver FaksrRisikofaktors* Rauchen
unabhangig vom Genotyp in Bezug auf das Brustkrebsrisiko bei eingstistht nicht
signifikanten OR von 0.91 und einem CI zwischen 0.72-1.15 ermittelt.

In Abhangigkeit vom Genotyp konnte fur die heterozygote Genotypvariahttee& CYP2EL G-
71T Polymorphismus im Zusammenhang mit positiver Raucheranamnesgreiikant erhéhtes
Erkrankungsrisiko fur Brustkrebs nachgewiesen werden (OR: 4.02; ClI: 1.01-16.02).

Der Referenzgenotyp GG dagegen zeigt wiederum einen protektifekt, Eler jedoch nicht
signifikant ist (OR: 0.78; CI: 0.60-1.01). Fur den homozygoten Varianzgenotyp TT konmten kei
Werte ermittelt werden. Ein Vergleich zu den bisher durchgeflilstigtien fallt schwer, da zum
einem der fur diese Studie relevante Polymorphismus G-71T in diéssammenhang noch nie
untersucht wurde, zum anderen da in der vorliegenden Studie nicht zwischrem@pausalen
und postmenopausalen Frauen unterschieden wurde. Der sich aus den Engettizieshnende
protektive Trend des Rauchens unabhangig vom Genotyp oder auch fir desnRgnotypen
GG ist sehr kritisch zu betrachten, vor allem da das Raudhemamstrittener Risikofaktor fur
das Auftreten von Lungenkrebs und anderen hormonrezeptor-negativen Tumor&agilh
dieser Studie ermittelte signifikant erhohte Erkrankungsrisik@®flstkrebs fiur Tragerinnen der
heterozygoten Genotypvariante GT bei positiver Raucheranamnese Isextaeflich noch
weiteren Studien ausfihrlicherem Umfangs, um als mediziniss$iclgerte Tatsache an
Bedeutung zu gewinnen, da die Frequenz der variablen Allele fundredgmorphismus unter
den untersuchten kaukasischen Probandinnen sehr gering war. Auf3erdemnedyenauere
Beschreibung des Rauchverhaltens in Bezug auf Dauer und Menge flie \8¢itdien sinnvoll.

4.4 Analyse des Studienaufbaus der Genica-Brustkrebs-Studie

Bei der Genica-Studie handelt es sich um eine Fall-Kontratli&t In solchen Studien wird die
Assoziation zwischen der Exposition mit einem mdoglichen schadigeddens und dem
Vorliegen einer Erkrankung untersuchEs werden Patienten identifiziert, die an einer
bestimmten Erkrankung leiden (Falle). Um die Falle zu verglaicheerden Personen
(Kontrollen) identifiziert, die den Fallen moglichst ahnlich sind {gdizh Alter, Geschlecht,

Blutdruck, Einnahme anderer Medikamente, Begleiterkrankungen usw.), dankurkg jedoch
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nicht aufweisen. AnschlieBend wird ermittelt, wie viele der Fatid wie viele der Kontrollen
der zu untersuchenden Noxe ausgesetzt waren. Besteht eine posiioeiafion zwischen
Exposition und Erkrankung, so ist der Anteil der Exponierten im Kalleldr Falle hdher als im
Kollektiv der Kontrollen. Eine positive Assoziation in der Fall-Kort®@iudie ist aber nicht
unbedingt ein Beweis fur eine kausale Beziehung. Entscheidend fipuditat einer Fall-
Kontroll-Studie ist die Zusammensetzung und Vergleichbarkeit der Kontrollgruppe

Oft ist eine Fall-Kontroll-Studie die einzige Moéglichkeit, einBasammenhang zwischen einem
Risikofaktor und dem daraus resultierenden Schaden nachzuweisergilDies allem dann,
wenn die Krankheit entweder sehr selten auftritt oder die Zegchen der Exposition (z.B.
Asbest) und dem Auftreten der vermuteten assoziierten KrankPleiraémesotheliom) lange
dauert. Letzteres gilt auch fur die Entstehung des Brustkrebsesst EBshezu unmdoglich,
unmittelbare Zusammenhange zwischen Lebensumstand und Brustkrebsinalduzuweisen.
Daher ist der Vergleich einer groRen Anzahl von Kontrollen und Falleen déerhaltnisse und
Gesundheitszustand mdglichst vollstandig erfasst werden, sinnvoll. Hinzukainenmaglicht
dies den Vergleich innerhalb von Subgruppen, z.B. Frauen, die eine p&sticheranamnese
aufweisen oder Hormonersatzpraparate einnehmen.

Fir die Aussagekraft der Genica-Studie spricht vor allem di8&des Gesamtkollektivs der
Studienteilnehmerinnen. Es konnten 688 Falle und 724 Kontrollindivduen aus einem lokal
begrenzten Bezirk, dem Rhein-Sieg-Kreis rekrutiert werden.

Ein zusatzliches Qualitatsmerkmal ist die Auswahl der Koetmofler Zufallsprinzip aus den
Listen der Einwohnermeldeamter, wobei allerdings nicht bertcksietigien konnte, seit wann
die Personen in dieser Region resident waren. Zuséatzlich wurdeiattrollprobandinnen
entsprechend den Brustkrebsfallen in Altersgruppen von 5 Jahren vom tgjzdtsuran
zugeordnet. Ebenfalls kann nicht davon ausgegangen werden, dassikinadeslb des Rhein-
Sieg-Kreises immer unter gleichen Umweltbedingungen lebafgrédnd der &hnlichen Anzahl
von Patienten und Kontrollen gleicht sich dieser Fehler in beidelleliven aus, da
flachendeckend gearbeitet wurde. Mit extremem Aufwand wurdeawdigewahlten Kontrollen
kontaktiert, zum Teil personlich aufgesucht, um die Teilnahme zu hgkisien. Trotz des
allgemein hohen Interesses der weiblichen Bevolkerung fir dierikikng lehnten 355 Frauen
die Teilnahme ab. 152 der 1306 angeschriebenen Frauen entsprachen aufgrund nichthaukasis
Herkunft oder einem frilheren Vorliegen einer Brustkrebserkrankutg dien vorgegebenen
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Kriterien fur eine Teilnahme. Eine Fehlerquelle hierbei kdnnie, skass moglicherweise bei
einer der ,gesund” eingestuften Personen ein nicht diagnostizierteki@hstorlag.

Von den geeigneten Kontrollpersonen wollten 27,19 % nicht an der Studieppendiz, im
Gegensatz zu den Patienten, von denen nur 11,04 % die Teilnahme edewmeidie
unterschiedliche Motivation sowie das abweichende Interesse werdgenngfugig durch die
Bereitschaft zur Blutentnahme reflektiert, bei 93,65 % der Koetrath Gegensatz zu 96,37 %
der Falle konnte oder durfte Blut zur DNA-Extraktion enthommen werki¢eressanterweise
sind unter den Féllen fast doppelt so viele fehlgeschlagene Genotypisierungemgstiiss

Fur den Polymorphismus G-71T namlich 7.54 % unter den Fallen vemglioie3.39 % unter
den Kontrollen. Fur den Polymorphismus C-1053T verhélt es sich mit 6i8llgeschlagenen
Genotypisierungen unter den Fallen und 3.24% unter den Kontrollen genausondgjinehe
Ursache konnte die veranderte Qualitdt oder Konzentration der Ldakodgr erkrankten
Personen sein. Schliel3lich fanden Interview und Blutabnahme meisteeslicher Nahe zur
Operation des Brusttumors oder auch der Chemotherapie statt. idtides trotz aulRerster
Sorgfalt der wissenschaftlichen Mitarbeiter und geschulter dakten nicht auszuschliel3en,
dass zusétzliche Fehlerquellen in der DNA-Extraktion, dem AnsedeenProben oder der
Anwendung des Light-Cyclers liegen, wie es sich in der Auswertdeg C-1053T
Polymorphismus gezeigt hat, die dem Hardy-Weinberg-Gleictegewicht standhielt und somit
fur diese Arbeit nicht weiter verwendet werden konnte.

Nach subjektiver Einschatzung waren sowohl die betroffenen Frisianch die teilnehmenden
Kontrollpersonen im ca. einstindigen Interview motiviert die gestellEragen gut zu
beantworten, so dass man den Angaben eine hohe Reliabilitdt zuspdache Eine mdgliche
Verzerrung der Ergebnisse ist dadurch gegeben, dass die Intemaoewsiehreren Personen
durchgefihrt wurden, und durch eventuelle Rickfragen an den Interviewer ei
Einflussmdglichkeit besteht. Allgemein sind die Interpretationsitiikgiten durch die Vorgabe
der Antworten gering. Zudem fihrten alle Interviewer sowohl ratieRtinnen als auch mit
Kontrollen Fragegesprache, wodurch sich der Fehler minimieren sollte.

Insgesamt handelt es sich um sehr breit gefachertes Interviewin déeilbereichen relativ
oberflachlich bleibt. Es ist sinnvoll, nach gewisser VoreinschatzAngitze fur diffizilere

Fragestellungen herauszufiltern.
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5.  Zusammenfassung

Der Anstieg der Mammakarzinominzidenz in den modernen Industrietéindet sehr haufig
mit veranderten Umweltbedingungen in Zusammenhang gebracht. Mit zumddmAaufklarung
in der Bevdlkerung und steigendem Gesundheitsbewusstsein werden edssste Faktoren
gesucht, die maRRgeblich zur Entstehung von Brustkrebs beitragemlieden selbst auslésen.
Individuell unterschiedliche Ansprechbarkeiten bzw. Wirkungsunterschigme exogenen
Fremdstoffen, unter anderem von Nahrungsmitteln, Nikotin, Hormonpréparaten oder
eventuell sogar von endogenen Estrogenen haben ihre Ursache in idéili¥zarder Gene, die
fur fremdstoffmetabolisierende Enzyme kodieren. Es ist insgesasdient, dass diese
Polymorphismen fremdstoffmetabolisierender Enzyme die Wirkungensctoxi Stoffe
entscheidend modulieren und somit deren Karzinogenitat steigern konieekatBlytischen
Eigenschaften der polymorphen Genvariante unterscheiden sich von denen des
Referenzgenotyps, so dass der entsprechende Genotyp im Falleremdstoffexposition einen
Einfluss auf Art und Menge anfallender genotoxischer Stoffwechsathoiden hat. Diese
schadigen in Abhéangigkeit von Dosis und Zeit zellulare DNA-Strukturen wardrsachen
moglicherweise Mutationen in Tumorsuppressorgenen oder Proto-Onkogenefur cee
fehlerfreie Zellproliferation und —differenzierung verantwortlisind. Der damit verbundene
Verlust ihrer Kontrollfunktion stellt eine entscheidene Vorraussetzding autonomes
Zellwachstum dar. Gen-Umwelt-Beziehungen spielen demnach ate@iditatsfaktoren fur
die Entstehung eines Mammakarzinoms eine bedeutende Rolle.

Fir die vorliegende Fall-Kontroll-Studie wurden 688 Brustkrebspatieeti und 724
Kontrollprobandinnen aus einem lokal begrenzten Gebiet, dem Rhein-Sisg-iKr8ezug auf
ihre Lebensgewohnheiten, Krankheitsgeschichte und Fremdstoffexposigonamt. Zusatzlich
konnten 613 Falle und 655 Kontrollen erfolgreich mit der Real-time Lighbte€yCR fiir den
CYP2E1 G-71T Polymorphismus genotypisiert und hinsichtlich eines Eiaeflusson
Hormonersatzpraparaten und Zigarettenkonsum auf die Brustkrebsengstefiersucht werden.
Das CYP2E1l stellt ein wichtiges Schlusselenzym des oxidativierffwBchsels vieler
Xenobiotika dar. Es katalysiert u.a. die Umsetzung der Prékanperdgnzol, Vinylchlorid,
Chloroform und Nitrosaminen.

In der Auswertung dieser Studie war der Anteil des homozyg@ntan Genotyps TT unter den
Patientinnen leicht erhdht, woraus sich bei einer OR von 1.61 (CL: 0.27-9.66) fur diese
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Allelpaartragerinnen jedoch kein erhohtes Brustkrebsrisiko imsssath signifikanten Ausmaf3
ergibt. Die Art des Genotyps allein erhéht demnach nicht das Brustkrebsrisiko.

Estrogene spielen eine zentrale Rolle in der Entwicklung von Belstkrihre potentielle
Kanzerogenitat auf die humanen Brustepithelzellen wurde in der tAdaggestellt. Das
Erkrankungsrisiko fur Brustkrebs ist fur Frauen, die kumulativ 10eJaimd langer HRT
eingenommen haben, unabhangig vom Genotyp signifikant erhoht (OR: 1.41; CL:1.01-1.96)
Allerdings zeigt sich bei einer HRT-Einnahme bis zu 10 Jahren, ungighgom Genotyp ein
leicht protektiver Einfluss auf die Entwicklung eines Mammakenzis (OR: 0.93; CL:0.69-
1.25). Auch genotypspezifisch konnte in dieser Studie fur den heterozygoten Genotyp GiT bei de
Einnahme von Hormonersatzpraparaten bis zu 10 Jahren ein stasgisifkanter protektiver
Faktor ermittelt werden (OR: 0.11; CL: 0.02-0.71). Das Risiko an Bels$ zu erkranken, hangt
vor allem von der kumulativen Estrogenexposition des Brustgewebes ab. Nicht dastiadol

an sich, sondern die kontinuierliche lokale Belastung mit supraphysichmyi Dosen dieses
Hormons, wie z.B. unter Langzeit-HRT fuhren zu einem hohen Proidesalruck epithlialer
Brustzellen. Somit ist es ratsam die HRT-Einnahme trendgereditizeit begrenzen.

Der Effekt des Rauchens auf das Brustkrebsrisiko ist umstriiele Studien publizieren sogar
einen leicht protektiven Einfluss des Rauchens auf die Mammakarziteisteing, der
moglicherweise durch den antiestrogenen Effekt der Tabakbestarmitegrklaren ist. Das CYP
2E1 aktiviert das in Tabak enthaltene Prokanzerogen N-Nitrosamin um@lme$ir diese
Subgruppe der verschiedenen exogenen Risikofaktoren von besonderem sséntdfe
signifikant risikomindernder Faktor konnte in der vorliegenden Studie sowohl
genotypunabhangig als auch genotypspezifisch nicht ermittelt wéndé€begensatz dazu konnte
fur den heterozygoten Genotyp GT im Zusammenhang mit positiver Ranaharese ein
signifikant erht6htes Erkrankungsrisiko fir Brustkrebs nachgewiessdew (OR: 4.02; CL.:
1.01-16.02).

Aufgrund der geringen Genotypfrequenzen des CYP2E1l G-71T Polymorphismder
kaukasischen Bevolkerung wird sich das individuelle Brustkrebsrisikaschwer voraussagen
lassen. Zudem ist noch ungentigend untersucht, inwieweit Gen-Geaklitieen, wie z.B.
Kombinationen von Polymorphismen unterschiedlcher Enzyme zum Erkrankikggsran

Brustkrebs beitragen.
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